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Resumen del proyecto

La infección causada por Fasciola hepatica produce un gran impacto negativo en rumiantes a nivel local y global. Nuestro

grupo de investigación ha acumulado evidencia sobre la efectividad inmunoprotectora de la enzima leucina

aminopeptidasa 1 (FhLAP1), una metaloproteasa multimérica asociada al tubo digestivo del parásito. La enzima

recombinante ha sido expresada en forma funcional en Escherichia coli y los resultados de un importante ensayo de

vacunación llevado a cabo en ovinos machos confirman su potencial protector, siendo capaz de inducir niveles de

protección en el rango de aplicación comercial. Estos resultados, aún no han sido reproducidos en bovinos ni validados en

ensayo a campo.

En este sentido, la presente propuesta tiene como objetivos principales: a) Determinar el potencial inmunoprotector de la

FhLAP1 en ovinos hembras formulada con nanopartículas tipo ISCOMs basadas en saponinas de Quillaja brasiliensis,

perteneciente a la flora nativa, b) Evaluar la contribución de nuevos antígeno recombinantes de F. hepatica en la inducción

de una respuesta protectora contra la fasciolosis cuando son formulados con diferentes adyuvantes. En este trabajo

probamos una FhLAP2 obtenida en nuestro laboratorio y como adyuvante probamos ISCOMs basados en saponinas de Q.

brasiliensis producidas por el Dpto. de Desarrollo Biotecnológico. Buscamos adyuvantes que puedan potenciar una

respuesta inmune (RI) protectora, c) Profundizar en los aspectos inmunológicos desarrollados por estas formulaciones en

rumiantes.

Esta propuesta es la continuación de una línea de investigación desarrollada por este grupo, sobre la biología de las

proteasas de F. hepatica y su posible rol como antígenos vacunales. Dicho trabajo generará importantes aportes en el

conocimiento sobre la inmunidad en rumiantes y se podrán sumar nuevas formulaciones inmunoprotectoras para prevenir

la fasciolosis. También, es atractivo porque no hay estudios realizados sobre las características de la RI celular generada

por FhLAP1 en su hospedero.
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Introducción

La fasciolosis, causada por el tremátodo F. hepatica, en el ganado causa grandes pérdidas económicas generadas como

consecuencia de la mayor susceptibilidad a infecciones secundarias, reducción de la producción de carne, lana y leche,

interferencia en la fertilidad y gastos en aplicación del tratamiento fasciolicida. 

En Uruguay hay más de 38.000 establecimientos ganaderos, ocupando 16 millones de hectáreas de pastoreo, sobre las que

se maneja ganado vacuno y ovino. En este sector trabajan casi 100 mil personas. Se trata en la mayoría de los casos de

sistemas de producción mixtos, en los que vacunos y ovinos pastorean juntos en los mismos campos. En las zonas de

ganadería extensiva existen casi 12 millones de vacunos y 10,5 millones de ovinos. Además, nuestro país se encuentra

entre los 10 principales países exportadores de carne vacuna y lana en el mundo.

Nuestro país puede considerarse una zona enzoótica para F. hepatica. El monitoreo llevados a cabo en 2003 por el

Instituto Plan Agropecuario, Facultad de Veterinaria y Merial S.A. en la zona Norte y Este del país reveló que el 62.5% de

los predios tenía presencia de F. hepatica. La fasciolosis, a nivel mundial, causa pérdidas económicas cercanas a US$

3.000 millones anuales. En Suiza hay estudios que establecen pérdidas de 52 millones de euros anuales (299 euros por

animal infectado). En Uruguay, se analizaron datos de frigoríficos uruguayos y observaron un promedio de 33,9% de

presencia de F. hepatica en bovinos a nivel nacional, alcanzando un 50-60% en algunos departamentos del país.

Asimismo, la fasciolosis humana es considerada una enfermedad re-emergente. Su control está basado en el tratamiento

con triclabendazole (TCBZ). Además de reportarse casos de resistencia a esta droga, se reportó presencia de residuos

tóxicos en carne y leche provenientes de animales tratados trayendo como consecuencia grandes impedimentos para la

utilización de estos productos para su consumo. En este contexto, la vacunación surge como una alternativa capaz de

brindar mayor protección y sustentabilidad a largo plazo, no genera residuos tóxicos para el consumo y tampoco es

perjudicial para el ambiente. 

Estudios sobre vacunación contra fasciolosis se han llevado a cabo tanto en mamíferos pequeños como en rumiantes.

Estos ensayos de vacunación han permitido avanzar en el estudio sobre los mecanismos de protección de la respuesta

inmune (RI) pero algunos resultados prometedores sobre protección obtenidos en pequeños mamíferos no han podido

2 / 7  



reproducirse en rumiantes.

Para que una vacuna contra F. hepatica posea potencial comercial, debe conferir niveles de protección que eviten afectar

la producción en rumiantes. Se postula, que una vacuna tendría gran impacto sobre el control de la enfermedad, si reduce

como mínimo la carga

parasitaria en un 43% sobre el 90% de la manada y se mantiene durante una temporada de pastoreo completa. Para

diseñar y desarrollar vacunas contra F. hepatica es fundamental profundizar nuestros conocimientos sobre los

mecanismos de una respuesta protectora en rumiantes. Tal respuesta se relaciona a un fenotipo Th1 con altos títulos de

IgG2 y bajos títulos de IgG1(21), o una respuesta tipoTh1/Th2 mixta relacionada a altos niveles de anticuerpos IgG2 e IgG1.

En este contexto, se postula la utilización del antígeno junto a un apropiado adyuvante buscando dirigir la respuesta hacia

un fenotipo Th1 reduciendo los efectos de inmunomodulación del parasito sobre la RI y aumentando así la eficacia de la

vacuna (25,26). En helmintos, la idea de una vacuna basada en un solo antígeno es probablemente irrealista. En este

sentido, se ensayaron diferentes combinaciones de proteínas nativas obteniendo el resultado más prometedor del 72% en

bovinos. La desventaja de estas formulaciones con antígenos nativos es que no fueron viables para el desarrollo de

vacunas comerciales. En los últimos años, diferentes grupos de investigación se centraron en el desarrollo de antígenos

recombinantes. Los resultados de protección más prometedores fueron los mimitopos CL1/CL2 (47%) y mimitopo CL1 (51%).

Por otro lado, una leucina aminopeptidasa FhLAP recombinante producida por nuestro laboratorio, es el antígeno que

generó los mejores resultados de protección en ovejas machos (74-86%). Hasta la fecha, ninguno de estos antígenos ha

sido validados en ensayos a campo, ni sus resultados han sido replicados en bovinos.

Desde hace tres décadas el Laboratorio de Biología Parasitaria - Instituto de Higiene -Facultad de Ciencias se ha

propuesto como objetivo el estudio de la relación hospedero-parásito utilizando como modelo a F. hepatica. Nuestro

laboratorio se ha centrado en la función de las enzimas proteolíticas en esta interfase, la cual le permite al parásito

invadir, migrar, nutrirse y evadir la RI. Durante los últimos años se ha obtenido una metaloproteasa importante como la

FhLAP1, la que ha sido clonada y expresada en forma funcional en un sistema procariota. 

Continuando con esta línea de investigación, se obtuvo una segunda FhLAP2 recombinante del parásito a modo de realizar

su caracterización bioquímica y un análisis comparativo con la FhLAP1 con el objetivo de sumar nuevos candidatos

vacunales. La FhLAP2 recombinante mostró niveles de protección elevados (70%) durante un ensayo de inmunoprotección

en ratón.

Por otro lado, los adyuvantes son componentes esenciales en el desarrollo de vacunas y tienen como función principal

aumentar su potencia principalmente activando la inmunidad innata y promoviendo una inflamación controlada. En este

sentido, el grupo del Dr Fernando Silveira del Dpto de Desarrollo Biotecnológico-Facultad de Medicina ha reportado que la

fracción de saponinas (QB-90) extraídas de las hojas de Quillaja brasiliensis, una planta nativa de Brasil y Uruguay,

promueve fuertes RI cuando es formulada con antígenos virales. Esta fracción posee propiedades adyuvantes efectivas

que la hacen competitiva con los productos del mercado. Con la intención de reducir los efectos tóxicos inherentes a las

saponinas y a su vez potenciar su actividad inmunoestimulante, el grupo incluyó a QB-90 en formulaciones micelares tipo

ISCOMs (IQB). Estas preparaciones tipo caja de 40 nm, son formuladas con saponinas, colesterol y fosfolípidos y debido a

su estructura pueden conseguir una liberación eficaz del antígeno dando como resultado la inducción de una RI duradera.

Recientemente han reportado la formulación exitosa de nanopartículas (IQB) como activadores de la RI temprana, como

también de una respuesta sistémica y de mucosas. Cuando fueron inoculados en ratones promovieron elevados títulos de

anticuerpos tipo IgG1/IgG2a/IgG2b y una respuesta tipoTh1 (IL-2 e INF?), el fenotipo de RI requerido para llevar a cabo un

control efectivo contra la fasciolosis.

En esta propuesta, se planteó evaluar la capacidad de protección de la FhLAP1 y FhLAP2 recombinantes en ovejas

hembras formulada con IQB. Además, planteamos buscar nuevos candidatos que puedan tener un efecto positivo en la

formulación junto a FhLAP1.

En este trabajo se propuso evaluar el potencial inmunoprotector de FhLAP1 junto a FhLAP2 e IQB en rumiantes generando

resultados originales y un punto de partida para estudios de nuevos antígenos y/o formulaciones para el control de la

fasciolosis y otras parasitosis.

Con la finalidad de continuar avanzando en el desarrollo y mejoramiento de una vacuna contra la fasciolosis en rumiantes,

es necesario ahondar nuestro conocimiento sobre qué mecanismos deben generarse para obtener una respuesta

protectora contra este parásito. Para ello, debemos trabajar con su hospedero natural. Esta convocatoria nos brindó la

posibilidad de proponernos los siguientes objetivos:
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1) Estudiar el rol protector contra F. hepatica de FhLAP1 sola y junto a FhLAP2 formuladas con IQB en ovinos hembras. Con

esto buscamos estudiar la RI protectora utilizando como modelo animal a su hospedador natural.

2) Estudiar la RI generadas por FhLAP1 sola y junto a FhLAP2 formuladas con IQB en ovinos hembras. En particular

estudiamos la RI humoral, cuantificación de anticuerpos IgG total e isotipos (IgG1, IgG2 e IgA) en suero mediante la técnica

de ELISA. Además, evaluamos la RI celular mediante el análisis de la expresión de citoquinas por qPCR. Los primers

serán sintetizados específicamente y se determinará el perfil de las siguientes citoquinas y factores de transcripción:

Foxp3; IL10; TGF-b; TNF-a; IL-1b; IL2; INF-g; IL4.

Con esto pretendemos obtener información preliminar buscando potenciar el efecto profiláctico de la FhLAP1. Este

proyecto sería la continuación de una línea de investigación central que se desarrolla por el equipo de investigación sobre

la biología de las proteasas de F hepatica y su posible rol como antígenos vacunales. 

Metodología/diseño del estudio

1) Ensayo de vacunación en ovinos

Un total de 50 ovinos Corriedale hembras se dividieron en 5 grupos de 10 cada uno. Los grupos vacunados recibieron 2

dosis por vía subcutánea de 100 ug de FhLAP1 / FhLAP2 (en las semanas 0 y 4 formulado con el adyuvante correspondiente

como sigue: Grupo 1: FhLAP1/IQB; Grupo 2: FhLAP1/FhLAP2/IQB; Grupo 3: Control PBS; Grupo 4: Control IQB;

Grupo 5: FhLAP1/Adyuvac 50 (gentilmente cedido por la empresa VirBac). En la semana 6 todos los grupos fueron

desafiados oralmente con 200 metacercarias. Los animales se sacrificaron en la semana 20, para evaluar daño hepático,

carga parasitaria, conteo y viabilidad de huevos en heces. Todos los animales serán tratados de acuerdo con las

disposiciones de la CHEA para la experimentación animal.

2) Determinación de la RI humoral anti-FhLAP1 y anti-FhLAP2

Con el objetivo de estudiar la respuesta humoral, se tomaron muestras de sangre por venopunción yugular cada 2

semanas hasta el final de cada experimento. El suero

obtenido en ambos ensayos se empleó para determinar los niveles de IgG total, IgG1, IgG2 e IgA específicos mediante la

técnica de ELISA. El antígeno sensibilizante será

FhLAP1 o FhLAP2. El seguimiento de la evolución de los anticuerpos específicos será detectado con un anticuerpo

conjugado a peroxidasa anti-IgG total y subclases de ovinos.

3) Estudio de la RI celular

Hasta el momento no se conocen las características de la respuesta celular generada por FhLAP1 al ser utilizada como

inmunógeno en rumiantes. Para lograr mejorar nuestros resultados en bovinos, necesitamos profundizar nuestros

conocimientos sobre las características de una RI protectora generada al inmunizar con FhLAP1.

Con el objetivo de estudiar la respuesta celular, se tomarán muestras de sangre por venopunción yugular en las semanas

0, 6, 8, 10 y 20. La sangre será colectada

con un anticoagulante (EDTA 1%) con el fin de aislar las células mononucleares.

- Purificación de Células Mononucleares de Sangre Perisférica (PBMC)

La obtención de las PBMC se llevará a cabo mediante la utilización de protocolos estándares. Inicialmente, la sangre es

diluida en PBS (1:2) y se le agrega una solución comercial para aislar PBMC. Posteriormente, se centrifuga y colecta la

fase enriquecida en PBMC. Se lava utilizando PBS y centrifugando a baja velocidad. Las células obtenidas serán

estimuladas con FhLAP1, FhLAP2 y PBS (control sin estimular) durante 6h. Luego, se guardan en TRIzol reagent a -80 C

hasta su utilización. Estas células serán utilizadas para obtener ARN total.

- Análisis de perfil de citoquinas mediante qPCR

Se generará el ADNc a partir de 1 ?g de ARN total obtenido a partir de PBMC. Para esto se utilizará un kit comercial para

síntesis de ADNc. Para llevar a cabo las qPCR se utilizará el equipo Rotor-Gene 6000 (Corbett) que se encuentra en el Dpto

de Desarrollo Biotecnológico-Instituto de Higiene. Todas las amplificaciones se realizarán por triplicado y se partirá de 50

ng ADNc de cada animal. Los primers serán sintetizados específicamente y se determinará el perfil de las siguientes

citoquinas y factores de transcripción: Foxp3; IL10; TGF-b; TNF-a; IL-1b; IL2; INF-g; IL4. Los niveles de expresión de los

genes de interés serán normalizados usando el gen de la a-actina como “hausekeeping”. La cantidad de ARNm relativo en

cada muestra se calcula usando el método 2(-ddCt) (94) donde dCt= Ct gen de interés – CtActb.

4) Análisis estadístico

4 / 7  



Los datos serán expresados como media ± SEM de los resultados obtenidos en muestras ensayadas por duplicado o por

triplicado. Los datos serán analizados con el software GraphPad Prism (GrahPad Software, USA). Se comprobará la

normalidad de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de la varianza mediante la prueba

de Bartlett. En caso que los datos sugieran una distribución normal se aplicará un test paramétrico y en caso contrario se

aplicará un test no paramétrico. Valores de p< 0.05 serán considerados estadísticamente significativos.

Resultados, análisis y discusión

Nuestro laboratorio probó la FhLAP1 recombinante junto con Adyuvac 50 (VirBac) en formulaciones vacunales y hemos

obtenido resultados muy alentadores de protección en ovinos machos (74-86%). Estos resultados no se replicaron en

bovinos y tampoco han sido validados en ensayos a campo.

En la presente propuesta se llevó a cabo un ensayo de vacunación en ovinos hembras con el objetivo de estudiar la RI

protectora generada por FhLAP1/Adyuvac50 y buscar nuevos antígenos y adyuvantes que puedan potenciar el efecto

profiláctico de FhLAP1 contra F. hepatica y poder replicar estos resultados en bovinos.

En este trabajo se utilizaron 2 antígenos (FhLAP1 y 2) formulados con IQB un adyuvante natural producido en el Instituto de

Higiene. Se observa una tendencia a la protección contra la infección en animales inmunizados con los dos antígenos pero

estas diferencias no son significativas con respecto a los controles. Se observa una respuesta de anticuerpos IgG totales

específica contra FhLAP1 y 2 comparada con los controles pero no es tan potente como la generada por el grupo

inmunizado FhLAP1/Adyuvac50. La diferencia en los niveles de protección podría deberse a que con el adyuvante IQB no

logramos tan altos niveles de anticuerpo. 

En el marco de este proyecto se lleva adelante una Tesis de doctorado. Además, el análisis de la RI celular mediante qPCR

se realizará en colaboración con otro laboratorio. En este contexto, hemos tenido algunos retrasos. Pensamos comenzar

las qPCR en julio-agosto. Mediante este análisis esperamos encontrar diferencias significativas en ciertas citoquinas o

factores de transcripción entre los grupos vacunados con respecto a los controles y al grupo FhLAP1/adyuvac

(formulación mas exitosa). Estas diferencias podrían indicarnos qué debemos activar o suprimir para obtener una RI

protectora. 

Conclusiones y recomendaciones

Dicho trabajo genera importantes aportes en el conocimiento sobre la inmunidad de los rumiantes. Además, podremos

sumar nuevas formulaciones inmunoprotectoras para prevenir la fasciolosis. Asimismo, este trabajo es atractivo porque

hasta la fecha no hay estudios realizados sobre las características de la respuesta celular generada por FhLAP1 y si esta

proteína presenta algún efecto inmunomodulador en su hospedero natural. Para lograr mejorar nuestros resultados en

bovinos, necesitamos profundizar nuestros conocimientos sobre qué mecanismos de la RI del hospedero se están

activando o suprimiendo al inmunizar con FhLAP.

Por otro lado, utilizamos un adyuvante natural basado en saponinas (IQB), el cual fue descrito y producido en Uruguay por

el grupo del Dr Fernando Silveira. Con la incorporación de este adyuvante generamos una RI polarizada Th1 pero no fue

una respuesta potente como la inducida por Adyuvac50. En futuros ensayos, se podría inmunizar con mayor concentración

de IQB y realizar un 2º refuerzo para aumentar la respuesta de anticuerpos.

Una vez analizada la RI celular y teniendo en cuenta todos los resultados en conjunto podremos tener conclusiones más

precisas. Esperamos observar diferencias entre los grupos vacunados y controles y a su vez con respecto al grupo

vacunado con FhLAP/adyuvac. De esta manera, identificar puntos clave para potenciar o inhibir en el diseño de

formulaciones protectoras contra fasciolosis.
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