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ARTICULO ORIGINAL

Proteccion, funcion hepatica y respuesta inmune humoral de ovinos vacunados con
mimotopos de catepsina L1 y L2 infectados experimentalmente con Fasciola hepatica

Protection, liver function and humoral immune response in sheep vaccinated with mimotopes of
cathepsin L1 and L2 experimentally infected with Fasciola hepatica
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SUMMARY

Protection, liver function and humoral immune response were assessed in sheep vaccinated with mimotopes of cathepsin L1 and/or L2 and challenged
with Fasciola hepatica metacercariae. Twenty sheep were randomly allocated in four groups of five animals each, for immunization with 1 x 10'* phage
particles of cathepsin L1 (YVYRWVEAECVA), cathepsin L2 (YVYEGRSRVRRP), cathepsin L1/L2 (YVYRWVEAECVA and YVYEGRSRVRRP)
and phosphate buffered saline (PBS, control group), without adjuvant at weeks 0 and 2. All groups were challenged with 300 metacercariae at week
6 and slaughtered at week 22. Sheep vaccinated with cathepsin L1 mimotopes had a reduction in fluke burden of 50.11% when compared to control
group, whereas animals vaccinated with cathepsin L2 and L1/L.2 the reduction was 35.82% and 13.85% respectively. This difference was not significant.
Animals receiving cathepsin L2 and L1/L.2 showed a significant reduction in eggs output. The sheep vaccinated with phage clones produced significantly
higher titres of IgG antibodies than the sheep in the control group. No significant differences in serum glucose, levels of GLDH and GGT were observed
between the control group and the vaccinated sheep.

Key words: Fasciola hepatica, sheep, phage display vaccine, cathepsin L.

RESUMEN

Proteccion, funcion hepdtica y respuesta immune humoral fueron evaluadas en ovinos vacunados con mimotopos de catepsina L1 y/o L2 y desafiados
con metacercarias de Fasciola hepatica. Veinte ovinos fueron asignados al azar en cuatro grupos de cinco animales cada uno, para ser inmunizados
con 1 x 10" particulas de fagos de catepsina L1 (YVYRWVEAECVA), catepsina L2 (YVYEGRSRVRRP), catepsina L1/L2 (YVYRWVEAECVA y
YVYEGRSRVRRP) y amortiguador de fosfato salino (PBS, grupo control), sin adyuvante en las semanas 0 y 2. Todos los grupos fueron desafiados con
300 metacercarias en la semana 6 y sacrificados en la semana 22. La vacunacién de ovinos con mimotopos de catepsina L1, indujo una reduccién de
la carga parasitaria de 50,11% en comparacién con el grupo control, mientras que los animales vacunados con catepsina L2 y L1/L2 fue de 35,82% y
13,85% respectivamente; esta diferencia no fue significativa. Los animales que recibieron catepsina L2 y L1/L.2 mostraron una reduccion significativa
en la produccién de huevos. Los ovinos vacunados con clonas de fagos producen titulos de anticuerpos IgG significativamente mds altos que el grupo
control. No hubo diferencias significativas en glucosa sérica, niveles de GLDH y GGT entre el grupo control y ovinos vacunados.

Palabras clave: Fasciola hepatica, ovinos, vacunacion con fagos filamentosos, catepsina L.

INTRODUCCION

La enfermedad parasitaria conocida como fasciolo-
sis o distomatosis hepdtica es causada por el trematodo
Fasciola hepatica en varias especies de mamiferos. En
humanos, més de 90 millones de personas estin en riesgo
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de infeccién y entre 2,4-17 millones de individuos es-
tdn infectados con F. hepatica a nivel mundial (Keiser y
Utzinger 2009). Esta enfermedad ha emergido como un
importante patégeno en seres humanos en paises como
Bolivia, Perd, Ecuador, Egipto e Irdn (O’Neill y col 1998,
Rokni y col 2002, Mas-Coma y col 2005). Los hospede-
ros mds comunes de este helminto son los ovinos y los
bovinos siendo una de las parasitosis mas importantes en
regiones templadas y tropicales en todo el mundo (Behn
y Sangster 1999). La fasciolosis es una enfermedad para-
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sitaria de gran impacto econémico, estimandose pérdidas
por mas de 3 mil millones de délares por afio (Spithill y
col 1999).

El triclabendazol es la droga mas efectiva contra es-
tadios juveniles y maduros del pardsito, se ha reportado
ampliamente resistencia del helminto a este fasciolicida
(Boray y col 1983, Fairweather 2009, Hanna y col 2013,
Ortiz y col 2013). Otras medidas de control, particular-
mente vacunacion, son necesarias para reducir la preva-
lencia de F. hepatica en animales domésticos, asi como
el riesgo zoondtico.

Fasciola hepatica secreta varias cisteinas o tiol pro-
teasas durante su ciclo de vida en los hospederos defini-
tivos (Dalton y Heffernan 1989). Las catepsinas son las
principales enzimas proteoliticas secretadas por el esta-
dio larvario infectivo para atravesar la pared intestinal
del hospedero (catepsinas B y L3), estadios migratorios
para invadir tejido del higado (catepsinas L1, L2, L3, L5
y 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
pardsito participan en la produccién de huevos y evasién
de la respuesta inmune (Dalton y col 2003, Smooker y
col 2010, McVeigh y col 2012).

Experimentos de vacunacién en animales de laborato-
rio y rumiantes, utilizando moléculas purificadas nativas
o recombinantes de catepsina L han demostrado inducir
respuestas protectoras (McManus y Dalton 2006, Kesik y
col 2007, Kasn y col 2009, Pérez-Ecija y col 2009, Gol-
den y col 2010).

La tecnologia de despliege en fagos o phage display
es una herramienta util para identificar péptidos que mi-
metizan epitopos de antigenos (mimotopos) (Devlin y col
1990, Sidhu y Koide 2007). Las bibliotecas de péptidos
aleatorios han sido usadas exitosamante en el desarrollo
de vacunas contra Plasmodium vivax (Demangel y col
1996), Plasmodium yoelii (Narum y col 20006), Schisto-
soma japonicum (Wu y col 2006), Taenia solium (Guo
y col 2010, Gazarian y col 2012), Rhipicephalus micro-
plus (Prudencio y col 2010) y Fasciola hepatica (Villa-
Mancera y col 2008, Villa-Mancera y Méndez-Mendoza
2012). El objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de la vacunacién de ovinos con mimotopos de ca-
tepsina L1 y L2 contra Fasciola hepatica sobre la carga
parasitaria, produccién de huevos, funcién hepatica y
respuesta inmune humoral.

MATERIAL Y METODOS

SELECCION DE PEPTIDOS DE UNA BIBLIOTECA DE
DESPLIEGE EN FAGOS (PHAGE DISPLAY)

Las clonas de fagos filamentosos fueron obtenidas
como se ha descrito previamente (Villa-Mancera y col
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2008). Los pozos de una placa de ELISA (Nunc-Immuno
Plate F96, Cert, Maxisorp), fueron cubiertos con 150 pg/
mL de IgG anti-catepsina purificadas de conejo en 100 ul
de amortiguador de fosfato salino (PBS), pH 7,3, y cu-
bierta en un contenedor himedo para evitar evaporacion e
incubada toda la noche en agitacién a 4°C. Posteriormen-
te los pozos fueron bloqueados con 300 pl de amortigua-
dor de bloqueo (PBS conteniendo albumina sérica bovina
[BSA] al 1%) durante 1 hora a4 °C. Después de lavar seis
veces con 200 ul de PBS-T (PBS conteniendo Tween-20
al 1%), se anadieron 1,0 x 10" particulas de fagos de una
biblioteca combinatoria (M13) que expone aleatoriamen-
te péptidos de 12 aminodcidos en la regiéon N-terminal fu-
sionado con la proteina III (New England Biolabs, USA),
en 100 ul de PBS-T, incubdndose por 1 hora a temperatura
ambiente en agitacion. Los fagos que no se unieron fueron
removidos lavando con 200 ul de PBS-T al 0,1% por 10
ocasiones. Los fagos que se unieron fueron incubados con
100 ul de glicina-HC1 0,2 M, pH 2,2 por 10 minutos a
temperatura ambiente y neutralizados con Tris-HCI 1M,
pH 9,0. Una pequeia fraccién fue usada para titulacion,
el resto fue utilizado para infectar células de la cepa de E.
coli ER2738 (New England Biolabs, USA) para la ampli-
ficacion del fago. Se llevaron a cabo otras tres rondas de
seleccion por afinidad, el primero utilizando 150 ug/mL
de IgG purificada y por ultimo utilizando 75,0 y 37,5 pg/
mL de IgG anti-catepsina purificada. Los fagos eluidos
fueron adicionados a la cepa de E. coli ER2738 en el me-
dio de cultivo 2XYT, por 4,5 horas a 37 °C en agitacion
constante y sembradas en una caja de Petri con agar LB y
Xgal-IPTG. Las cajas Petri se incubaron toda la noche a
37 °C y posteriormente 36 clonas fueron picadas al azar,
cada clona seleccionada fue amplificada, purificada y titu-
lada para ser secuenciada.

PROTOCOLO DE VACUNACION

Veinte ovinos pelibuey de un afio de edad fueron ad-
quiridos del Centro de Ensefianza, Prictica e Investiga-
cién en Produccién y Salud Animal de la Universidad
Nacional Auténoma de México, y mostraron estar libres
de la infeccién por andlisis de heces (deteccidn de huevos
por la técnica de sedimentacion) y anticuerpos contra los
productos de excresion secrecion (E/S) de F. hepatica en
suero por ELISA (Villa-Mancera y col 2008). Los 20 ovi-
nos fueron distribuidos al azar en 4 grupos de 5 animales.
El grupo 1 (n=5) fue vacunado con 1 x 10" particulas de
fagos de catepsina L1 (YVYRWVEAECVA), el grupo 2
(n=15) recibi6 1 x10™ particulas de fagos de catepsina L2
(YVYEGRSRVRRP), el grupo 3 (n = 5) fue inmunizado
con 1 x 10" particulas de fagos de catepsina L1 y L2
(YVYRWVEAECVA y YVYEGRSRVRRP), y el grupo
4 (n = 5) control recibié PBS estéril. Cada animal reci-
bi6 la primera inyeccidn por via subcutanea y sin ningin
adyuvante en la semana 0. Una segunda inyeccién fue
administrada a los 28 dias (semana 4).
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TOMA DE MUESTRAS DE SANGRE

Se colectd sangre completa en tubos vacutainer y sin
anticoagulante de la vena yugular de cada ovino, ésta fue
centrifugada a 2.000 rpm a 4 °C por 10 minutos y guarda-
da a —20 °C hasta su uso. Las muestras fueron obtenidas
cada 2 semanas desde la semana 0 y hasta el fin del expe-
rimento (semana 22).

CONTEO DE HUEVOS EN HECES

Las muestras de heces fueron colectadas semanalmente
del recto de los animales inmunizados y del grupo control.
Cinco gramos de cada muestra de heces fue procesada por
la técnica de sedimentacién como es descrita por Sexton y
col (1990). Los huevos de F. hepatica fueron expresados
como el nimero de huevos por gramo de heces (hpg).

DESAFIO CON PARASITOS

Las cercarias de F. hepatica fueron liberadas de caraco-
les Lymnaea cubensis y guardadas a 4 °C. Las capsulas de
gelatina conteniendo las metacercarias (menos de 2 meses
de edad) fueron administradas per os a cada animal con unas
pinzas esofédgicas. Cada ovino recibié 300 metacercarias 14
dias después de la segunda inmunizacién (semana 6).

MEDICION DE LA PROTECCION

Todos los ovinos fueron sacrificados en la semana 22
posterior a la primera inmunizacién. En la necropsia, las
vesiculas biliares fueron abiertas en bisqueda de helmin-
tos, los conductos biliares del higado fueron cortados y
los trematodos retirados con pinza roma. El higado se
cort6 en trozos pequeflos para la recoleccion de los pa-
rasitos restantes.

ACTIVIDAD ENZIMATICA Y GLUCOSA SERICA

Glutamato deshidrogenasa (GDH, indicativo de dafio
a parénquima hepatico), gamma glutamil transferasa
(GGT, indicativo de dafio a conductos biliares) y glucosa
fueron determinadas utilizando kits comerciales (Randox
Laboratories Ltd, Antrim, UK; Genzyme Diagnostics,
Cambridge, MA, USA), en un analizador de quimica Vi-
talab Selectra Junior (Vital Scientific, The Netherlands).

RESPUESTA INMUNE HUMORAL INDUCIDA POR
MIMOTOPOS ANTI-CATEPSINAL1Y L2

Los pozos de una placa de ELISA fueron cubiertos con
10'° particulas de fagos que fueron diluidos en PBS/BSA
0,2% e incubados toda la noche a 4 °C en agitacion. Los po-
zos fueron lavados en cuatro ocasiones con PBS/Tween-20
al 0,1% y bloqueados con 200 ul de PBS conteniendo BSA
al 1% por 1 hora a 37 °C. Nuevamente fueron lavados los

pozos en cuatro ocasiones. Posteriormente se incub6 suero
de ovino inmunizado a una dilucién de 1:400 en PBS/BSA
0,2%-Tween 0,2% 1 hora a 37 °C. Se adiciond el anticuer-
po anti-ovino-HRP (Serotec Ltd, Oxford, UK) en amorti-
guador de bloqueo (PBS/BSA 1%) en un volumen final de
200 pl por pozo, incubandose durante 1 hora a temperatura
ambiente sin agitacion. La unién especifica de los fagos fue
visualizada utilizando Tetrametilbenzidina (TMB, Sigma,
USA), utilizando un volumen de 200 ul por pozo. Se utiliz6
como control negativo PBS. La absorbancia fue determina-
da a 450 nm en un lector de ELISA (Biotek EL.x800). Asi
mismo, para los productos de E/S (30 pg/mL) se empled un
ELISA indirecto (descrito anteriormente) con una dilucion
de suero de ovino de 1:800.

ANALISIS ESTADISTICO

Las medias aritméticas y desviacion estandar fueron
calculadas para la carga parasitaria, nimero de huevos en
heces, actividad enzimatica (GGT y GDH), glucosa y va-
lores de los ELISA de los grupos vacunados y control. Se
utiliz6 la prueba de Kolmogorov—Smirnov para confirmar
normalidad. Para comparar los resultados entre grupos, se
utiliz6 una prueba t de Student cuando la distribucion fue
normal y U de Mann-Whitney cuando la distribucién no fue
paramétrica. Para todas las pruebas se utiliz6 el programa
IBM SPSS versién 20 para Windows (SPSS Inc., Chicago,
USA). Una P < 0,05 fue considerada como significativa.

RESULTADOS

CARGA PARASITARIA DE ANIMALES INMUNIZADOS
CON MIMOTOPOS DE CATEPSINA L

Veintidés semanas después del inicio del experimento,
los animales fueron sacrificados y los parasitos presentes
en la vesicula biliar e higado fueron contados (figura 1).
El porcentaje de fasciolas recuperadas del grupo control
fue en promedio 30,33% del total de 300 metacercareas
administradas en la semana 6 del experimento. La inmu-
nizacién de ovinos usando clonas de mimotopos de catep-
sina L1 sin adyuvante resulta en porcentajes de reduccion
significativas de la carga parasitaria de 50,11% (P < 0,05),
comparado con el grupo control. Sin embargo, el grupo
de animales inmunizados con catepsina L2 y una combi-
nacion de catepsina L1 y L2 no indujeron una proteccién
significativa (35,82% y 13,85%, P > 0,05).

CONTEO DE HUEVOS EN HECES

Se colectaron muestras de heces de ovinos inmuniza-
dos para su andlisis coproparasitoscopico semanalmente, a
partir de la semana O y hasta el sacrificio (semana 22). Los
primeros huevos aparecen en las heces de los ovinos a par-
tir de la semana 10 posterior a la infeccién con metacer-
carias del pardsito (figura 2). El analisis de la produccién
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Figura 1. Reduccion de la carga parasitaria de ovinos vacunados con mimmotopos de catepsina L de Fasciola hepatica. *Diferencias
significativas en comparacion con el grupo control (P < 0,05).

Reduction of parasite burden of sheep vaccinated with cathepsin L mimotopes of Fasciola hepatica. * Significant differences versus control
group (P < 0.05).
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Figura 2. Media geométrica del nimero de huevos en heces de cada grupo durante el periodo de estudio. *Diferencias significativas en
comparacion con el grupo control (P < 0,05).

Geometric mean fecal egg counts from each group during the study period. *Significant differences versus control group (P < 0.05).

de huevos de F. hepatica por gramo de heces muestra una RESPUESTA INMUNE HUMORAL INDUCIDA POR
reduccidn significativa del 44,50% (P < 0,05) para el gru- MIMOTOPOS DE CATEPSINA L

po vacunado con catepsina L2 en la semana 22 del estudio,

comparado con el grupo control. Para el grupo de ovinos La figura 3a muestra la dindmica de la respuesta de los
inmunizados con catepsina L1, la reduccion promedio fue anticuerpos contra los fagos filamentosos al utilizar en el
del 27,85%, y para catepsina L1/L.2 30,78% (P < 0,05). ELISA como antigeno los productos de E/S de F. hepa-
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Figura 3. Andlisis por ELISA de la IgG inducida por mimotopos de catepsina L1, L2 y L1/L2. Se utiliz6 como antigeno los productos
de E/S de F. hepatica (a) y las clonas empleadas para la vacunacién de ovinos (b). Los ovinos fueron inmunizados con 1 x 10' particu-
las de fagos sin adyuvante, en la semana 0 y 4. La flecha indica la semana de la infeccién experimental. Cada punto representa la media

de 5 animales.

Analysis by ELISA of IgG induced by mimotopes of cathepsin L1 and/or L2. Excretion/secretion products was used as antigen (a), and
clones used for vaccination of sheep. Sheep were given two immunizations at 0 and 4 week with 1 x 10" phage particles without adjuvant. Week of

experimental infection is indicated by the arrow.

tica. Una baja respuesta de anticuerpos aparecen en el
suero de ovinos inmunizados dentro de las 6 semanas
posteriores a la primera inmunizacién y muestran un
marcado incremento después de la infeccién con meta-
cercarias en la semana 6. Los niveles de respuesta de los
anticuerpos inducidos por los mimotopos de catepsina
L1 y/o L2 fueron mas elevados que los producidos en el
grupo control.

Los valores de las absorbancias de los ELISA mues-
tran que los ovinos inmunizados con los mimotopos de
catepsina L1, L2 y L1/L2, desarrollan anticuerpos IgG
circulantes contra los fagos filamentosos, alcanzando un
pico maximo dos semanas después de la primera inmuni-
zacion (figura 3b). Esta respuesta desciende y permanece
relativamente constante hasta el fin del experimento (se-
mana 22). Se observé una fuerte respuesta de anticuerpos
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inducidos en animales vacunados con catepsina L1. Los
ovinos vacunados con catepsina L2 y L1/L2 mostraron
una menor respuesta inmune humoral.

ACTIVIDAD ENZIMATICA Y GLUCOSA SERICA

La actividad plasmatica de las enzimas GLDH y GGT,
asi como glucosa permanecen dentro del rango normal
para todos los grupos previo al desafio con metacercarias
de F. hepatica en la semana 6 (figura 4a-c). La actividad de
la GGT se eleva dos semanas después de la infeccién con
los parasitos, alcanzando un pico en la semana 16 y dis-
minuyendo hasta la semana 22. Dos semanas después del
desafio (semana 6), existe un pequefio incremento en la ac-
tividad de la GLDH, alcanzando un nivel maximo en la se-
mana 10, reduciéndose posteriormente estos valores hasta
el final del experimento. Los niveles de glucosa permane-
cen relativamente constantes hasta la semana 10, disminu-
yendo estos valores entre la semana 12 y 14, aumentando
al final del estudio. No hubo diferencias significativas entre
los grupos de animales vacunados y el grupo control.

DISCUSION

Existen numerosos estudios utilizando moléculas
nativas purificadas o recombinantes como candidatos de
vacunacién contra F. hepatica (Hillyer 2005, Manus y
Dalton 2006). Entre estas moléculas se encuentran las
catepsinas L, las cuales son secretada en abundantes can-
tidades por el trematodo para facilitar la sobrevivencia en
el hospedero, por lo cual es deseable aislar los motivos
de inmunizacién con propésitos de vacunacién. Mien-
tras que las catepsinas L nativas pueden ser purificadas
en cantidades suficientes para pruebas experimentales,
una produccidn a gran escala requiere un sistema factible
(Dalton y col 2003). Las bibliotecas de fagos filamen-
tosos han sido empleadas para seleccionar péptidos que
mimetizan mimotopos de antigenos y que pueden ser uti-
lizados como candidatos en el desarrollo de vacunas en el
area de parasitologia (Ellis y col 2012).

La vacunacién de ovinos con dos mimotopos de ca-
tepsina (L1 y L2) y un mimotopo de catepsina L2 ubica-
do en la regién media y amino terminal de la molécula
nativa no se ha reportado. La inmunizacién de ovinos
con mimotopos de catepsina L1 y L2 indujeron niveles
de proteccion de 50,11 y 35,82% respectivamente, cuan-
do éstas fueron administradas separadamente; el alinea-
miento con la catepsina L1 y L2 madura sugiere ser un
epitopo conformacional, por lo que los anticuerpos con-
tra este péptido pueden estar jugando directamente un pa-
pel protector. La unién de la IgG de conejo anti-catepsina
L1 a la proteasa in vitro resulta en la inhibicién de la
capacidad para romper moléculas de IgG que median la
unién de los eosindfilos al pardsito (Smith y col 1994).

Ademas, se observo una reduccion en el nimero de
huevos en heces de 27,85 a 44,50% en animales vacu-
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nados con los bacteriéfagos. La actividad de catepsina L
posiblemente fue bloqueada debido a la induccién de an-
ticuerpos afectando la produccion de huevos. La inmuni-
zacion con cada mimotopo de catepsina L1 y/o L2 indujo
un efecto tinico en la carga parasitaria y el nimero de
huevos producidos. En el primer reporte de vacunacién
en ovinos con catepsina L nativa, el nimero de huevos
en heces se redujo en 69,7%, sin tener un efecto sobre la
carga parasitaria (Wijffels y col 1994). La inmunizacion
de ovinos con catepsina L1 o L2 nativa contra F. hepati-
ca indujo niveles de proteccion de 33 y 34% en la carga
parasitaria, asi como reducciones en el nimero de huevos
producidos de 71 y 81% respectivamente; mientras que la
administracién en conjunto de catepsina L1 y L2 indujo
una reduccion del 60% de la carga parasitaria (Piacenza y
col 1999). La expresion de catepsina L1 recombinante en
Pichia pastoris para pruebas de vacunacién indujo pro-
teccion de 35 a 45% en borregos con un efecto en la fe-
cundidad del parasito de 50% (McManus y Dalton 2006).
El nivel de proteccion inducido con los mimotopos de
fagos filamentosos estuvo dentro del rango reportado con
el uso de otros inmundgenos mds grandes y costosos.

Ovinos infectados experimentalmente con metacerca-
rias de F. hepatica han mostrado porcentajes de implan-
tacion entre 26,4 y 39,0% (Wijffels y col 1994, Piacen-
za'y col 1999, Raadsma y col 2007); en este estudio, el
porcentaje de implantacién promedio en el grupo control
fue de 30,33%. Para los grupos de animales vacunados
con catepsina L1, L2 y L1/L2 los porcentajes de implan-
tacion (15,13, 19,46 y 26,13% respectivamente) fueron
similares a los reportados en trabajos previos (rango de
14,6 a 26,4%) (Wijftels y col 1994, Piacenza y col 1999,
Villa-Mancera y Méndez-Mendoza 2012).

Las clonas de catepsina L utilizadas en este estudio
inducen una respuesta alta de IgG y de magnitud signi-
ficativa contra los productos de E/S. Ademas, el desafio
con metacercarias indujo un aumento en la respuesta en
esos grupos, lo cual sugiere que los niveles de anticuer-
pos fueron amplificados en respuesta a linfocitos B de
memoria y que estos epitopos existen en la molécula nati-
va. Por otro lado, los anticuerpos producidos en respuesta
a las clonas, inducen una respuesta de IgG caracteristica
posterior a la primera inmunizacién, alcanzando los ti-
tulos un pico en la semana 2 y disminuyendo hasta el
final del experimento. Sin embargo, s6lo se observé un
segundo pico caracteristico, posterior a una segunda in-
munizacion o refuerzo en el grupo de ovinos vacunados
con catepsina L2.

Animales infectados con metacercarias de F. hepatica
producen IgGl, elicitando una respuesta TH2 no protec-
tora (Mulcahy y col 1999, O’Neill y col 1998, Hoyle y
col 2003). La subclase de anticuerpos (IgG1, 1gG2) pro-
ducidos posterior a la vacunacién, puede determinar el
mecanismo efector para eliminar la infeccién. Ovinos
y bovinos vacunados con catepsina L tienen una corre-
lacién positiva entre carga parasitaria y titulos altos de
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anticuerpos IgG1 e IgG2, indicando que la proteccion
estd asociada con la induccién de una respuesta THI o
balance Th1/Th2 (Mulcahy y col 1998, Villa-Mancera y
Mendez-Mendoza 2012).

Los datos presentados demuestran que los mimotopos
de catepsina L inducen una respuesta immune protectora
contra la infeccién de F. hepatica. Estos resultados son
alentadores en términos de desarrollo de vacunas debido
a la simplicidad relativa en la seleccién y corta longitud
de los péptidos. La potenciacion de la respuesta immune
a los mimotopos utilizando adyuvantes apropiados po-
dria ser investigada. Ademads, las clonas de fagos de la
misma enzima o de diferentes moléculas como antigenos
pueden ser usados en conjunto para incrementar el nivel
de proteccion. Por otro lado, la reduccion de la carga pa-
rasitaria, nimero de huevos en heces pueden reducir la
morbilidad y mortalidad en el ganado. Una diseminacion
baja de huevos puede tener un efecto negativo en la con-
taminacién de pasturas y en este sentido en la prevalencia
de fasciolosis en zonas endémicas.
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