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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la inmunizacién de cabras con
mimotopos de catepsina L1 y L2 sobre la produccién y desarrollo de huevos de Fasciola
hepatica. Un total de 24 cabras de seis meses de edad, fueron asignadas a uno de cuatro
grupos de seis animales, de acuerdo a su peso. Los grupos 1-3 recibieron 1x10*® particulas
de fagos con la secuencia PPIRNGK (catepsina L2), DPWWLKQ (catepsina L1) y SGTFLFS
(catepsina L1) con 1mg/ml del adyuvante Quil A por via subcutanea en la semana 0. El grupo
4 (control) recibié PBS (amortiguador de fosfatos salinos) estéril. Una segunda inyeccién fue
administrada en la semana 4. Dos semanas después de la Gltima inmunizacién, cada caprino
recibié oralmente 200 metacercarias de F. hepatica. El sacrificio de todos los animales se
realiz6 en la semana 22 posterior a la primera inmunizacién y los parasitos recuperados. Los
huevos colectados de la vesicular biliar fueron lavados e incubados en oscuridad a 22°C por
14 dias y expuestos a un foco de 100W por 15 minutos para estimular la eclosion de los
miracidios y observar uno de los seis estados de desarrollo: muerto, vacio, sin embrionar,
division celular, mancha ocular y eclosionado. Los animales que fueron inmunizados con
catepsina L2 (grupo 1) y L1 (grupo 2 y 3) mostraron una reduccion significativa (P < 0.05)
en la produccion de huevos del 33.58%, 76.67% y 54.23%, comparado con el grupo control.
Para las cabras vacunadas con mimotopos de catepsina L2 del grupo 1, se observaron
diferencias significativas en 6 de 7 estados de desarrollo (excepto huevos eclosionados)
cuando se les comparo con el grupo control. En el grupo 1 se observé una reduccion
significativa en los porcentajes de huevos sin embrionar (muerto, vacio y sin embrionar) en
comparacion con el grupo control. Asi mismo, para el grupo 1 y 3, para los huevos
embrionados (huevos que alcanzan la divisién celular); observandose en el grupo 1, el mayor
porcentaje de huevos eclosionados (38.0%). En el grupo 3, el porcentaje de huevos que llegan
a la division celular fue del 46.2%, reduciéndose a 11.5% de huevos con mancha ocular. Por
el contrario, en el grupo 1, el porcentaje de huevos con division celular (9.2%), aumento hasta
29.4% en huevos con mancha ocular. EI grupo control presentd un porcentaje similar entre
el estado de desarrollo de division celular y mancha ocular (19.0% y 17.2%). En las cabras
inmunizadas del grupo 3, el porcentaje de huevos embrionados (57.7%) se reduce hasta 5.8%
para los huevos eclosionados. En conclusion, los resultados de este estudio demuestran que
las cabras inmunizadas con bacteriéfagos tienen un efecto sobre la produccion y eclosion de
huevos de Fasciola hepatica, influyendo sobre la incidencia de la enfermedad.



INTRODUCCION

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria de distribucién mundial, ocasionada por
el trematodo Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758), considerandose como una de las
helmintiasis mas importantes en todo el mundo que afecta principalmente al ganado en
pastoreo, teniendo consecuencias econdmicas (Kaplan, 2001). Este trematodo se localiza
principalmente en el higado y conductos biliares de ovinos, bovinos, caprinos, cerdos,
equinos, conejos, venados e incluso en el hombre, lo que con frecuencia es de caracter crénico
y es acompafiada de trastornos nutritivos.

La fasciolosis es una de las helmintiasis mas importantes en todo el mundo que afecta
principalmente al ganado en pastoreo debido a su amplia distribucion geogréfica y en
consecuencia pérdidas economicas; es causada por el tramatodo Fasciola hepatica, asi como
Fasciola gigantica (Kaplan, 2001). Ademas de ser un problema de salud veterinario
conocido, la fasciolosis recientemente se le ha considerado como una enfermedad parasitaria
emergente en humanos, lo que implica un impacto significativo en la salud publica,
provocando que millones de personas estén en riesgo de infeccion. Algunos reportes registran
un incremento en la incidencia de fasciolosis en varios paises de Latino América, Africa,
Europa y Asia (Mas-Coma, 2005; Mas-Coma y col 2009), por lo que se la ha incluido en la
lista de prioridades de la Organizaciéon Mundial de la Salud relacionada con respecto a
Enfermedades Tropicales abandonadas.

La infeccién de rumiantes domésticos por Fasciola hepatica y Fasciola gigantica es
una de las principales causas de perdidas economicas en la industria de la ganaderia en todo

el mundo, que se estima en mas de 3 billones de ddlares anualmente (Spithill y col 1999).



El triclabendazol es el farmaco mas eficaz para el tratamiento de fasciolosis, ya que
elimina el parasito 2 dias después de la infeccion y en las etapas posteriores de desarrollo en
ganado ovino y bovino. Sin embargo, se ha reportado ampliamente en animales domésticos,
resistencia contra triclabendazol (Boray y col 1983; Fairweather, 2011; Hanna y col 2013;
Ortiz y col 2013).

La rapida evolucion de la resistencia a triclabendazol en F. hepatica ha puesto de
relieve la necesidad de aumentar el esfuerzo en investigacién en relacion con el control del
trematodo, como es la resistencia antihelmintica bajo condiciones de campo, desarrollo y
ensayo de nuevos productos quimioterapéuticos y formulaciones, desarrollo y uso estratégico
de vacunas, investigacién de los mecanismos de resistencia a farmacos en parasitos; asi
como, manipulacion genética del huésped para incrementar la resistencia al parasito.

Muchos ensayos disefiados para evaluar la eficacia de vacunas putativas o fasciolicidas
han utilizado parametros basicos y bastante limitados para monitorear los resultados de los
tratamientos administrados al huésped (Hanna y col 2011), los cuales incluyen
principalmente conteo de huevos del parasito en heces y conteo de fasciolas adultas e
inmaduras en el higado recuperadas en la autopsia. En ocasiones las dimensiones de los
trematodos se registran, con un retraso en el crecimiento atribuido al efecto de la vacunacién
(Villa-Mancera y col 2008; Villa-Mancera y Méndez-Mendoza, 2012) o quimioterapia
(Malone y col 1984; Maes y col 1990; Hanna y col 2006). La capacidad de los huevos de F.
hepatica a eclosionar, dando lugar a miracidios viables, se ha considerado como un indicador
importante del efecto antihelmintico o de vacunacion (Dalton y col, 1996).

Con el fin de utilizar parametros del parasito como tamario del cuerpo, desarrollo de
los 6rganos reproductivos, periodo pre-patente, capacidad de produccion de huevos y

porcentaje de infeccion (implantacion), es esencial entender todos los factores intrinsecos del
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parasito y relacionados con el huésped que pueden incidir en estas variables medibles.
Factores tales como genotipo del parasito y del huésped, mecanismos inmunes especificos e
innatos del huésped, carga parasitaria en la infeccién y durante todo el desarrollo e
interacciones especificas e intra parasitos, necesitan ser consideradas como influencias que
pudieran interactuar con los efectos moduladores extrinsecos tales como medicamentos y
vacunas. Walker y col 2006 y McConville y col 2009 registraron diferencias significativas
con respecto al tamafio del parasito, fecundidad, y tiempo de patencia dependiendo del tipo
de aislado. Las diferentes especies de huéspedes y razas son conocidas por influir en el éxito
y la longevidad de la infeccion de F. hepatica, asi como el periodo pre-patente (Torgersony

Claxton, 1999; Dawes y Hughes, 1970).

Ciclo de vida

El parasito adulto se reproduce sexualmente en el huésped definitivo, produciendo
hasta 2,000-2,500 huevos al dia, los cuales son colocados en la vesicula biliar y excretados
con las heces del huésped. EI nimero esta relacionado con factores asociados al huésped o
del parasito (un solo animal puede eliminar de 2.0-3.5 millones de huevos por dia). La
receptividad del huésped varia con las especies, la carga parasitaria y el flujo de bilis. Los
animales silvestres también pueden actuar como reservorios, pero Ssu importancia
epidemioldgica no estd suficientemente aclarada. Existen variaciones estacionales en la
excrecion de huevos, con un aumento durante la primavera y el otofio. Independientemente
de estas variaciones debido a los animales infectados crénicamente (la duracion de la vida de

un parasito puede ser de 8-11 afios), los huevos se excretan todo el afio, la contaminacién de



los pastos es constante y las infecciones masivas son comunes en el ganado ovino (Rojo-
Véazquez y col 2012).

Los huevos eliminados completan su desarrollo fuera del huésped. Inmediatamente
después de la eclosidn, el miracidio se mueve activamente para penetrar un caracol adecuado
que servira como huésped, donde el parasito se multiplica asexualmente (esporocistos, redias
y cercarias). Las cercarias abandonan el caracol y nadan libremente hasta que se enquistan
formando las metacercarias. Estos son ingeridos por un huésped vertebrado y se desenquistan
en el intestino delgado, los trematodos juveniles penetran la pared del intestino, migran a
través de la cavidad peritoneal y se introducen a traves del parénquima hepatico hasta llegar
a los conductos biliares, donde alcanzan la madurez sexual (Rojo-Vazquez y col 2012).

La presencia de F. hepatica depende de varios factores que controlan la existencia de
los caracoles (huéspedes intermediarios), un ejemplo es la existencia de habitats adecuados
y condiciones ambientales favorables, principalmente humedad y temperatura. Para
desarrollarse, los huevos deben estar separados de la masa fecal y necesitan una temperatura
adecuada y humedad (Harris y Charleston, 1976). Bajo estas condiciones, dentro del huevo
una larva ciliada (miracidio) se desarrolla y eclosiona cuando la luz estimula la produccion
de una enzima proteolitica que debilita la union fotoactiva del opérculo de la cascara. La
actividad del miracidio y la hipertonicidad del interior del huevo, presiona al opérculo para
que se abra, permitiendo al miracidio salir al exterior.

En el laboratorio, a 26°C, el proceso se ha completado en 12 dias, aunque en
condiciones de campo requiere varias semanas (hasta 2 meses) a 10-12°C. Entonces, se
necesita un molusco, en los estimulos quimiotacticos de busqueda que involucra temperatura,
pH, oxigeno, salinidad, composicion ionica y turbidez del agua son factores decisivos (Rojo-

Véazquez y col 2012).



El principal huésped intermediario de F. hepatica es el caracol ampliamente distribuido
Lymnaea (Galba) truncatula, con una especificidad muy marcada. EI potencial bidtico de
estos moluscos es alta y 25,000 nuevos ejemplares pueden ser formados a partir de un unico
caracol en aproximadamente 12 semanas, si las condiciones ambientales son favorables.

Los caracoles adecuados permiten el desarrollo de larvas del trematodo. EI miracidio
penetra en el caracol y provee condiciones ambientales y nutricionales favorables para los
caracoles, se forman cercarias y en nimero son altamente variables y dependen del nimero
de miracidios que infectan a los caracoles, que van desde 10 hasta 4,000 cercarias (media:
100 cercarias/Lymnaea) (Rojo -Vazquez y Ferre-Pérez, 1999). Bajo condiciones naturales,
el desarrollo intramolusco generalmente dura de 8-10 semanas. No todas las poblaciones de
caracoles son capaces de sostener el desarrollo larvario completo de F. hepatica: mortalidad
del caracol, prevalencia de la infeccidn por el caracol y nUmero de cercarias emitidas son
muy variables de acuerdo a la ubicacion. Hay una periodicidad de 6-8 dias en cercarias
producidas, el nimero de cercarias alcanza un pico en la segunda oleada de emision y
posteriormente disminuye hasta la quinta oleada (Rojo-Vazquez y col 2012).

Las cercarias liberadas por los caracoles pierden su cola, se enquistan en las hierbas y
plantas acuaticas (alrededor del 10 % puede estar en agua), rodedndose las metacercarias por
una cubierta rugosa (Rojo-Vazquez y Ferre-Pérez, 1999). Estas metacercarias son muy
sensibles a las altas temperaturas y desecacion, pero pueden sobrevivir durante el invierno.

La infeccion de los animales se lleva a cabo durante el pastoreo, pero también es
probable que se produzca en el interior, a través de beber agua o heno y ensilaje mal
preparado. No todas las metacercarias ingeridas se implantan en el higado y muchas se
pierden en las heces o la migracion intraorganica, teniendo una media de implantacion del

25-60 % (media del 40 %) (Rojo-Vazquez y Ferré-Pérez, 1999). La infectividad de las
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metacercarias se ve influida por la temperatura ambiental durante el desarrollo intramolusco
y por las condiciones climéticas después del enquistamiento de las cercarias. La mayor
capacidad infectiva se produce cuando las temperaturas son de alrededor de 22 a 23°C (Rojo-
Vazquez y Ferré-Pérez, 1999). Las metacercarias pierden su cubierta en el intestino delgado
en un proceso que se inicia en el rumen por una alta concentracién de dioxido de carbono,
medio ambiente redox y una temperatura de 39°C; y después en el intestino delgado, cerca
del conducto biliar comin y se ve favorecida por la bilis y el propio parasito.

Después de la emergencia, los jovenes trematodos atraviesan la pared intestinal, pasan
a la cavidad abdominal y desde alli Ilegan al higado. Cerca de 4 dias después de la infeccion,
comienzan a perforar la capsula de Glisson. En esta fase, tienen una forma lanceolada y mide
de 1-2 mm; en menos de 2 meses migran por todo el parénquima hepético, estableciéndose
definitivamente en los conductos biliares desde los primeros 40 dias de la infeccion en
adelante, donde alcanzan la edad adulta. A los 55-56 dias después de la infeccion, los
primeros huevos aparecen en las heces de los huéspedes definitivos (Rojo-Vazquez y Ferre-
Pérez, 1999). Excepcionalmente, los trematodos inmaduros pueden cruzar el peritoneo
visceral o pasar a los vasos sanguineos y alcanzar otros érganos (pulmon, nédulos linfaticos

bajo la piel y del Gtero) (Rojo-Vazquez y Ferre-Pérez, 1999).

Hospederos intermediarios de Fasciola hepatica

Los moluscos desempefian un papel fundamental como hospederos intermediarios de

agentes causales de helmintiasis, de importancia en salud publica y veterinaria; en particular,

los caracoles de la familia Lymneidae se destacan por la transmision de Fasciola hepatica.



Clasificacion taxonomica. El Phylum Mollusca abarca especies que difieren en
organizacion y habitat; es el segundo en el reino animal, en cuanto al nimero de especies
(mas de 1000,000), siendo superado por el Phylum Arthropoda, y sobrepasa el doble a las
especies de los Vertebra. Los miembros del Phylum Mollusca en la actualidad incluyen seis
clases, una de ella es la clase Gasteropoda, a la cual pertenecen los moluscos que actlian
como hospederos intermediarios de trematodos (Digenea). La subclase Pulmonata se agrupa
en especies terrestres y algunos anfibios, principalmente. En el superorden Basommatophora

y suborden Limnophyla estan incluidas las especies de agua dulce y algunas marinas.

Ciclo de vida. El ciclo de vida de los diferentes limneidos es muy variable; depende
de la especie, las condiciones ambientales y el tipo de alimentacion. Algunos autores sefialan
que el tiempo minimo de desarrollo de los caracoles es de 21 a 25 dias a 30°C y pH 7.0-7.5,
presentan una estacionalidad marcada: primavera, verano y otofio; la vida media es de tres a

cuatro meses y ésta es independiente de la influencia de las condiciones ambientales.

Ecologia. Los factores fisicos que en conjunto influyen en la presencia de limneidos
en ciertos habitats son el agua, la luz, la temperatura y posiblemente el pH, y su efecto se da
de forma conjunta. Aungue los hospederos de Fasciola hepatica son caracoles anfibios, que
viven en el lodo a orillas del agua, hay especies como L. truncatula, que se encuentran en
aguas poco profundas, aireadas, pantanos, y praderas con agua.

En el periodo prolongado de estivacion disminuyen los procesos metabdélicos de los
caracoles, cesando su alimentacion; no suelen encontrarse en lugares oscuros ni con mucha
sombra, debido a la incapacidad de las microalgas (de las que se alimenta) para crecer en

estos sitios; la temperatura es el factor que rige la velocidad de desarrollo y el niUmero de

7



individuos en las poblaciones; asi en los meses de verano se multiplican extraordinariamente;
el frio actla indirectamente en el caracol al impedir el crecimiento de las microalgas en el
habitat. La temperatura a la que viven los caracoles oscila desde 10 y hasta 28°C;
temperaturas superiores a 20°C existia un incremento de la tasa de mortalidad de los

caracoles infestados (Cruz y col 2010).

Morfologia de Fasciola hepatica

El parasito adulto mide 2-3.5 cm de largo y 1 cm de ancho, en forma de hoja con el
extremo anterior conico seguido por los hombros. A pesar de ser parasitos que se encuentran
en el higado, de vez en cuando se encuentran en otros érganos, como son los pulmones, donde
se encuentran encapsulados (Rojo-Vazquez y col 2012). La ventosa oral es pequefia pero
potente y estad localizada en el extremo de una proyeccién en forma de cono en el extremo
anterior. Esta combinacién de un cono oral y hombros es un medio inmediato de
identificacion. El acetabulo es algo mayor que la ventosa oral y es bastante anterior, en torno
a la altura del hombro. El tegumento esta cubierto de espinas grandes, salientes y hacia atras,
semejantes a escamas (Roberts y Janovy, 2009). Los ceca intestinales son altamente
dendriticos (ramificado) y se extienden hasta cerca del extremo posterior del cuerpo. Los
testiculos son grandes y muy ramificado, dispuestos en tindem detras del ovario. El ovario
es pequefio y dendritico, se encuentra en el lado derecho, poco detras del acetabulo; el Gtero
es corto, enrollandose entre el ovario y la bolsa cirros preacetabular. Los foliculos vitelinos
son extensos, llenando la mayor parte del cuerpo lateral y confluyen detras de los testiculos.
Los huevos operculados miden de 130 a 150 pum de largo por 63 a 90 m de ancho (Roberts

y Janovy, 2009).



Huevos y miracidios

Los hospedadores infectados por F. hepatica eliminan huevos del parasito al ambiente.
Una fasciola adulta pone entre dos y cinco mil huevos al dia, desde la vesicula biliar, pasan
al intestino mezclados con la bilis y salen al exterior con las heces. Los huevos son
elipsoidales, operculados, de color amarillento y miden 130-150 x 63-90 yum. EI nimero de
huevos eliminados por los vermes depende de factores relacionados con el hospedador, como
se ha indicado, varia con la especie; también influyen las reinfecciones, la intensidad
parasitaria (efecto multitudinario) y duracién de la infeccion; y la actividad vesicular, que
depende de la ingesta. La eliminacion fecal de huevos no es constante. Existen variaciones
horarias y diarias poco importantes, sin embargo, son de interés las variaciones estacionales.
Se ha observado el aumento de la eliminacion durante la primavera y el otofio.
Independientemente de estas variaciones, se eliminan formas parasitarias al ambiente durante
todo el afio (Rojo y Ferre, 2000).

Los huevos en el momento de la puesta no estan segmentados y su evolucion requiere
su separacion de la masa fecal y condiciones termohigrométricas adecuadas. Los limites
térmicos que permiten su desarrollo oscilan entre 10 y 30°C, siendo ademas indispensable,
que esten recubiertos de una fina pelicula de agua. Si existen estas condiciones, en el interior
del huevo se desarrolla una larva, mévil gracias a su ectodermo ciliado y con dos
caracteristicas manchas oculares oscuras llamada miracidio. La eclosion del miracidio
depende de la luz. La banda de 650 nm del espectro estimula la produccién de una enzima
proteolitica fotoactiva de debilita la unién del opérculo con la cascara del huevo. La actividad
del miracidio y la hipertonia del medio interno del huevo presionan el opérculo que se abre

y permite su salida al exterior. A 26°C se completa el proceso en 12 dias, aunque en
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condiciones naturales se requieren varias semanas (hasta 2 meses) cuando la temperatura
oscila entre 10-12°C. La vida del miracidio depende de sus reservas energéticas, debiendo
encontrar un molusco hospedador adecuado antes de 24 horas. En la basqueda del
hospedador intermediario estdn implicados estimulos quimiotacticos e intervienen la
temperatura, el pH, el oxigeno disuelto, la composicidn i6nica, la salinidad y la turbidez del
agua, entre otros factores (Rojo y Ferre, 2000).

Los miracidios pierden los cilios cuando penetran en el molusco y se transforman en
esporocistos jovenes. Los esporocistos constituyen el primer estadio larvario de F. hepatica
dentro del hospedador intermediario y se encuentran en la region periesofagica del caracol.
A los 15 dias ya existe una generacion de redias —el segundo estadio larvario intramolusco-
diferenciadas de las masas germinales de células del esporocisto y que se alimenta de los
tejidos del hepatopancreas del limnea. Si las condiciones ambientales y nutritivas para los
caracoles son desfavorables puede formarse una segunda generacidn de redias, aunque lo
normal es que la primera generacion de redias dé lugar a las cercarias. EI nimero de cercarias
formadas en cada caracol es muy variable y no depende del nimero de miracidios que lo
infectaron. Se han observado emisiones desde 10 a 4,000 cercarias, siendo la media 100
cercarias por limnea. En condiciones naturales, el desarrollo intramolusco requiere,
generalmente, 8-10 semanas, ampliandose a 12 semanas si se afiade la formacion del
miracidio. Las cercarias emitidas por los caracoles se enquistan sobre hierbas y plantas
acuaticas, aunque aproximadamente un 10% lo pueden hacer también en el agua, pierden la
cola y se rodean de una cubierta resistente. Esta fase, que se denomina metacercaria, es la

forma infectante para los hospedadores definitivos (Rojo y Ferre, 2000).
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Catepsinas L

Fasciola hepatica secreta varias cisteinas o tiol proteasas durante su ciclo de vida en
los hospederos definitivos (Dalton y Heffernan 1989). Las catepsinas son las principales
enzimas proteoliticas secretadas por el estadio larvario infectivo para atravesar la pared
intestinal del hospedero (catepsinas B y L3), estadios migratorios para invadir tejido del
higado (catepsinas L1, L2, L3, L5y B), asi como parasitos adultos maduros que residen en
los conductos biliares (catepsinas L1, L2 y L5) para alimentarse de sangre del hospedero
(Kasny y col 2009, Robinson y col 2009, Morphew y col 2011, Stack y col 2011). También
se ha demostrado que las proteasas del parasito participan en la produccién de huevos y
evasion de la respuesta inmune (Dalton y col 2003, Smooker y col 2010, McVeigh y col
2012). Experimentos de vacunacién en animales de laboratorio y rumiantes, utilizando
moléculas purificadas nativas o recombinantes de catepsina L han demostrado inducir
respuestas protectoras (McManus y Dalton 2006, Kesik y col 2007, Kasny y col 2009, Pérez-
Ecija y col 2010, Golden y col 2010).

La seleccion de bibliotecas de DNA complementario (cDNA) de F. hepatica con
antisuero a esas proteinas (o seleccion con fragmentos de PCR) confirma que la catepsina L
es una proteina secretada de 326 aminoacidos, consta de 17 aminoacidos la secuencia sefial,
90 aminoécidos la secuencia de activacion y 219 aminoacidos la proteasa madura (Yamasaki
y Aoki, 1993; Heussler y Dobbelaere, 1994; Wijffels y col 1994a; Roche y col 1999; Dowd
y col 1994). La adolescaria de Fasciola hepatica secreta una cisteina proteasa homdloga en
secuencia con catepsina B, la cual puede jugar un papel en la invasién de tejido, renovacion

de glicocélix o desenquistamiento de metacercarias (Wilson y col 1998).
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No se han encontrado reducciones en la carga de parésitos adultos en ovinos
inmunizados con catepsina L usando el ACF, pero si hubo una reduccién significativa en el
namero de huevos en heces (69.4%), no existiendo una correlacion con los titulos de
anticuerpos contra catepsina L (Wijffels y col 1994b).

Se han utilizado varias dosis de FhCL1 en bovinos (10-500 pg). Administrando tres
inmunizaciones de FhCL1 -la primera con ACF y dos subsecuentes con adyuvante
incompleto de Freund (AIF)- se indujeron reducciones en la carga parasitaria entre 38.2 y
69.5% cuando se comparé con los controles (Dalton y col 1996). También se han encontrado
reducciones en la fecundidad del parasito, con una viabilidad de los huevos producidos de 40
a 65% (Dalton y col 1996). Otro ensayo confirmé una proteccion del 54% en bovinos
empleando una combinacion de FhCL1 y FhCL2 (Mulcahy y col 1998).

La hemoglobina de F. hepatica (FHb) utilizada en combinacion con FhCL1 o FhCL2
(200 pg de cada antigeno por inmunizacion) incremento la eficacia de las vacunas,
comparando con la FHb sola. La mejor formulacién de FhCL2-FHb produjo una reduccién
de la carga parasitaria del 72.4% en bovinos. Los huevos de F. hepatica mostraron una
viabilidad del 80% con preparaciones de catepsina L1-FHb, y del 0-7% para catepsina L2-
FHb (Dalton y col 1996). Los medios por los cuales las vacunas median ese efecto de anti-
fecundidad/anti-embrionacion no se han comprendido completamente, pero esto es posible a
través de un efecto directo de los anticuerpos sobre la catepsina L en las estructuras
reproductivas del parasito o mas probablemente un efecto indirecto en la sintesis de huevos
a través de la inhibicion en la adquisicion de nutrientes facilitada por las proteasas en el

intestino (Mulcahy y Dalton, 2001).
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Tecnologia de despliege en fagos (phage display)

Phage display es una poderosa herramienta para seleccionar péptidos y proteinas,
incluyendo anticuerpos, con alta afinidad y especificidad a casi cualquier blanco molecular
de interés (Smith, 1985; Winter y col 1994; Kay y Hoess, 1996). Una biblioteca de despliege
en fagos estd basada en colecciones de particulas de bacteri6fagos que expresan o
“despliegan” aleateoriamente secuencias de péptidos en su superficie, como producto de
fusion con una de las proteinas que cubren al fago (Smith y Scott, 1993). Desde 1990, la
escala y alcance de esta tecnologia ha evolucionado rapidamente y se ha usado ampliamente
en ciencias de la vida.

Los fagos filamentosos (género Inovirus) constituyen una gran familia de virus
bacterianos que infectan una variedad de bacterias gram negativas. La relativa simplicidad
de esos virus y la facilidad con la que pueden ser manipulados genéticamente los han hecho
fructiferos modelos para estudiar estructuras macromoleculares e interacciones (Sidhu,
2001).

El bacteri6fago M13 tiene un didametro de 6.5 nm y una longitud de 930 nm. La masa
molecular de la particula es aproximadamente de 16.3 MDa, de la cual 87% es proteina. El
genoma de la particula viral consiste en una cadena sencilla de DNA covalentemente cerrada
de cerca de 6,400 nucledtidos y 11 genes, que estan encapsulados en un cilindro de proteina
flexible. La particula esta formada por aproximadamente 2,700 copias de 50 aminoécidos de
la proteina principal, llamada proteina 8 (gen VIII, pVIII) que cubre la longitud del
bacteriéfago. En un extremo del fago, estan presentes 5 copias de 33 residuos, la proteina 7
(gen VII, pVII) y la proteina 9 (gen IX, pIX) con 32 residuos. El otro extremo contiene 5

copias, cada una de 406 residuos, la proteina 3 (gen 111, plll) y la proteina 6 (gen VI, pVI)
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con 112 residuos (Kehoe y Kay, 2005). El fago filamentoso no produce una infeccion litica
en E. coli, pero puede inducir un estado lisogénico en el cual la bacteria infectada produce y
secreta particulas de fago sin experimentar lisis.

La construccidn de bibliotecas de péptidos combinatorios es una importante aplicacién
de la tecnologia de phage display. Las bibliotecas de péptidos que expresan muchos millones
de secuencias de péptidos aleatoriamente en la superficie del bacteriéfago filamentoso fd y
M13, son usadas para definir sitios de union del ligando que son dificiles de identificar por

técnicas convencionales (Szardenings, 2003).

Aplicaciones de la tecnologia de bacteriéfagos en parasitologia

Las bibliotecas de péptidos aleatorios han sido usados exitosamente para la
identificacion de péptidos que mimetizan epitopos de antigenos como vacunas. Estos
mimotopos son capaces de mimetizar una region conservada de la proteina de adhesion de la
membrana apical del merozoito de Plasmodium vivax (Demangel y col 1996) y Plasmodium
yoelii (Narum y col 2006).

Para obtener péptidos que mimetizan epitopos de Trichinella spiralis y explorar su
inmunidad cruzada y capacidad protectora contra Schistosoma japonicum, utilizaron 19G
purificada de suero de ratones infectados con T. spiralis para seleccionar péptidos por
afinidad de una biblioteca combinatoria de 7 aminoacidos. Ratones Kunming fueron
inmunizados en tres ocasiones subcutaneamente, con una mezcla de fagos filamentosos.
Comparado con el grupo control, los indices de reduccion del parasito y huevos en higado

fueron 42.8 y 66.3% respectivamente (Zhou y col 2001).
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También se han seleccionado epitopos inmunoprotectores de Schistosoma japonicum
utilizando anticuerpos (IgG) purificados de suero de ratas. Los ratones Kunming fueron
inmunizados con dos de estas clonas, en tres ocasiones (semana 0, 2 y 4). Comparado con el
grupo control, la mezcla de estos dos péptidos induce una reduccion de paréasitos del 34.9%,
y de huevos en higado del 67.6%. Asimismo, dos diferentes péptidos inducen una reduccion
parasitaria del 31.0 y 14.5%, y una reduccion en la produccion total de huevos en higado del
61.2 y 35.7%, respectivamente (Wang y col 2003).

Se han aislado e identificado epitopos antigénicos de ferritina de Schistosoma
japonicum, utilizando suero policlonal de raton contra ferritina recombinante para
seleccionar péptidos de una biblioteca combinatoria de 12 aminoacidos. Inmunizando ratones
Kumming hembras de 4 semanas de edad subcutaneamente, con 1 x 10%? particulas de fago
en tres ocasiones; se obtuvieron reducciones significativas del parasito adulto, para tres
péptidos seleccionados (26.7, 20.4 y 25.9%), asi como huevos por gramo de higado (40.0,
38.2 y 40.8%) respectivamente (Tang y col 2004).

Las metaloproteasas son importantes para la invasion e inmunoevasion de Schistosoma.
Tang y col (2005), aislaron y caracterizaron péptidos que mimetizan epitopos de
metaloproteasas para explorar su proteccién inmunolégica contra Schistosoma japonicum,
utilizando un anticuerpo policlonal de conejo anti-metaloproteasa. Algunos ratones Kunming
hembras fueron inyectados subcutaneamente con 1 x 10? particulas de fago, en tres
ocasiones. Solamente dos clonas indujeron una reduccion significativa de la carga parasitaria
(31 y 31.8%) y una alta reduccion en el numero de huevos por gramo de higado (52.6 y

54.9%).
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Wu y col (2006), utilizaron suero de conejo Nueva Zelanda inmunizado con una
proteina recombinante Sj338 de una biblioteca de cDNA en Schistosoma japonicum, para
seleccionar epitopos protectores de una biblioteca combinatoria que expresa 12 aminoacidos.
Experimentos de vacunacién utilizando ratones BALB/c hembras de 6 semanas de edad
inmunizados en tres ocasiones intraperitonealmente con cuatro clonas diferentes y un
conjunto de estas con 1 x 102 6 4 x 10'? unidades formadoras de colonias (ufc)
respectivamente, sin adyuvantes; las cuatro clonas individuales mostraron reducciones de la
carga parasitaria (11.6 - 25.1%) y el grupo de cuatro clonas (34.2%) en comparacion con el
grupo control.

Proteinas del estado larvario de garrapatas (Rhipicephalus microplus) fueron utilizadas
para inmunizar pollos y obtener suero hiperinmune para ser empleado en la seleccién de
mimotopos de una biblioteca combinatoria que expone aleatoriamente 12 aminoacidos en
cada uno de sus filamentos. Los mimotopos seleccionados fueron utilizados para vacunar
ratones y becerros. Estos péptidos generaron anticuerpos especificos en ratones y altos
niveles de anticuerpos que reconocen proteinas de las garrapatas. En becerros la respuesta
inmune induce cambios especificos en la fisiologia de la teleogina, principalmente un posible
evento hemorragico en el tracto gastrointestinal y reproductivo (Prudencio y col 2010).
Bishop-Hurley y col (2010), utilizaron mimotopos de huevos de garrapatas (Rhipicephalus
microplus) para detectar blancos desconocidos en la superficie celular del ectoparasito con
fines de vacunacion o quimioterapia.

Aunque la infeccion de caprinos es menor que la fasciolosis ovina o bovina, las cabras
son muy sensibles a las infecciones naturales y experimentales (Zafra y col 2009). Ademas,
una alta prevalencia de fasciolosis caprina ha sido reportada en México (43.0 %), Turquia

(41.2 %), Pakistan (40.1 %) y Argentina (32.9 y 84.0 %) (Munguia-Xochihua y col 2007;
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Guly Aydin, 2008; Issiay col 2009; Khan'y col 2010; Cuervo y col 2012). Existen numerosos
trabajos sobre el uso de moléculas purificadas nativas 0 moléculas recombinantes de F.
hepatica incluyendo catepsinas L que inducen una respuesta protectora en animales de
laboratorio y rumiantes (Hillyer, 2005; McManus y Dalton, 2006; Kasny y col 2009). Asi
mismo, ensayos con vacunas experimentales utilizando catepsina L1 recombinante han
demostrado que esta molécula puede inducir reducciones de la carga parasitaria en ratas (78-
80 %), bovinos (48.2%) y cabras (38.7 y 39.13 %) (Kesik y col 2007; Golden y col 2010;
Pérez-Ecija y col 2010; Buffoni y col 2012). El triclabendazol es el farmaco més eficaz para
el tratamiento de fasciolosis, que sélo proporciona control provisional de la enfermedad, ya
que el ganado vacuno y las ovejas se vuelven a infectar facilmente. Resistencia contra
triclabendazol se ha reportado ampliamente en animales domésticos (Boray y col 1983;
Fairweather, 2011; Hanna y col 2013; Ortiz y col 2013). Por otra parte, la quimioterapia
también es costosa y perjudicial para el ambiente. Otras estrategias de control basadas en la
vacunacidn deben ser desarrolladas para reducir la prevalencia de la fascioliasis en rumiantes,

pero también para reducir el riesgo de transmision a los seres humanos.

17



HIPOTESIS

La vacunacion de cabras con bacteriéfagos y desafiadas con metacercarias de Fasciola

hepatica reduce la produccién y desarrollo de huevos del trematodo.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la vacunacion de caprinos con fagos filamentosos y desafiadas

con metacercarias de Fasciola hepatica sobre la produccion y desarrollo de huevos del

parésito.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cuantificar el nimero de huevos de F. hepatica en caprinos vacunados con mimotopos

de catepsina L.

Observar y determinar el estado de desarrollo de los huevos del paréasito recuperados

de la vesicula biliar.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion de higados y vesicula biliar

Las muestras bioldgicas de cabras infectadas con Fasciola hepatica fueron obtenidos
de trabajos previos (Villa-Mancera y col 2014). Previamente, 24 cabras de seis meses de edad
fueron estabuladas en corrales. Los animales mostraron estar libres de la infeccion por
analisis de heces y anticuerpos en suero por ELISA (utilizando como antigeno productos de
excrecion-secrecion de Fasciola hepatica). Las 24 cabras fueron agrupadas en cuatro grupos
de seis, de acuerdo a su peso. Los grupos 1-3 recibieron 1x10* particulas de fagos con la
secuencia PPIRNGK (catepsina L2), DPWWLKQ (catepsina L1) y SGTFLFS (catepsina L1)
con 1mg/ml del adyuvante Quil A (Accurate Chemical & Scientific Corp., Westbury, NY),
respectivamente. El grupo 4 (control) recibio PBS estéril. Cada animal recibio la primera
inyeccidn por via subcutanea en la semana 0. Una segunda inyeccion fue administrada en la
semana 4. Las metacercarias de F. hepatica fueron liberadas de caracoles Lymnaea cubensis.
Las capsulas de gelatina conteniendo las metacercarias (menos de 2 meses de edad) fueron
administradas per os a cada animal con unas pinzas esofagicas. Cada caprino recibid
oralmente 200 metacercarias en capsulas de gelatina, 14 dias después de la segunda
inmunizacién (semana 6). El sacrificio de todos los animales vacunados y desafiados se
realizé en la semana 22 posterior a la primera inmunizacion; el higado y vesicula biliar fueron

removidos y los parésitos recuperados.
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Viabilidad de huevos

Los huevos colectados de la vesicular biliar fueron lavados con agua libre de cloro e
incubados en oscuridad a 22°C y observados diariamente por 14 dias (Villa-Mancera y col
2015). Los huevos fueron expuestos a un foco de 100W por 15 minutos para estimular la
eclosion de los miracidios y se examinaron posteriormente en un estereomicroscopio (Zeiss

Stemi DV4) para observar el grado de desarrollo.

Clasificacion del estado de desarrollo

El desarrollo y eclosion de los huevos de F. hepatica fueron divididos en 6 distintos
estados: muerto, vacio, sin embrionar, division celular, mancha ocular y eclosionado, de
acuerdo a Fairweather y col 2012. Los estados y descripcion son mostrados en la Figura 1

(A-F).

Analisis estadistico

Se realizé un disefio experimental completamente aleatorio, donde cada cabra fue la
unidad experimental. EI nGmero de huevos por gramo de heces para los diferentes grupos
fueron analizados por medio de la prueba no paramétrica Kruskall-Wallis. Para los datos
obtenidos de cada observacion y estado de desarrollo fueron analizados utilizando la prueba
no paramétrica Mann-Whitney U empleando el programa IBM SPSS 20 para Windows

(SPSS Inc., Chicago, USA), considerandose P < 0.05 como significativa.
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Muerto. Los huevos se presentan en color mas
oscuro que los otros estados de desarrollo y no

eclosionan.

Vacio. Los huevos estan sin cascara y sin
contenido. La produccion de un pequefio nimero de
huevos vacios ocurre normalmente,

independientemente del tratamiento de los paréasitos.

Sin embrionar o sin desarrollo. Los huevos
contienen una masa de células (ovocitos y células del
vitelo) que no han comenzado a dividirse y
desarrollarse.

Division celular. El estado de division celular se
alcanza después de 7 a 8 dias de incubacion a 25°C.
Las células embrionarias se han dividido y crecen a
expensas de las células vitelinas y pueden estar
moviéndose u observarse pulsaciones dentro del
huevo. Siendo la etapa temprana en el desarrollo de
tejido diferenciado del miracidio.
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Mancha ocular. En este estado, la mancha
ocular aparece después de 11 a 12 dias de incubacién;
el miracidio esta casi completamente formado y la
mancha ocular es visible como un punto negro. Los
sacos germinales pueden verse posterior a la mancha
ocular dentro del miracidio. Un amortiguador viscoso

se forma en un extremo del huevo, debajo del opérculo.

Eclosionando. El huevo eclosionado es el estado
final de desarrollo. Durante la eclosion, el miracidio

emerge del huevo.

Eclosionado. El miracidio deja atras la cascara

del huevo vacio con el opérculo abierto.

Figura 1. Microfotografias de los diferentes estados de desarrollo del huevo

de Fasciola hepatica.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Produccion de huevos

Se colectaron muestras de heces de cabras inmunizadas con mimotopos de catepsina
L1y L2 para su analisis coproparasitoscépico en la semana del sacrificio (semana 22). El
grupo 4 (control) presento el mayor promedio en el nimero de huevos por gramo de heces
en la semana 22 (134 + 23.87); mientras que el grupo 2 de cabras inmunizadas con catepsina
L1y Quil A, obtuvo el menor promedio (31.67 + 19.21) de los tres grupos de animales
vacunados (Figura 2). Para el grupo 1y 3, el promedio de huevos por gramo de heces fue de
89.00 + 12.12 y 61.33 + 18.21. El andlisis de la produccion de huevos de F. hepatica por
gramo de heces muestra una reduccion significativa para los tres grupos de animales
inmunizados (1-3) del 33.58%, 76.67% y 54.23% (P < 0.05), comparado con el grupo control.

Estudios previos, realizados en nuestro laboratorio han demostrado una reduccion en
la produccion de huevos significativa en ovinos inmunizados con mimotopos de catepsina
L1 (sin adyuvante), resultados similares fueron obtenidos en este estudio para el grupo de
cabras inmunizadas con clonas de catepsina L1 y el adyuvante Quil A (54.23% vs 45.55%).
También, en este estudio se obtuvieron resultados diferentes para cabras vacunadas con
mimotopos de catepsina L de 7 a.a. del grupo 1y 2 (33.58% y 76.67%) y los observados en
ovinos inmunizados con bacteriéfagos con una secuencia de 12 a.a. en la plll.

Villa-Mancera y col., 2014, inmunizaron cabras con mimotopos de catepsina L1 con el
adyuvante Quil A, observando reducciones significativas en la produccion de huevos del
67.53% y 57.09% en la semana 18 y 20 posterior a la primera inmunizacion, cuando se

compard con el grupo control. Asi mismo, en este experimento, en la semana 22 posterior a
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la primera vacunacion con mimotopos de catepsina L1 y el adyuvante Quil A, la reduccion
en la produccién de huevos por gramo de heces en el grupo 2 y 3 (76.67% y 54.23%) fueron
similares a los obtenidos anteriormente. Reportes sobre el uso de moléculas nativas o
recombinantes con Quil A no reducen significativamente la produccion de huevos (Mendes

y col 2010a, b; Buffoni y col 2010, 2012; Pérez-Ecija y col 2010; Zafra y col 2010).

170 -
160 ~
150 ~
140 ~
130 A
120 ~
110 A

,_.
[ww]
o
1
_

90 A

70 A
60 A
50 A

40 ~ I
30 A

20 A
10 A

Huevos por gramo de heces

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Figura 2. Promedio del nimero de huevos por gramo de heces de cabras inmunizadas
contra F. hepatica con clonas de fagos filamentosos de catepsina L1 y L2. * Diferencias
significativas frente al grupo control (P < 0.05) en la semana 22 posterior a la primera

inmunizacion.
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La inmunizacidn de borregos con las clonas de fagos filamentosos inducen niveles de
proteccion de 47.61 y 33.91%; asi como una reduccion en el nimero de huevos en heces de
25.85 a 45.55% en animales vacunados con los bacteriofagos (Villa-Mancera y col 2008).
Por otro lado, la vacunacién en borregos con catepsina L nativa, reduce 69.7% el nimero de
huevos en heces, sin tener un efecto sobre la carga parasitaria (Wijffels y col 1994b). La
inmunizacion de ovinos con catepsina L1 6 L2 nativa contra el trematodo indujo niveles de
proteccion de 33 y 34% en la carga parasitaria, asi como una reduccién en el nimero de
huevos producidos de 71% y 81% respectivamente; mientras que la administracion en
combinacion de catepsina L1 y L2 indujo una reduccion del 60% de la carga parasitaria
(Piacenza y col 1999).

Las cisteinas o tiol proteasas son secretadas por todos los estados de Fasciola hepatica
que existen en los huéspedes mamiferos (Dalton y Heffernan, 1989; Carmona y col 1993).
Los principales componentes de esas secreciones son las catepsinas L, dos de las cuales,
Ilamadas catepsina L1 (27 kDa, FhCL1) y catepsina L2 (29.5 kDa, FhCL2), han sido aisladas
de productos de E/S del parasito (Smithy col 1993; Dowd y col 1994). Estas enzimas exhiben
una identidad en aminodacidos del 77% y son homologas a las catepsinas L lisosomales de
mamiferos; compartiendo similitudes en sus secuencias de aproximadamente 45% con los
homologos de mamiferos (Tort y col 1999).

Posterior a la ingestion de sangre del huésped vy tejido del higado se lleva a cabo la
digestion por las catepsinas L, las cuales son secretadas al lumen del intestino del parésito.
Los productos de la descomposicion de esta endoproteolisis son entonces absorbidos por
células epiteliales donde sufren ademéas una degradacion por dipeptidil peptidasa y
aminopeptidasa, hasta aminodcidos que son usados en el anabolismo de proteinas del

parasito, o en el caso de adultos, en la produccion de huevos (Tort y col 1999). Por
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inmunohistoquimica se ha demostrado la presencia de catepsina L en los oocitos, asi como
en las glandulas de Mehlis y glandulas vitelinas de F. hepatica (Wijffels y col 1994b).

Se ha demostrado que las catepsinas L del parasito pueden eficazmente romper
proteinas de la matriz intersticial como fibronectina, laminina y colagena nativa (Berasain y
col 1997). También se ha demostrado que las catepsinas L pueden escindir las
inmunoglobulinas, en la regién bisagra (separando la Fab de la region Fc) y evitando la union
mediada por anticuerpos de los eosindfilos a la superficie del parasito y por lo tanto ayuda
en proteger a F. hepatica de un ataque inmune (Carmona y col 1993; Smith y col 1993;

Berasain y col 1997).

Estado de desarrollo del huevo de Fasciola hepatica

Cuatro grupos de seis cabras fueron utilizadas para determinar el desarrollo de los
huevos de Fasciola hepatica, tres grupos (1-3) fueron inmunizados con mimotopos de
catepsina L1 y L2 para determinar 22 semanas después del inicio del experimento, el grado
de desarrollo de los huevos producidos e incubados del parasito

Para este estudio, el grupo de huevos sin embrionacion incluyo los estados de
desarrollo: muertos, vacios y sin embrionar. Y los tres estados de desarrollo: division celular,
mancha ocular y eclosionado como otro grupo diferente. Por lo que fue relevante determinar
qué porcentaje del estado de desarrollo de division celular pueden diferenciarse y terminar
completamente formando el miracidio.

El grupo 3 presentd el menor porcentaje de huevos muertos; mientras que el grupo 1,
mostré el mayor porcentaje de huevos muertos (Figura 3). Diferencias significativas fueron
observadas en el grupo 1 frente al grupo control (P < 0.05). Los animales del grupo 4
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mostraron el menor porcentaje de huevos vacios; asi mismo, el grupo 2 present6 el mayor
porcentaje de huevos vacios. Se observaron diferencias significativas para los grupos 1-3
cuando se les comparo con el grupo 4 (control, (P < 0.05). Las cabras del grupo 1 presentd
el menor porcentaje de huevos sin embrionar; ademas el grupo 3, mostré el mayor porcentaje
de huevos sin embrionar. Diferencias significativas (P < 0.05) fueron observadas entre los
grupos de cabras inmunizadas (1-3) y el grupo de animales infectados con metacercarias de

F. hepatica.

EMuerto BVacio ESinembrionar B Division celular ®Mancha ocular D Eclosion B Eclosionado

6.1+ 3.1% 74 9.2* 204% 6.7% 38.0
Grupo 1

53 12.3% 24.6% 333+ 53* 18 17.5%
Grupo 2

0.0%

38 19 30.8* 46.2% 11.5% 5.8%
Grupo 3

52 17 19.0 19.0 17.2 17 36.2
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Estado de desarrollo

Figura 3. Porcentaje de los diferentes estados de desarrollo del huevo de Fasciola
hepatica de cabras previamente vacunadas con bacteriéfagos filamentosos y desafiadas con

metacercarias del parasito. * Diferencias significativas (P < 0.05) frente al grupo 4 (control).
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El grupo 1 presento el menor porcentaje de huevos con division celular; asi mismo, el
grupo 3 mostré el mayor porcentaje de huevos con divisién celular. Diferencias significativas
fueron observadas en los grupos 1-3 frente al grupo control (P < 0.05). Las cabras del grupo
2 mostraron el menor porcentaje de huevos con mancha ocular; ademas el grupo 1 present6
el mayor porcentaje de huevos con mancha ocular. Se observaron diferencias significativas
para los grupos 1-3 cuando se les comparo con el grupo 4 (control, (P < 0.05). Los animales
del grupo 3 presentd el menor porcentaje de huevos eclosionando; mientras que el grupo 1
mostré el mayor porcentaje de huevos eclosionando. Diferencias significativas fueron
observadas entre los grupos de animales inmunizados (1 y 3) y el grupo de animales
infectados con metacercarias del trematodo (P < 0.05). El grupo 3 mostré el menor porcentaje
de huevos eclosionados; asi mismo, el grupo 1 presentd el mayor porcentaje de huevos
eclosionados. Diferencias significativas (P < 0.05) fueron observadas entre los grupos de
animales vacunados (2 y 3) y el grupo de animales infectados con metacercarias del parasito.

Tomando como referencia el grupo control, las cabras vacunadas con mimotopos de
catepsina L2 del grupo 1, se vieron afectados significativamente 6 de 7 estados de desarrollo
(excepto huevos eclosionados). Para el grupo 1 se observé una reduccion significativa en los
porcentajes de huevos sin embrionar (muerto, vacio y sin embrionar) en comparacion con el
grupo control. Asi mismo, para el grupo 1y 3, para los huevos embrionados (huevos que
alcanzan la divisidn celular); siendo el grupo 1, el que alcanza el mayor porcentaje de huevos
eclosionados (38.0%). En el grupo 3, el porcentaje de huevos que llegan a la divisidn celular
fue del 46.2%, este valor se reduce en el estado de desarrollo donde se observan huevos con
mancha ocular (11.5%). Por el contrario, en el grupo 1, el porcentaje de huevos con divisién
celular (9.2%), aumenta a 29.4% con mancha ocular. Sin embargo, el grupo control presentd

un porcentaje similar entre el estado de desarrollo de division celular y mancha ocular (19.0
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y 17.2%). De los tres grupos de cabras inmunizadas, para el grupo 3 el porcentaje de huevos
embrionados (57.7%) se bloquearon y el nimero de huevos eclosionando y eclosionados se
reduce hasta 5.8%.

Existe evidencia morfolégica que indica la accién de anticuerpos anti-catepsina en
bloguear la actividad de la enzima y su efecto sobre el desarrollo de los miracidios y la
produccion de huevos a través de la inhibicion en la adquisicion de nutrientes facilitada por
las proteasas en el intestino del parasito; por otro lado, se ha demostrado la presencia de
catepsina L en los oocitos, asi como en las glandulas de Mehlis y glandulas vitelinas de F.
hepatica (Wijffels y col 1994a; Tort y col 1999; Mulcahy y Dalton, 2001)

En conclusion, las cabras vacunadas con mimotopos de catepsina L1y L2 inducen una
reduccion en la produccion de huevos del trematodo, asi como un aumento en el nimero de
huevos sin embrionar y por lo tanto una disminucién de miracidios que lleguen a eclosionar

y contribuir en la transmisidn e incidencia de Fasciola hepatica.
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