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Resumen

Diferentes estudios sugieren que la vacunacion con determinados antigenos
de Fasciola hepatica puede ser un medio eficaz para el control de esta
enfermedad. Este articulo revisa los resultados de varios ensayos vacunales
recientes con los méas importantes candidatos vacunales: proteinas de unién a
acidos grasos (FABP), cisteino proteasas (catepsinas), hemoglobina, leucin
aminopeptidasa (LAP) y proteinas del tipo saponina.

Palabras clave: Fasciola hepatica, Rhamdia | vacuna

Summary

Several studies suggest the vaccination with determined Fasciola hepatica’s
antigens can be an efficient mean for the control of this disease. This paper
reviews the results of several recent vaccine trials with the major vaccine
candidates: fatty acid binding protein (FABP), cysteine (cathepsins)
proteases, haemoglobulin, leucine aminopeptidase (LAP), and a saposin-like
protein.
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Introduccién

La fascioliasis hepatica, es una enfermedad helmintica mundialmente
distribuida. En Cuba es causada por Fasciola hepatica, parasito de los canales
biliares y de la vesicula de herbivoros y omnivoros. ElI hombre puede
enfermarse de forma accidental. Su ciclo es complejo, en el que se involucra
un caracol de habitos anfibios del género Lymnaea como hospedador
intermediario.

Muestra alta prevalencia en el ganado (49) y tiene significacion médica
(31,35). A Cuba se le atribuye la tercera parte de los casos registrados de
fascioliasis humana en el mundo (44). Produce grandes pérdidas en la
economia, por concepto de decomisos de higados, carne, leche, descenso de
la resistencia a otras enfermedades, inhibiciobn de la reproduccién, abortos
(17) y el alto costo en la produccidén pecuaria al tratar sistematicamente los
rebanos afectados para su control.

En programas de control, la estrategia mas importante consiste en el empleo
de fasciolicidas, para minimizar la contaminacion de los pastos con huevos
(8). Idealmente, el uso de fasciolicidas con actividad contra formas juveniles
es lo mas deseable, debido a que los mismos ofrecen un control mas
prolongado y con ello una simplificacion en el manejo. Un solo farmaco, el
triclabendazol, esta disponible para la quimioterapia contra estadios adultos y
juveniles, pero es costoso, debe usarse en repetidas ocasiones en herbivoros
y ha sido reportada la disminucion de su eficacia (37).

Concerniente a la aparicion de resistencia a los fasciolicidas y por la presencia
de residuos en los alimentos y el ambiente, se ha potenciado el incentivo de
descubrir vacunas moleculares contra este patdogeno. La forma exponencial de
acumulacion de secuencias de genes y proteinas de varios helmintos requiere
nuevos métodos de asimilacion y analisis de esos datos que permitiran la
identificacion de moléculas capaces de inducir proteccion inmunoldgica (11).
Diferentes estudios sugieren que la vacunacion puede ser un medio eficaz
para el control de la fascioliasis (29).

Objetivos

Este articulo revisa los resultados de varios ensayos vacunales recientes con
los mas importantes candidatos vacunales: Proteinas de unidn a acidos
grasos (FABP), cisteino proteasas (catepsinas), hemoglobina, leucin
aminopeptidasa (LAP), y proteinas del tipo saponina.

Desarrollo
Proteina transportadora de acidos grasos (FABP)

Las proteinas transportadoras de acidos grasos, FABP, forman una larga
familia que participa en la unidon y transporte de un amplio nimero de
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ligandos hidrofébicos tales como el acido oléico, palmitico; acidos grasos de
cadena larga y de sus ésteres acil-CoA, asi como acidos biliares. Se
caracterizan por la conservacion del tamafo: todos los miembros conocidos
se extienden entre 14 y 16 kDa de masa y de 127 a 133 aminoacidos de
longitud (25). Han sido reportadas como antigenos protectores por diferentes
grupos de investigacion (1, 6, 7, 41).

El reconocimiento de este antigeno como protector procede de una serie de
experimentos comenzados en la década de los 70 por Hillyer y col. (1979);
quienes purificaron por cromatografia de afinidad un subconjunto de
antigenos de Fasciola en virtud de su reactividad cruzada con anticuerpos
contra Schistosoma mansoni (21). A esta fraccion se le denominé Fhsmlll

(M).

La vacunacion de terneros con dos dosis de 500 pg de FhSmlll (M) con
adyuvante completo de Freund (ACF) indujo una reduccion significativa del
55% de la carga parasitaria (23). Se observaron también altos niveles de
proteccion en ratén, 68-78% (24).

El antigeno de la fraccion FhSmlll (M) que era inmunoprotector en ratones
fue identificado como Fh12, una proteina de 12 kDa (24). Con antisueros de
la proteina Fhl2 se selecciond de una libreria de cADN (43) el clon
correspondiente a la proteina recombinante Fh15, de 14.7 kDa, que a su vez
demostré poseer una homologia del 44% con la proteina recién caracterizada
FABP recombinante de S.mansoni Sml14 (36), similitud que permitié la
clasificacion de Fhl12 como FABP. Existen discrepancias con relacion a si estas
proteinas son idénticas, al menos estan relacionadas antigénicamente y esto
estad dado a que existen varias isoformas de FABP en F. hepatica.

La purificacion de la proteina recombinante rFh15 y de la molécula nativa
nFh12 incitd una serie de experimentos para comparar su potencial
immunoprofilactico. Muro y col. (1997) vacunaron conejos con ambas
proteinas con el adyuvante completo de Freund para ver sus efectos al ser
retadas con metacercarias. Los niveles mas altos de proteccion solo se
obtuvieron para nFh12, con un 40% de reduccién de las duelas con relacién a
los controles. Sin embargo, conejos inmunizados con nFhl12 o rFhl5
desarrollaron duelas mas pequefias, y tenian lesiones menos severas en el
higado que los controles. Este ensayo se realiz6 con ovejas en similares
condiciones (41) y produjo resultados menos significativos.

Casanueva y col. (2001) realiz6 este ensayo solo con rFh15 pero prolongoé los
intervalos de tiempo de 2 a 12 y de 4 a 20 semanas de latencia después de la
segunda inmunizacion. Se obtuvieron reducciones significativas de las duelas
y se relacioné con el tiempo de latencia (reduccién de las duelas del 43% con
12 semanas; reduccion del 76% con de 20 semanas). Por otra parte, el
porcentaje de fasciolas inmaduras también era significativo (reduccion del
66% con 12 semanas; reduccion del 84% con 20 semanas). Finalmente, las
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lesiones del higado estaban disminuidas en los conejos vacunados con rFh15.
Los autores concluyeron que una FABP recombinante de Fasciola hepatica
induce proteccion (reduccion de la carga parasitaria), tiene actividad contra la
fecundacién (reduccion de duelas inmaduras), efectos antipatolégicos (menos
lesiones del higado) en conejos y pueden servir como modelo para la
inmunoprofilaxis de la fascioliasis.

En un estudio posterior, se empled un nuevo adyuvante immunomodulador
con nFh1l2 como vacuna contra ovejas desafiadas con metacercarias (33). El
protocolo de la vacunacion consistidé en un sistema de dos inyecciones. La
primera consistia en una micela en la cual se incluian dos componentes, una
saponina de Quillaja saponaria y/o Anapsos, un extracto hidroalcohdlico de
Polypodium leucotomos, ambos emulsionados en un aceite no mineral
(Montanide) en una proporcion 30/70 agua/emulsion de aceite, inyectada por
via subcutdnea. La segunda inyeccion tenia los mismos componentes mas la
proteina nFh12 FABP. Las ovejas fueron desafiadas seis semanas después con
100 metacercarias. En la necropsia las ovejas vacunadas mostraron un bajo
recobrado de duelas (24.5%), un numero mas bajo de huevos en el liquido de
la bilis (58.1%), y excedente en las heces (40.3%) con relacion a los grupos
de control. Por otra parte, las duelas recuperadas eran mas pequefnas
(32.7%), inmaduras (34%) y con una masa corporal mas baja (31.6%) con
respecto a las ovejas no vacunadas completamente. También se vacunaron
ratones BALB/c y CD-1, se retaron con dosis letales de metacercarias; al cabo
de 6 semanas todos habian muerto, menos el 40% de los que se sometieron
al protocolo de vacunacion con nFh12.

La investigacion sobre estos antigenos continla activa: sus isoformas han
sido aisladas - al menos ocho isoformas de Fhl2 - y caracterizadas
inmunoldégicamente (18). Este es uno de los candidatos vacunales mas
promisorios contra la fascioliasis y tiene el beneficio adicional de ser un
candidato para la vacunacion contra la schistosomiasis. El Schistosoma (y
probablemente otros trematodos) no pueden sintetizar acidos grasos de
cadena larga (34) y presumiblemente confian la fuente de precursores de
acidos grasos al suplemento de estos en los sueros de los hospederos. La
vacunacion contra FABPs puede interferir con el suministro de acidos grasos
al parésito y asi ser una promisoria via de ataque.

Glutation-S-Transferasa

La glutatiéon S-transferasa (GST, EC 2.5.1.18) abarca la familia de isoenzimas
implicadas dentro la desintoxicacion celular de una amplia gama de
substratos. En el caso de Fasciola hepatica se identifica como FhGST y esta
propuesta a desempefar tres roles: Primero, esta involucrada en la
desintoxicacion de aldehidos citotéxicos producidos durante la peroxidacion
lipidica (5); segundo, involucrada en la funcién de absorcién del intestino del
parasito adulto (9); tercero, interactia con la hematina y previene el bloqueo
del intestino del parésito por cristalizacion de la hematina (4).
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La GST de Fasciola hepatica fue elegida como antigeno candidato a vacuna
sobre la base que sus homoélogas de S.mansoni - Sm28 - y de S.japonicum -
Sj26 - (4) han sido reportadas para proteger animales de laboratorio (47). La
purificacion de GSTs de F. hepatica ha demostrado un alto grado de
heterogeneidad, con ocho isoenzimas nativas y cuatro recombinantes (48).

El primer ensayo de vacunacion en ratas con GST y el adyuvante completo de
Freund fue un fracaso (26). Sin embargo, las ovejas que recibieron multiples
vacunaciones con la GST nativa con FCA, mostraron una reduccion de la
carga parasitaria del 57%, y fue la primera demostracion de proteccién en
ovejas contra F. hepatica en la que se empled un antigeno definido (45).

Un extenso grupo de ensayos se realizaron en los afios 90, pero no era
posible reproducir una respuesta protectora a pesar de usar el mismo
protocolo para la vacunacion (48). Recientemente, De Bont y col. (2003) en
el Institut Pasteur de Lille realizaron la inmunizacion con proteinas GST
recombinantes de S.bovis con hidréxido de aluminio, Quil A, o FCA como
adyuvante y no obtuvo ninguna proteccién en ganados contra F. hepatica.

Cisteino proteasas (catepsinas)

Las cisteino proteasas abarcan una amplia familia en las que se incluyen las
catepsinas L y B (CatB y CatL) y se han estudiado por su relaciéon con la
invasion del parasito, alimentacion, evasion de la respuesta inmune Yy
potencial como candidato vacunal (30). Estas se encuentran
mayoritariamente en los productos de excrecidn-secrecion de Fasciola
hepatica y pueden ser facilmente colectadas in vitro (46,48). Las secuencias
que codifican para CatL y CatB han sido aisladas a partir de librerias de cADN
de Fasciola hepatica adultas (28, 12).

La catepsina L se ha propuesto para desempefiar un numero de papeles
funcionales en los que se ubican promover la penetraciéon en tejidos finos
(27), la adquisicion de nutriente (19), la produccion de huevo, y la evasion de
la respuesta inmune por escision de la region de Fc de las inmunoglobulinas
del hospedero (3).

Las proteinas secretadas por F. hepatica han sido caracterizadas por
diferentes laboratorios. Todos los estudios concuerdan en que las proteinas
predominantes en los estadios adultos son enzimas cisteino proteasas
homodlogas a la CatL lisosomal de mamifero (20); mientras que la CatB es la
predominante en los estadios juveniles (51, 32). Por ser mayoritarias y estar
involucradas en tan importantes funciones biolégicas son consideradas
promisorios candidatos antigénicos y terapéuticos.

La eficacia de la catepsina L como vacuna en ovejas se demostro por primera
vez por Wijffels en 1994. La vacuna se suministré dos veces con el adyuvante
completo de Freund (120 y 90 ug en un intervalo de cuatro semanas). La
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carga parasitaria no varid significativamente con relacién a los animales no
vacunados; sin embargo, hubo una reduccion al 70% en la eliminaciéon de
huevos. Ademas, los huevos producidos por estos parasitos tenian una
reduccion al 80% de su viabilidad. En un segundo experimento en ovejas se
obtuvo el significativo valor de 52% de reduccion huevos en las heces.

Por electroforesis bidimensional se demostré que la CatL tiene naturaleza
heterogénea (50), sin embargo se han caracterizado dos formas importantes:
CatLl y CatL2 (46, 14). Estas dos enzimas tienen distintas caracteristicas
fisicoquimicas (tamafo molecular, pH O6ptimo) y especificidad de sustrato
(14).

La eficacia de la CatLl se demostré en el ganado (10). En este ensayo,
grupos de tres o cuatro animales recibieron tres dosis de 10, 20, 50 o 200 pug
de CatLl purificada y formulada con el adyuvante de Freund. Todos los
grupos demostraron una significativa proteccion con relacion a los controles
no vacunados (52.5, 54.9, 69.5 y 38.2%). Cuando todos los animales
vacunados se trataron como un solo grupo y comparados con los controles, se
observé una proteccion significativa (p<0.05) con una media del 57.7%. En
un segundo ensayo, con un protocolo similar se obtuvo un 42.5% de la
protecciéon y un 50% de reduccion en la viabilidad de huevos (10).

La eficacia de CatL1l y CatL2, solas o con la hemoglobina de Fasciola hepatica
también se probd en el ganado (38). Ambas confirieron proteccion con el
valor mas alto de 72% para la CatL2 en combinacién con la hemoglobina. Por
otra parte, la CatL1 indujo reduccion en la fecundacion de los huevos.

Posteriormente, Dalton y col. (2003b), en una serie de ensayos en ovejas y
ganado con CatLl y CatL2 nativas purificadas; demostraron que estas
enzimas podian inducir proteccion, con valores del 33 al 79% al reto con
metacercarias. Ademas, tenian un potente efecto inhibitorio de la anti-
embriogénesis y la fecundacion, que podrian bloquear la transmision del
parasito.

Estas cisteino proteasas son eficientes candidatos vacunales porque ademas
de poseer el marcador de disminuir la carga parasitaria, tienen efectos sobre
la fecundacion y disminuyen los niveles de huevos eliminados en las heces
tanto en ovejas como en el ganado (37).

La CatB de los estadios juveniles de Fasciola hepatica ha sido clonada y
expresada en levadura y se ha comprobado su accion antigénica en ratas
vacunadas (32). Tanto la CatL como la CatB han sido empleadas como
vacunas ADN (2), son inmunogénicas en ovejas y en raton, y se muestran
como promisorios candidatos vacunales.
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Leucin aminopeptidasa

La leucin aminopeptidasa (LAP) es una metaloproteasa de Fasciola hepatica
capaz de inducir anticuerpos neutralizantes y una proteccion del 89% (40)
contra la fascioliasis en oveja. Aunque la proteccién mas alta fue encontrada
con LAP sola, también se emplearon cécteles con CatLl, CatL2 y LAP. Los
porcentajes de proteccion en presencia de LAP fueron superiores a los
inducidos por CatL1l o CatL2 de forma aislada. El dafio en el higado estuvo
disminuido, segun los niveles de la enzima hepéatica gamma glutamil
transferas referente a todos los grupos vacunados.

En estos momentos este grupo cuenta con la enzima funcional recombinante.
Han confirmado por MALDI-TOF que la enzima clonada es idéntica a la enzima
purificada por cromatografia de afinidad e inoculada a las ovejas. Su potencial
se comprobd en conejos con un 81% de proteccidon. La vacuna basada en la
enzima ha sido patentada y estan por comenzar los ensayos clinicos en
rumiantes (C. Carmona, comunicaciéon personal).

Proteinas del tipo saponinas

Espino y Hillyer (2003) aislaron el producto de la expresion de 436pb
procedentes de una libreria cADN de Fasciola hepatica adulto reconocido por
el suero de un conejo infectado con Fasciola por 4 semanas. El marco de
lectura abierto codifico para un polipéptido de 101 aminoacido, 11.5 kDa de
peso molecular y un punto isoeléctrico de 4.63.

La secuencia de aminoacidos deducida revel6 una homologia significativa con
una lisina-NK, proteina del tipo saponina de Fasciola hepatica denotada como
FhSAP-1 (42). Por esta razon, esta proteina nuevamente descrita se identifico
como FhSAP-2. Los conejos vacunados con FhSAP-2 desarrollaron 81.2%
menos duelas que los controles. Por otra parte, en los animales vacunados
hubo una disminucion de la cantidad de huevos presentes en las heces y en la
bilis, del 83.8% y del 73% respectivamente.

Los conejos vacunados también tenian una significativa disminucion de los
niveles del paréasito en las heces y en la bilis con relacién a los controles. La
evaluacion de las lesiones macroscopicas del higado revel6 que los conejos
vacunados con rFhSAP-2 tenian lesiones menos severas. Estos resultados
apoyan la hipodtesis que esta nueva proteina rFhSAP-2 tiene potencial
inmunoprofilactico contra la fascioliasis en conejos incluyendo efectos de la
contra fecundidad y de actividad antipatologica (16).

Conclusiones
El control de la fascioliasis mediante la vacunacién parece ser una meta

alcanzable. El valor promedio de la reduccion de la carga parasitaria en
ganado bovino con el empleo de diversos inmundgenos esta en el rango del
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43-72%, por lo que surge la duda de si tales niveles son comercialmente
utiles (48). Las pérdidas econOmicas en rumiantes debidas a la fascioliasis
resultan en la reduccion del aumento de peso, la produccion de leche y/o la
produccion de lana, que son determinadas por la intensidad de la infeccion.
En este sentido, las pérdidas significativas de peso se observan solamente
con cargas de duelas de 30-80, lo que sugiere que una vacuna con eficacia de
solo el 43% podria disminuir la carga en los animales infestados a 53-140
duelas. Las cargas parasitarias reportadas en diversos paises estan en la
gama de 4-140 duelas; en el Reino Unido por ejemplo, solo el 3% del ganado
tuvo mas de 50 duelas en sus higados (48). Estos reportes indican que las
actuales formulaciones vacunales son productos potencialmente viables.

Recomendaciones

Aumentar la eficacia de las actuales formulaciones vacunales para su uso
como herramientas en una estrategia combinada de control y erradicacion de
Fasciola hepatica.

Implementar otras lineas de investigacion como el disefio racional de
farmacos, efectivos contra los estadios juveniles, que soporten las estrategias
de control combinadas.
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