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1. Introduccion

Los nematodos gastrointestinales son los pardsitos mds frecuentes de los
rumiantes en todo el mundo, especialmente en zonas templadas y humedas
destinadas a pastoreo, considerandose uno de los problemas mas importantes en
términos economicos en la produccién de estas especies. Son causantes de
gastroenteritis parasitarias, procesos generalmente endémicos, de curso croénico y
mortalidad baja, producidos por varias especies que se localizan en el cuajar e
intestino. Entre los distintos parasitos que afectan al tracto gastrointestinal del
ganado ovino y caprino, Haemonchus contortus (H. contortus) destaca por su amplia
distribucién y por su patogenicidad. El pardsito adulto se localiza en abomaso y se
alimenta de la sangre del hospedador, pudiendo causar anemia severa, alteraciones
gastricas, edema, pérdida de peso y muerte, especialmente en animales jovenes. Las
pérdidas econdmicas originadas por la haemonchosis se atribuyen a la disminuciéon
de la produccién, los costes de la profilaxis y control, y la muerte de los animales
afectados. Los costes anuales debidos a tratamientos frente a este parasito han sido
cifrados en cientos de millones de délares en diversos paises.

H. contortus tiene distribucién mundial. En Europa se ha descrito tanto en
zonas con climas templados, como puede ser Italia o Espafia, como en zonas nérdicas
de climas mas frios. En Canarias, en particular, se ha sefialado como una de las
principales especies involucradas en las nematodosis gastrointestinales del ganado
caprino. A lo largo del continente americano se ha observado desde América del
Norte (EEUU) hasta América del Sur. En paises del continente africano como Nigeria
o Sudafrica, H. contortus también se presenta como uno de los nematodos de mayor
trascendencia en la produccién de los pequefios rumiantes, siendo su frecuencia muy
importante también en ciertos rumiantes de vida libre. Por tltimo, estudios llevados
a cabo en distintos paises asiaticos y Australia nos indican que estos continentes
tampoco se encuentran exentos de esta importante enfermedad parasitaria.

El control y la profilaxis de la haemonchosis suele contemplar un conjunto de
acciones que combinan los tratamientos antihelminticos estratégicos con practicas de
pastoreo que limiten los riesgos de infeccion. Estas medidas deben ser disefiadas para
cada zona de acuerdo con los sistemas de explotacién y las condiciones climaticas.
Los antihelminticos han sido y contintan siendo por tanto una importante
herramienta para su control, pero la aparicién de cepas resistentes a estos productos
tanto en ganado ovino como caprino, asi como los problemas medioambientales y de
salud alimentaria que originan sus residuos han estimulado la busqueda de medidas
para un control inmunolégico de esta parasitosis.

En el caso de H. contortus se han realizado varios ensayos de vacunacién
usando antigenos naturales (ocultos o no) y recombinantes del parasito. Un grupo de
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antigenos con potencial protector lo constituyen ciertas enzimas proteoliticas: las
proteinasas tipo cisteina. Estas enzimas, que se han observado tanto en productos de
excrecién-secrecién como en extractos somaticos de /. contortus, se ha sugerido
que puedan ser diferentes segun el origen geografico de la cepa, o que incluso se
pudieran expresar con distintas caracteristicas en funcién del hospedador. La
importancia de las funciones vitales que desempefan en el parasito estas enzimas,
justifica el hecho de que cualquier alteracidn de su actividad a través de la respuesta
inmune del hospedador pueda dificultar la penetracién, asentamiento y pervivencia
del parasito en el mismo.

Numerosos estudios han evaluado y descrito, con distintos grados de
efectividad, la capacidad inmunoprotectora de diversas fracciones de H. contortus
con actividad proteinasa tipo cisteina. En nuestro laboratorio, en concreto, se han
aislado fracciones proteicas solubles en PBS enriquecidas para proteinasas tipo
cisteina con columnas de Thiol-Sepharosa, cuyo principal componente se mostré
capaz de inmunizar eficazmente a caprinos frente a la haemonchosis tras un desafio
con L3 del parasito, registrandose una reduccion significativa tanto en el recuento
de huevos en heces como en la carga parasitaria.

Teniendo en cuenta el potencial de las proteinasas tipo cisteina como posibles
vacunas frente a /. contortus, son de interés los estudios preliminares que han
revelado que estas enzimas podrian variar entre diferentes aislados geograficos. En
esta linea, un estudio previo de variabilidad genética entre la cepa empleada en los
ensayos de inmunizacion en caprinos realizados previamente en nuestro laboratorio,
y una cepa ovina del mismo pardsito procedente de Norteamérica, reveld la
existencia de polimorfismo genético en 4 de los 5 genes codificadores de proteinasas
tipo cisteina analizados, fendmeno que podria estar implicado en diferencias
funcionales en dichos genes.

Dado que actualmente no disponemos de informacién precisa sobre el papel
que juegan cada una de las enzimas codificadas por estos genes, ni sobre el papel que
sistema inmune desempefa a la hora de reconocerlas y actuar frente a ellas, un
estudio detallado de su variabilidad genética mediante ensayos guiados de
inmunoproteccién podria permitir la identificacién de los alelos con mayor potencial
inmunoprotector frente a esta nematodosis, o valorar los posibles riesgos asociados a
la aparicién de cepas resistentes a este tipo de inmunizaciones.
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OBJETIVOS
Objetivos Generales:

Primero: Describir el comportamiento epidemiolégico de inoculaciones
experimentales con dos cepas del parasito H. contortus de dos regiones geograficas
distintas (cepa de Norteamérica o NA y cepa de Gran Canaria o SP) en hospedadores
habituales (NA en ovino y SP en caprino) y no habituales (SP en ovino y NA en
caprino).

Segundo: Analizar el valor inmunoprofilictico de proteinasas tipo -cisteina
procedentes de vermes adultos de esas dos cepas del parésito, tanto en ovino como

en caprino.

Objetivos Especificos:

1. Comparar el nivel de proteccién conferido mediante la
inmunizacion con proteinasas tipo cisteina en ovinos y caprinos
de 6 meses, con ambas cepas del parasito (“Factor Inmunizacién”).

2. Valorar el poder inmunoprofilactico de las proteinasas tipo
cistelna en inmunizaciones realizadas a distintas especies
hospedadoras (ovino y caprino) (“Factor Hospedador”).

3. Valorar el poder inmunoprofilactico de las proteinasas tipo
cisteina en inoculaciones con distintas cepas de H. contortus
(“Factor Cepa”).

Tercero: Evaluar el grado de variabilidad genética utilizando un analisis de
polimorfismo mediante SSCP y subsiguiente secuenciacién en 4 genes que codifican
proteinasas tipo cisteina en H. contortus, en relacién con la cepa del parasito, el tipo
de hospedador y el proceso de inmunizacién.

Objetivos Especificos:

1. Determinar la variabilidad genética entre las dos cepas utilizadas
en el estudio y dentro de ellas en los cuatro genes seleccionados.

2. Valorar los cambios de frecuencia alélica en cada una de las cepas
tras infecciones en hospedadores habituales y no habituales.

3. Analizar el grado de selecciéon genética que se produce tras los
diferentes ensayos de inmunizacién tratando de identificar los
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alelos que codificarian proteinasas tipo cisteina con valor
inmunoprofilactico frente a la haemonchosis.

Identificar a partir de los resultados obtenidos en los analisis de
seleccion genética aquellos alelos que, usados en el disefio de
vacunas recombinantes, podrian conferir un mayor nivel de
proteccidn en ambas cepas y ambas especies hospedadoras.
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2.1. HAEMONCHOSIS

2.1.1. ETIOLOGIA
2.1.1.1. TAXONOMIA

La haemonchosis producida por H. contortus en los pequeilos rumiantes se
incluye en un conjunto de enfermedades parasitarias que se conocen comunmente
como nematodosis gastrointestinales. Suelen ser infecciones mixtas, es decir, suelen
estar producidas por diversas familias y géneros, destacando las siguientes:
Trichostrongylidae (Haemonchus, Ostertagia, Teladorsagia, Trichostrongylus,
Marshallagia, ~ Cooperia); = Molineidae  (Nematodirus); ~ Ancylostomatidae
(Bunostomun) y Strongylidae (Chabertia y QOesophagostomun) (Cordero del
Campillo, 2000). Dependiendo de la especie, estos vermes se localizan a distintos
niveles en el aparato digestivo: cuajar (Tricostrongilidos), intestino delgado
(Tricostrongilidos, Molineidos, Ancilostomatidos), e intestino grueso (Estrongilidos).

La carga parasitaria, es decir, el ntimero de vermes que albergan los
hospedadores, variara en funcidén del sistema de explotacién (intensivo-extensivo), el
acceso a zonas de pastoreo (mayor intensidad en regadios) o la edad de los animales
(mayor en jovenes), pudiendo fluctuar entre varios cientos (pastoreo en secano) y
decenas de miles (regadio). De este factor dependerda en gran medida las
presentaciones subclinicas o clinicas del proceso.

Todas estas especies son parasitos vermiformes de seccidon redondeada, de
color blanquecino o rojizo (si desarrollan hematofagia), con unas medidas que
oscilan entre un par de milimetros y tres o cuatro centimetros. La cuticula puede ser
lisa o estriada, mas o menos ornamentada, y a veces puede presentar expansiones en
el extremo anterior. A nivel del extremo posterior de los machos estas expansiones
de la cuticula forman una estructura conocida como bolsa copuladora, donde se
localizan diversas estructuras quitinosas que intervienen en la cépula.

Las hembras producen huevos que son ovoides, de cdscara fina, y que salen al
medio con las heces en fase de bldstula, con un ntiimero variable de blastdmeros
segun especie. Contintan su desarrollo en el medio bajo condiciones ambientales
apropiadas hasta que eclosiona la larva (L1) de su interior, la cual, bajo las mismas
condiciones, experimentara dos mudas para alcanzar finalmente el estado de L3, que
serd infectante.
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Dentro del amplio conjunto de especies responsables de “gastroenteritis
parasitarias” en pequeflos rumiantes, uno de los encuadres taxondmicos reconocidos
actualmente para Haemonchus contortus (H. contortus) seria el siguiente:

Phylum Nematoda

Orden Strongylida

Suborden Strongylina (Wilford Olsen/ Cordero del Campillo, 1977)
Superfamilia Trichostrongyloidea (Cram, 1927)

Familia Trichostrongylidae (Leiper, 1912)

Subfamilia Haemonchinae (Anderson, 1992).

Género Haemonchus (Cobb, 1898)

Especie Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803)

Ademas de Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803), descrito como parasito
del cuajar de ovejas, cabras, y en menor medida de bovinos y otros numerosos
rumiantes en casi todas las zonas del mundo, se han identificado otras especies
diferentes dentro del género. Gibbsons (1979), uno de los autores que quizas ha
revisado el género Haemonchus con mas profundidad, reconoce la existencia de un
total de nueve especies. Autores como Das y Whitlock (1960), en base a diferencias
morfoldgicas de diversos aislados geograficos del parasito, han propuesto incluso la
existencia de dos nuevas subespecies y una nueva variedad de H. contortus,
denominadas Haemonchus contortus contortus (Australia), H. contortus cayugensis
(Estado de New York, EEUU) y H. contortus var. utkalensis (Orissa, India).
Posteriormente se han identificado otras subespecies, entre ellas H. contortus
bangalorensis (India), H. contortus hispanicus (Espafia) y H. contortus kentuckiensis
(Kentucky, EEUU). Segin Daskalov (1972) el hospedador seria el principal
responsable de la aparicién de las diferentes subespecies de H. contortus, sin dejar al
margen la influencia de los factores geograficos y ecoldgicos.

Otra especie actualmente reconocida del género Haemonchus es
Haemonchus placei (Place, 1893; Ransom, 1911). La propuesta inicial de estos
autores fue contrastada por Roberts ez al (1954) tras diversos estudios realizados en
Australia en rumiantes parasitados por Haemonchus sp.. Concluyen que bovinos y
ovinos estan parasitados por dos especies diferentes del género Haemonchus, H.
placei y H. contortus, respectivamente. Los estudios de Bremner (1955) sobre el
cromosoma X apoyan las diferencias entre las dos especies; mientras que la longitud
del cromosoma X era de 8 pm en bovino, en el ovino era semejante a los autosomas y
media 3 pm. Posteriormente, Herlich er al (1958) encontraron diferencias entre las
dos especies en la longitud de las espiculas, la distancia entre las lengiietas y la punta
de las espiculas, asi como en la actividad de las larvas infectantes. A pesar de estas
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evidencias, Gibbons (1979) sigui6 considerando cierta identidad entre H. placei y H.
contortus. Mads recientemente se han realizado estudios basados en métodos
moleculares que demuestran claras diferencias en el ADN ribosomal de ambas
especies (Stevenson et al, 1995). Se han propuesto incluso 3 subespecies: H. placer
placei en aislados de Australia, H. placei africanus en el oeste de Africa'y H. placei
argentinensis en el Nuevo Mundo (Giudici et al, 1999).

Dentro de este mismo género se encuentra también Haemonchus similis
(Travassos, 1914). Esta especie se ha encontrado en bévidos y cérvidos en Florida,
Lousiana y Texas, y también en rumiantes de Europa y Brasil. Difiere de A
contortus en que el proceso terminal del radio dorsal es mas largo y las espiculas mas
cortas. En ciertas regiones de Africa (Costa de Marfil), donde los rumiantes
comparten los mismos pastos durante todo el afio, es comun encontrar infecciones
mixtas por H. placei, H. contortusy H. similis. En este caso, esta utima especie (/.
similis) parece ser la especie predominante en bovinos de razas autoctonas y en

cebtes (Achi et al, 2003).

En camellos y dromedarios del Norte de Africa e India, también se ha descrito
H. longistipes (Pailliet y Henry, 1909), una especie cuyas espiculas son mucho mas
largas que en las demas especies del género (unos 625 um). Algunas otras especies se
han descrito en rumiantes silvestres; H. bedfordi (Le Roux, 1929), cuajar de bufalo
africano y diversas gacelas; H. dinniki (Sachs, Gibbons y Leveno, 1973), cuajar de
diversas gacelas; H. krugeri (Ortlepp, 1964), cuajar de impala; H. lawrenci
(Sandground, 1933), intestino delgado de antilope Cephalophus, H. mitchelli
(Lichtenfels er al, 2002), cuajar de gacelas, eland, orix; H. vegliai (Le Roux, 1929),
cuajar de orix y antilopes; H. okapiae (Lichtenfels er al, 2002), okapis (Okapia
johnstoni), H. horaki (Lichtenfels er al, 2001) antilopes (Pelea capreolus) de ciertas
regiones del Africa austral.

2.1.1.2. MORFOLOGIA

H. contortus se encuentra englobado en la superfamilia Trichostrongyloidea,
considerandose la especie de mayor longitud entre los nematodos con bursa
(Anderson, 1992). Esta superfamilia se encuentra dividida a su vez en 14 familias y
24 subfamilias (Durette-Desset y Chabaud, 1977; 1981; Durette-Desset, 1983). Se
trata de un grupo de nematodos por lo general pequeiios, frecuentes patégenos de los
rumiantes en pastoreo, que tienen la apariencia de un pelo, y que suelen alojarse
(salvo Dpyctiocaulus que se localiza en vias respiratorias) en el tracto digestivo de
mamiferos y aves (Anderson, 1992; Urquhart er al, 2001). Existen, sin embargo,
otros géneros que podemos encontrar en cavidad nasal (género Nasistrongylus),
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conductos biliares (género Hepatojarakus) y glandula mamaria (género
Mammanidula) de sus hospedadores (Anderson, 1992).

Los miembros de esta superfamilia no presentan estructuras muy llamativas y
su capsula bucal es muy reducida. Sin embargo, en los machos destaca la presencia de
bolsas copuladotas desarrolladas, con dos espiculas cuyas caracteristicas morfoldgicas
se utilizan para su diferenciacién (Urquhart er al, 2001).

Haemonchus sp. (Cobb, 1898), uno de los géneros parasitos del cuajar de
diversos rumiantes con mayor potencial patégeno, tiene una longitud que oscila
entre los 10-30 mm. Poseen una pequeiia capsula bucal con un fino diente o lanceta,
asi como papilas cervicales prominentes. La bolsa copuladora del macho es grande,
en especial los 16bulos laterales, siendo el 16bulo dorsal pequefio y asimétrico. La
vulva se sitia en el tercio posterior y puede contar con una protuberancia, solapa o
proceso lingiiiforme. Estas caracteristicas morfolégicas generales pueden mostrar
ciertas variaciones entre distintos aislados, por lo que el género puede considerarse
en una situacién de cambio evolutivo.

Fig. 1. Crestas cuticulares de un adulto de H. contortus (Gibbons, 1986).

Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803) se presenta en el cuajar de ovejas,
cabras, vacas y otros numerosos rumiantes, en casi todas las zonas del mundo. Se
conoce vulgarmente como gusano rojo del cuajar de los rumiantes y es una de las
especies mas patdgenas. Los machos miden de 10 a 22 mm de longitud, y las hembras
de 18 a 34 mm (Soulsby, 1988; Cordero del Campillo, 2000). E1 macho de esta especie
presenta un color rojizo uniforme, mientras que en la hembra, los ovarios blancos
enrollados en espiral alrededor del intestino rojo le dan un aspecto rayado. Presenta
unas crestas cuticulares en la superficie (Fig. 1 y 2) que van desde el extremo anterior
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hasta mas alld de la mitad del cuerpo (Lichtenfels y Pilitt, 2000), si bien se han
observado ciertas diferencias segin el grado de adaptacién al hospedador (ovino o

caprino) (Wahab y Suhalia, 2007).

Fig. 2. Seccién transversal de un adulto de /. contortus (Wahab y Suhalia, 2007).

Tal y como se refiri6 previamente en el género, la bolsa copuladora de los
machos de H. contortus es muy desarrollada y tiene lobulos laterales alargados
sustentados por radios largos y finos. El pequefio 16bulo dorsal es asimétrico y estd
desviado hacia uno de los l6bulos laterales, estando sustentado por un radio dorsal en
forma de Y. Las espiculas miden de 0,46 a 0,506 mm de longitud, y cada una de ellas
cuenta con una pequeiia lengiieta cerca del extremo distal, terminando en forma de
espolon (Urquhart er al, 2001; Cordero del Campillo, 2000). Estas espiculas tienen
una parte esclerotizada que estd formada por tres estratos compuestos por queratina
y colageno. El eje de cada espicula posee unas alas ventrales y dorsales que se curvan
hacia las correspondientes alas de la otra espicula. Tanto las espiculas como el
guberndculo, una estructura en forma de cufia que se localiza entre las espiculas, son
de naturaleza proteica en su mayoria. La vulva de la hembra de H. contortus esta
cubierta normalmente por un proceso lingiiiforme (solapa vulvar) que suele ser
grande y muy prominente, pero que puede aparecer reducido a una pequeia
prominencia en forma de botén en algunos ejemplares, o incluso presentar una
superficie lisa (Wahab y Suhalia, 2007). La solapa vulvar tiene interés morfolégico y
presenta asociada una glandula hipodermal denominada poro perivulvar (Lichtenfels

et al, 1995).

Los huevos liberados por las hembras tienen forma ovoide, son de cascara fina
y presentan un tamafio que oscila entre 67-85 x 41-48 pm. Salen al exterior con las
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heces en forma de blastula con 16-32 blastémeros (Fig. 3) (Soulsby, 1988; Anderson,
1992).

Fig. 3. Huevo de AH. contortus.

La primera fase larvaria (L1) mide 340-350 um de longitud y presenta un
bulbo esofagico, cola puntiaguda prominente y cavidad bucal tubular. El poro genital
consta de 2 células. El segundo estadio larvario (L2) es algo mayor, con una longitud
de 400-450 pm, y también estd provisto de bulbo esofdgico. Tras la segunda muda la
L2 se transforma en L3, que mide en torno a 754-756 um de longitud y presenta una
vaina, que no es sino la cuticula de la L2. La cola de la larva de tercer estado es de
tamafio medio y puntiaguda, y el extremo anterior estrecho y redondeado. Todas
ellas caracteristicas que se utilizan para diferenciar el género de otros de la
superfamilia (MAFF, 1989). El poro genital de la L3 tiene 16 nucleos, la cavidad
bucal estd elongada pero cerrada anteriormente (Anderson, 1992), y el numero de
células intestinales es de 16 (MAFF, 1989).

El cuarto estado larvario (L4) tiene una longitud de 750-850 ym y presenta
una cdpsula bucal provisional que le permite ingerir sangre. Esta cdpsula es globular
y relativamente profunda, con unas paredes gruesas (MAFF, 1989). Por tdltimo, antes
de evolucionar a estado adulto, el parasito pasa por una fase denominada L5 o
preadulto, que dispone de una cdpsula bucal mas globular y desarrollada que la L4y
caracteres sexuales diferenciados.

10
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2.1.1.3. CICLO BIOLOGICO
2.1.1.3.1. Fase exégena

H. contortus tiene un ciclo bioldgico directo tipicamente tricostrongiloide
(Soulsby, 1988; Urquhart er al, 2001). Los animales parasitados eliminan huevos que
salen al medio junto con las heces del hospedador y alli evolucionan hasta el estado
de L3 (envainada), que es la forma infectante. La infeccién se produce por ingestion
de larvas de tercer estado o L3, cuyo posterior desarrollo hasta el estado adulto se
produce en la localizaciéon final, el abomaso, sin llegar a producir ningtn tipo de
migracion orgénica (Fig. 4) (Urquhart et al, 2001).

Los huevos son
eliminados al medio en

@@ forma de mérula

Los huevos eclosionan y las larvas
evolucionan hasta alcanzar el
estado L3 o forma infectante

Los adultos se localizan en o
abomaso y depositan los huevos RS T
en la luz gastrica ‘J\}

o

El ganado se infecta al
ingerir las L3 del pasto
contaminado

Fig. 4. Ciclo biolégico de H. contortus.

Veglia (1915) llevé a cabo un estudio detallado de este ciclo vital, con especial
atencion al desarrollo de las fases larvarias libres. Las hembras son oviparas y
depositan los huevos normalmente en la cuarta fase celular, siendo capaces de
eliminar entre 5.000 y 10.000 huevos/dia (Cordero del Campillo, 2000). Los huevos
se desarrollan a medida que discurren por el intestino del hospedador y
posteriormente en el medio, siendo aquellos que alcanzan el estado de pre-eclosién
mas resistentes a condiciones adversas como la congelacién o la desecacién (Soulsby,
1988). Segun algunos autores la masa fecal serviria de proteccién frente a las
condiciones ambientales (Zajac, 2006) y la humedad favoreceria la eclosién de los
huevos (O’Connor et al, 2007). Es importante tener en cuenta que, incluso dentro de

11
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condiciones medioambientales aceptables, para cada especie existen evidencias de
adaptaciones locales; asi pues, los huevos de /. contortus de una cepa de Inglaterra,
habituada a unas temperaturas en verano mas frias, se ha demostrado que eclosionan
a temperaturas mas bajas que cepas procedentes de regiones mas templadas (Zajac,
2006). La temperatura éptima para el desarrollo oscila entre 20 y 30°C. En este rango
de temperatura la primera fase larvaria (L1) eclosiona del huevo a las 14-17 horas.
Una hora mas tarde aproximadamente la larva comienza a alimentarse y en 10-12
horas, cuando alcanza una longitud 400-450 pm, sufre la primera muda. El segundo
estado larvario (L2) queda desarrollado a partir de las 60-65 horas después de la
eclosion del huevo. Tanto las L1 como las L2 se alimentan de bacterias antes de
mudar a L3 (Zajac, 2006). El tiempo que tardan en alcanzar el estado de L3 varia con
la temperatura; asi, en veranos calurosos, el desarrollo de las larvas puede tardar 3 6 4
dias, mientras que si los huevos son depositados en primaveras frias, el desarrollo
puede verse retrasado varios meses (Zajac, 2006). Esta fase larvaria se caracteriza por
contar con una vaina que le proporciona gran resistencia frente a distintos factores
ambientales, pero evita que las larvas se alimenten, por lo que una vez que las L3
consumen sus reservas metabdlicas, mueren. Por este motivo, las larvas que
eclosionan en periodos con temperaturas mas bajas cuentan con menos movilidad y
tienden a sobrevivir durante mas tiempo (Zajac, 2006).

Los huevos no se desarrollan si la temperatura es inferior a 4°C, y pueden no
continuar su desarrollo cuando se elevan las temperaturas. Las larvas 3 si sobreviven
a 4°C pero pueden morir a temperaturas altas (75-85°C), asi como en heces en
descomposicion. Las larvas maduras abandonan el contenido fecal y son mas
resistentes a la desecacién, en parte por la presencia de lipidos en las células
intestinales y porque tienden a agruparse. La humedad fecal normal es adecuada para
el desarrollo de la L1 y la L2, pero no para la L3, que necesita de mayor humedad
(O’Connor et al, 2007). Este factor (humedad), y especialmente la lluvia, son muy
importantes para que la L3 abandone la materia fecal para migrar hacia el pasto, por
lo que en tiempos secos un mayor porcentaje de larvas quedard retenida en el
estiércol (Zajac, 2006). Su migracién hacia la hierba no sélo se encuentra afectada
por la humedad, sino también por la intensidad de luz, lo que explica que el nimero
maximo de larvas infectantes se encuentre en el pasto en las primeras horas de la
mafiana y al final de la tarde, cuando la temperatura, humedad e intensidad luminica
son mas favorables. Ademas de la Iluvia, otro factor que favorece la desintegracién
fecal y por tanto la traslacién de las larvas a la hierba es el viento. También existe la
posibilidad de que algunos invertebrados jueguen cierto papel en la dispersiéon del
material fecal por el simple movimiento mecanico del mismo. Sin embargo, estos
mismos elementos pueden jugar un papel negativo sobre la supervivencia del
parasito en el medio. La actividad de escarabajos del estiércol y gusanos de tierra, al

12
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desintegrar el material fecal, también reducen el nimero final de L3 por exposicion
de las L1 y las L2 a la desecacién y a la luz ultravioleta (Cordero del Campillo, 2000).
Las L3 pueden migrar verticalmente y lateralmente aprovechando las gotas de rocio
sobre la hierba, especialmente por la noche, en horas de poca luz y cuando hace poco
viento. La habilidad para moverse se ve afectada por la temperatura del aire, la
humedad del suelo, humedad relativa, e incluso el tipo de forraje (Anderson, 1992;
Zajac, 2006). Se estima que esta movilidad podria ser de hasta 90 cm en grandes
cumulos de heces, aunque en la mayoria de los casos sus desplazamientos no son
superiores a los 10 cm.

2.1.1.3.2. Fase end6gena

A los 30 minutos de su ingestién, aproximadamente, las larvas infectantes
(L3) se desprenden de la vaina por efecto de distintos estimulos del hospedador
(amortiguador bicarbonato-CO:2, CO: gaseoso, etc.). Estos estimulos hacen que la
larva segregue un fluido de muda que actda sobre la vaina provocando su ruptura,
con lo que la larva, ayudada por sus movimientos, puede salir. La pérdida de la vaina
se produce en el rumen y a continuacion las fases larvarias del pardsito migran al
cuajar penetrando entre las glandulas epiteliales gastricas, preferentemente en la
mucosa fundica (Cordero del Campillo, 2000). Estas larvas miden 655-840 ym de
longitud a las 30-36 horas post-infeccién (Anderson, 1992).

Una vez en la mucosa, las larvas mudan otra vez, y se transforman en L4 en el
interior de las glandulas. Estas larvas son capaces de ingerir sangre y causar pequefias
hemorragias a partir de los 3 dias post-infeccién. Después de la tltima muda, a los 9-
11 dias, se transforman en L5 o preadultos, que maduran sexualmente y pasan a
adultos (Anderson, 1992; Cordero del Campillo, 2000). Justo antes de la ultima
muda, las larvas desarrollan una aguda lanceta que las capacita para obtener sangre
de las heridas que provocan en la mucosa. Los adultos machos y hembras se mueven
libremente por la superficie de la mucosa, y en ella se produce la fecundacién. Las
hembras son capaces de poner huevos a partir de los 15 dias post-infeccién, aunque
en algunos casos el periodo de prepatencia se prolonga hasta las 3 semanas
(Anderson, 1992; Urquhart ez al, 2001).

H. contortus tiene la capacidad de detener su desarrollo en el estado L4 y se
considera como uno de los recursos primarios para la supervivencia durante periodos
con climatologia adversa (Anderson, 1992). Este aspecto se aborda con mayor
profundidad en el apartado de epidemiologia.

13
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2.1.2. EPIDEMIOLOGIA

H. contortus es un parasito que tiene distribucién mundial y se puede hallar
parasitando a los pequefios rumiantes de distintas zonas y climas del mundo. En
Estados Unidos de América, se ha estimado que el 74% de las ovejas se encuentran
parasitadas por vermes gastrointestinales, siendo /. contortus la especie mads
importante (Zajac, 2006). En zonas geograficas con climas tropicales como Nigeria, se
ha citado una prevalencia del 64,3% (Behnke er al, 2006), y en dreas de climas
subtropicales de América Central se ha observado que un 3,6 % del total de larvas
encontradas en el pasto son de H. contortus (Abarca, 1990); en nuestro entorno mas
cercano, considerado también como de clima subtropical (isla de Gran Canaria,
Espafia), la prevalencia se ha estimado en un 15,2% (Molina et al, 1997). Una
prevalencia similar se ha registrado en la Peninsula Ibérica, con valores en torno al
15-20% en granjas de ovinos del Valle del Ebro (Uriarte er al, 2003). En ciertas
regiones de Turquia (con un clima similar a la Peninsula Ibérica), la prevalencia del
parasito es cercana al 40% (Altas et al,, 2009). H. contortus se ha encontrado también
con una elevada prevalencia en zonas climdticas tan distintas como Zimbabwe, de
clima semiarido (Pandey er al, 1994), o Suecia, donde la temperatura media anual
ronda los 7-8°C (Lindqvist et al, 2001), y en dreas geograficas tan dispares como
China (Wang er al, 2006), la Pampa Oeste de Argentina (Sudrez y Busetti, 1995) o
India (Tariq ez al, 2008a).

En cualquier drea geografica (tropical, subtropical o templada), el estudio de
los aspectos epidemioldgicos de una enfermedad parasitaria permite realizar una
estimacién de disponibilidad estacional de las larvas, las variaciones de la carga
parasitaria, asi como de las fuentes de contaminacién (Urquhart et al, 2001; Cordero
del Campillo, 2000), sin olvidar que el crecimiento de la poblacién en el hospedador
y, consecuentemente, el aumento de la excreciéon de huevos, estdn sujetos a factores
como la disponibilidad de larvas infectantes en el pasto, a la inhibicién del desarrollo
larvario y al estado inmunitario de los animales (Cordero del Campillo, 2000).

Fuera del hospedador, el desarrollo y la supervivencia dependen, sobre todo,
de la temperatura y la humedad, como quedé recogido en el apartado anterior. Las
bajas temperaturas retrasan el desarrollo, ademas de producir una elevada mortalidad
en etapas tempranas de la fase larvaria de vida libre, limitandose de este modo la
evolucién (O'Connor er al, 2006); de hecho, por debajo de 12°C se detiene el
desarrollo. A pesar de ello H. contortus puede completar su ciclo bioldgico en
regiones del norte de Europa como Suecia (Waller y Chandrawathani, 2005), donde
la infeccién parece mantenerse gracias a los rebafios de ovejas que permanecen
estabulados durante la época invernal (Waller ez al, 2006). A medida que aumenta la
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temperatura, aumenta también la velocidad del desarrollo, hasta alcanzar un
desarrollo éptimo a los 26-27°C, temperatura a partir de la cual empezarian a morir
las larvas (Cordero del Campillo, 2000). La humedad también se considera un factor
limitante, puesto que en general se requiere un minimo del 96% de humedad
relativa para el desarrollo larvario; de hecho, se ha observado que la frecuencia y la
gravedad de los brotes de haemonchosis estin muy ligados a periodos con una
elevada pluviosidad (Urquhart et al, 2001; Cordero del Campillo, 2000). La radiacién
ultravioleta en ciertas dosis parece jugar también un papel importante en la
epidemiologia de estos parasitos, y en este sentido se ha observado que en ciertas
zonas la poblacién en el pasto desciende en primavera cuando la intensidad de la
radiacién solar aumenta rdpidamente (van Dijk e al, 2009). Una vez que la larva es
infectante, la temperatura y la humedad son factores menos limitantes. En general,
las L3 son bastante resistentes, pudiendo sobrevivir un tiempo variable que oscilaria
entre el mes y los tres meses (Urquhart et al, 2001), tal y como se indicé al describir
el ciclo biolégico.

En dreas tropicales y subtropicales, la aparicién de brotes de haemonchosis
aguda clinica podrian verse determinados por otros factores, como una elevada
presencia de huevos en heces (entre 2.000 y 20.000 huevos por gramo de heces)
susceptibles de transformarse rapidamente en poblaciones de L3 en el pasto, y, por
otro lado, la dificultad de los hospedadores infectados por H. contortus para
desarrollar una inmunidad efectiva (Urquhart et al, 2001).

En ciertas zonas con este tipo de clima, la supervivencia de los parasitos esta
también asociada con la capacidad de hipobiosis de las larvas de H. contortus.
Aunque se desconoce el estimulo para desencadenar este fendémeno, la hipobiosis
ocurre al inicio de una prolongada estacién seca y permite al parasito sobrevivir en el
hospedador como L4 inhibida en lugar de madurar y producir huevos que no se
desarrollarian en el pasto arido (Urquhart ez al, 2001). Parece que la capacidad de
inhibicién del desarrollo es un caricter heredable, por lo que se considera una
adaptacién del parasito a la resistencia del hospedador, a factores ambientales
adversos, o ambos a la vez (Cordero del Campillo, 2000). Durante este arresto
larvario se forman unos cristales cilindricos en las células intestinales. Se desconoce
la funcidn de estos cristales, pero se sabe que desaparecen con el posterior desarrollo
de las larvas (Anderson, 1992). Por su parte, en regiones semidridas el desarrollo se
ve limitado por la desecacidn, siendo entre los meses de mayo y septiembre cuando
los pastos presentan un nivel mds alto de infeccién (Sissay ez al, 2007), debido a la
reactivacion del desarrollo de las L4 tras las lluvias de los meses de junio, julio y
agosto. El desarrollo de las larvas hipobidticas continda justo antes del inicio de las
estaciones lluviosas de noviembre y diciembre también en Sudafrica (Sterkfontein),
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donde el tipo de clima es tropical seco (Taylor et al, 2005). Lo mismo ocurre en
zonas de clima tropical lluvioso, como en Kenia, donde, tanto el ganado caprino
como el ovino muestran un claro patrén estacional con altos niveles de infeccidon
durante las dos principales estaciones de lluvias, especialmente en marzo, abril y
octubre (Nginyi et al, 2001). En relacién con este patrén estacional se ha observado
que en regiones semidridas del mismo pais existe un mayor numero de las larvas
hipobiéticas en los meses de verano (Gatongi er al., 1998).

En dreas geograficas con climas templados las condiciones ambientales en
determinadas épocas del afio son, en general, menos favorables para la supervivencia
de H. contortus, y la epidemiologia es diferente a la de zonas tropicales. En estas
zonas las infecciones se desarrollan normalmente en dos circunstancias. En una de
ellas, y probablemente la mds comun, acontece el denominado ciclo sencillo anual,
donde las larvas infectantes que se han desarrollado de los huevos depositados en
primavera son ingeridos por el hospedador a principios de verano, y la mayoria de
ellas se inhiben en el abomaso como L4 sin completar el desarrollo hasta la
primavera siguiente. En Inglaterra, por ejemplo, durante el mes de agosto ya hay un
numero significativo de larvas quiescentes en los ovinos. Este numero puede
alcanzar el 80% en septiembre y el 100% de octubre a marzo (Connan, 1971). En el
nordeste de Inglaterra, la inhibicidén puede empezar en julio (57%), y puede llegar al
100% en septiembre. Por su parte, en ciertas regiones de Espaiia (Valle del Ebro) se
han encontrado poblaciones que presentan larvas inhibidas con valores del 70% en
los meses de enero y febrero (Uriarte er al, 2003). En estas circunstancias, la
maduracién de las larvas hipobidticas se encuentra ligada en muchos casos a brotes
agudos de haemonchosis. Otra posibilidad de que aparezcan signos clinicos puede
acontecer a finales de verano en corderos infectados a partir de pastos contaminados
con larvas que no realizaron la hipobiosis al inicio del verano (Urquhart et al, 2001;

Cordero del Campillo, 2000).

La hipobiosis también se ha observado en climas frios (Suecia), donde casi el
100% de las L4 detienen su desarrollo durante las épocas con temperaturas mas bajas,
y no es sino hasta el préoximo verano cuando empieza a aumentar el nimero de
parasitos (Waller er al, 2004a). La exposicién previa también es un factor que
influye en el fendmeno de hipobiosis (Cordero del Campillo, 2000); asi, la retencién
larvaria es mas evidente en ovejas (inicialmente libres de parasitos) que se mantienen
en pastos contaminados frente a ovejas libres de parasitos introducidas
posteriormente en el rebafio (Uriarte et al, 2003). Este retraso en el desarrollo
también parece ayudar a evadir el efecto antihelmintico de algunos productos como
el levamisol (Sargison et al., 2007).
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En regiones de veranos lluviosos y con inviernos suaves, la presencia de larvas
en el pasto tiende a incrementarse a finales de primavera, alcanzando un maximo en
la segunda mitad del verano. Durante el invierno los niveles de supervivencia suelen
ser bajos por lo que el numero de larvas en el pasto decrece (Wharton, 1982;

Soulsby, 1988).

Otro fendmeno epidemiolégico importante de las trichostrongylidosis en
general, y que también afecta a la especie que nos ocupa, es el incremento de la
eliminacién fecal de huevos en el periparto, y el consiguiente riesgo de
contaminaciéon para otros animales. Este fendmeno, que se ha observado
fundamentalmente en primavera coincidiendo con la época de partos, parece mas
relacionado con los hospedadores que con el medio. Existen evidencias que indican
que es el resultado de una ruptura inmunitaria temporal que puede estar relacionada
con los cambios endocrinos que acontecen en este periodo (Cordero del Campillo,
2000), probablemente asociados con la secreciéon de prolactina (Plociriski er al,
2007). En ciertos estudios en razas de cabras criollas en tropicos humedos, se ha
seflalado incluso que el recuento de huevos en heces es mayor en hembras
primiparas que en multiparas, y en hembras con una mayor fecundidad que en
aquellas con una sola cria (Mandonnet et al, 2005). Por ultimo, en zonas frias como
Suecia, H. contortus ha evolucionado de tal manera que no s6lo detiene su desarrollo
como L4 en el hospedador, sino que reactiva su ciclo vital cuando llega la época de
partos, siendo este fendmeno necesario para poder completar su ciclo biolégico

(Waller et al, 2004a).

2.1.3. PATOGENESIS

La principal caracteristica patologica de la infeccién por Haemonchus sp. es la
anemia. Tanto los adultos como las larvas de cuarto y quinto estado de /. contortus
en pequefios rumiantes y de H. placei en vacas son hematéfagos, considerandose
responsables de lesiones hemorragicas en el cuajar. La pérdida media de sangre se ha
calculado en 0,05 ml por parasito y dia, tanto por la ingestién del pardsito como por
lo que se pierde al sangrar la herida, de modo que un hospedador parasitado con
5.000 adultos de H. contortus podria perder alrededor de 250 ml de sangre al dia. La
sangre aparece en las heces a los 6-12 dias de la infeccién (Clark er al, 1962). Sin
embargo, en condiciones naturales, /. contortus coexiste normalmente con varias
especies de nematodos parasitos diferentes con mecanismos de acciéon patogena
distintos y localizaciones en diversos tramos del tracto gastrointestinal. La accion
patogena total, cuya gravedad depende principalmente de la edad del hospedador y
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de la intensidad de la infeccidn es, al menos, la suma de la accién patégena de cada
una de las especies que se ven implicadas (Cordero del Campillo, 2000).

Mediante técnicas de marcaje de eritrocitos con isétopos Cr®' y Fe>’, Dargie y
Allonby (1975) estudiaron el desarrollo de la anemia en ovinos infectados con A.
contortus (haemonchosis aguda), demostrando que ésta se produce en tres fases. En
la primera, a los 7-25 dias post-infeccién, el volumen corpuscular medio (VCM) de
animales infectados desciende rapidamente del 33 al 22%, mientras que el hierro
sérico permanece normal. Esta rapida caida del VCM se debe al periodo que
transcurre entre la pérdida de sangre y la activacion del sistema eritropoyético del
hospedador para compensar la pérdida. En una segunda fase, que dura de 6 a 14
semanas, el VCM se mantiene estacionario, aunque mas bajo de lo normal, a pesar de
la continua pérdida de sangre, ya que los animales infectados la compensan mediante
un incremento en la produccién de eritrocitos (aproximadamente triplicada).
Durante este periodo hay un incremento del hierro plasmatico y un descenso del
hierro en heces. Los animales afectados tienen limitada su capacidad de reabsorcién
de hierro intestinal, que suele caer hasta aproximadamente un 10%. Por tultimo, se
produce una grave deplecion de las reservas de hierro; el ganado afectado muestra
pérdida de hierro sérico, asi como de las reservas en médula ésea y comienza asi la
tercera fase, caracterizada por una rapida pérdida del VCM, como resultado de la
dishematopoyesis debida a la deficiencia férrica (Soulsby, 1988; Urquhart er al,
2001).

No obstante, la accién patégena de Haemonchus comienza a ser patente ya
con la presencia de las L3, que son capaces de provocar alteraciones en la
permeabilidad de la mucosa abomasal (Dakkak er al, 1981). Los estados tempranos
larvarios también se ha demostrado que pueden inducir cambios en la actividad
secretora del abomaso, aunque mucho menores que los producidos posteriormente
por los adultos (Simpson et al, 1997). La penetracién y crecimiento de las larvas en
el interior de la mucosa originan dilatacién y protrusién de las glandulas gastricas;
estas glandulas serdn reemplazadas mas tarde por células no diferenciadas (Cordero

del Campillo, 2000).

Al salir las primeras larvas de la mucosa, entre los 17-21 y los 35 dias de la
infeccion, se aprecian alteraciones en las glandulas circundantes a las parasitadas. La
salida del parasito produce lisis en las células epiteliales del borde superior de las
glandulas, estimulando la rdpida divisién celular y originando una marcada
hiperplasia con engrosamiento de la mucosa, edema submucoso y aumento de células
plasmaticas. Los espacios intercelulares epiteliales se encuentran dilatados y los
complejos de unién entre las células desaparecen (Cordero del Campillo, 2000).
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La separacion entre células da lugar a un aumento de la permeabilidad, que
explica parte de la patogenia de estos procesos. Asi, la alteracién de la integridad de
la capa mucosa del abomaso conduce a la modificacién de la Diferencia del Potencial
Transmural (DPT) — potencial eléctrico a través de la pared gastrica — y de la
concentracion intraluminal de iones. Se ha observado que a los 30 minutos que
siguen a la infeccién se produce un fuerte aumento de la DPT con variaciones en la
concentraciéon de los iones (incremento en la concentracién de iones HCOs que
contribuye al aumento del pH gastrico), lo que da lugar a la disminucién de la
secrecién de HCI y, como consecuencia, a un aumento del pH gastrico. En un
principio se pensé que este aumento de pH se debia a la destruccién de células
parietales de la mucosa por los parasitos, pero se ha visto que existe una rapida
recuperacion de los valores normales tras una desparasitacion, mucho antes de que se
pueda alcanzar la normalidad celular. Algunos autores proponen que existe una
activacion de la secrecién dcida en los lugares donde los vermes no tienen una accién
directa, posiblemente inducido por la accién de la gastrina. También se considera
que la inhibicién de la secrecién de HCI podria estar producida por un factor gastrico
de origen desconocido que se ha relacionado con la presencia del verme adulto
(Cordero del Campillo, 2000).

De cualquier manera, el aumento del pH repercute negativamente en la
digestién proteica porque el pepsindgeno no se transforma en pepsina (Ambrosi,
1995). Lo mismo que ocurre en otras trichostrongylidosis, el resultado final de estas
alteraciones es la disfuncién del proceso digestivo, que suele acompafarse de una
pérdida del efecto bacteriostatico del pH gastrico y, por tanto, un aumento del
numero de bacterias, lo que favorece la aparicion de diarreas. También se ha
observado un aumento de la sintesis de gastrina, que lleva asociado a su vez un
aumento de la contractilidad del cuajar y del peristaltismo intestinal (Cordero del
Campillo, 2000). La hipergastrinemia y el aumento del pH abomasal ocurren al
mismo tiempo, si bien la gastrina sérica sigue aumentando tras la restauraciéon de los
valores normales de pH (Simpson er al, 1997). La génesis del aumento del
pepsindgeno plasmatico en H. contortus no esta muy clara atin. Se acepta la teoria
segun la cual las lesiones y alteraciones funcionales de la mucosa del cuajar,
principalmente a nivel glandular, limitarian la secrecién del HCI, reduciéndose la
transformacién del pepsindgeno en pepsina, y facilitando el paso de macromoléculas
-como el pepsindgeno- al torrente circulatorio a través de los complejos de unién
entre las células endoteliales y epiteliales dafiadas. Por otro lado, estudios mas
recientes afirman que no es necesaria la invasién de la mucosa para que se eleve el
pepsindgeno plasmatico, pues los valores se elevan ya a las 24-48 horas de la
infeccion. Parece que los pardsitos inducen un incremento en el nimero de células
zimdgenas y en consecuencia un aumento de la secrecién de pepsindgeno, el cual se

19



2. Revision Bibliogrdfica

verteria directamente en la circulacién sanguinea (Scott et al, 1998). La hiperplasia
de células mucosas podria mantener la secreciéon de pepsindégeno en animales
infectados, incluso si las células principales tienen reducida su viabilidad (Scott et aZ,
1998). Sin embargo, otros autores han sefialado que no en todas las parasitaciones por
H. contortus se eleva el nivel del pepsindégeno plasmatico, aunque si el pH abomasal
y la gastrina sérica. Ademads, en los animales en los que si ocurre un aumento del
pepsindgeno en sangre, éste no precede a las variaciones de otros parametros como
ocurre en la hiperpepsinogenemia de las infecciones por Ostertagia spp. (Simpson et

al, 1997).

También se ha considerado que algunos productos de excrecién/secrecién de
H. contortus pudieran estar implicados en la inhibicién del acido gastrico, en la
vacuolizacion de células epiteliales y en la pérdida de células parietales (Przemeck et
al, 2005). Estos productos sdlo serian producidos por los adultos y no por las fases
larvarias (Simpson et al, 1997). También actuarian indirectamente sobre las células
denominadas ECL (enterochromaffin-like), bien induciendo la aparicién de procesos
inflamatorios, o perturbando el sistema de defensa de la mucosa gastrica. La
inflamacién contribuiria al aumento de la concentraciéon del pepsinégeno plasmatico
y también podria incrementar la secrecién de gastrina (Simpson, 2000).

Los animales infectados pierden gran cantidad de proteinas séricas a través
del tracto gastrointestinal, habiéndose citado pérdidas fecales medias de plasma de
210 a 340 ml/dia, estimadas mediante la pérdida de polivinilpirrolidona marcada con
I8! (Dargie, 1975). No obstante, la concentracién de albumina sérica puede
permanecer en su nivel normal durante varias semanas, lo que puede estar asociado
con un notable incremento de la sintesis albuminoidea que se produce hasta que las
reservas metabdlicas del animal se agotan (Soulsby, 1988).

A partir del dia 35 post-infeccién (p.i.), hay un retorno a la normalidad
estructural y funcional de la mucosa gastrica, que empieza a hacerse evidente hacia
el dia 63-70 p.i. Las células de las glandulas adyacentes a las parasitadas van
recuperando su estructura tipica, mientras que las glandulas parasitadas contintian
revestidas por el epitelio cilindrico de células mucosas (Cordero del Campillo, 2000).

2.1.4. SIGNOS CLINICOS

La aparicién de signos clinicos estd asociada con la influencia de factores
relacionados con el propio pardsito (ciclo enddgeno, habitos alimentarios y dosis
infectante) asi como del hospedador (edad, receptividad, estado nutritivo, estado

20



2. Revision Bibliogrdfica

inmunolégico), siendo, en general, la anemia el signo clinico mas importante (Fig. 5)

(Dargie y Allonby, 1975; Scala, 2006).

Fig. 5. Mucosa palida en ovino debido a la anemia provocada por H. contortus.

Otra de las alteraciones mas caracteristicas, tanto en infecciones por H.
contortus como en las producidas por otros tricostrongiloideos, es la
hipoproteinemia (Abbott et al, 1988), con un marcado descenso de la albumina
sérica (Abbott et al, 1986; Scala, 2006). En general, se describe un incremento en la
fraccion gamma-globulina, relacionada con la respuesta inmunitaria, lo que unido a
la hipoalbuminemia origina una disminucién en el cociente albumina/globulinas

(Cordero del Campillo, 2000).

Son frecuentes también la anorexia y consiguiente reduccién del consumo de
alimento, posiblemente debido al dolor gastrico que origina la parasitacién, sin que
se descarte una reduccion del apetito a nivel del sistema nervioso central producida
por productos excretados-secretados por el pardsito (Abbott er al, 1988; Miller y
Horohov, 2006).

Comunmente, se considera que la haemonchosis puede manifestarse
siguiendo tres tipos de cursos clinicos: hiperagudo, agudo y crénico (Soulsby, 1988;
Urquhart et al, 2001).
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Haemonchosis hiperaguda o sobreaguda: es poco comun, pero puede ocurrir
en animales susceptibles y expuestos a una infeccién masiva de hasta 30.000 vermes;
por ejemplo en animales muy jovenes durante su primer afio de pastoreo. El enorme
numero de pardsitos provoca un rapido desarrollo de la anemia, eliminacién de heces
de color oscuro y una muerte stbita (Miller y Horohov, 2006) debido a la pérdida de
sangre. El cuadro suele estar acompafiado de una gastritis hemorragica intensa y
puede producir la muerte del animal incluso durante el periodo prepatente.

Haemonchosis aguda: se observa principalmente en animales j6évenes
susceptibles con infecciones menos intensas que en la haemonchosis sobreaguda. La
anemia puede aparecer muy rapidamente, pero permite que se desarrolle una
respuesta eritropoyética. La anemia producida en este caso es menos intensa y va
acompafiada de hipoproteinemia y edema (submandibular o ascitis), letargia, heces
oscuras, y también puede desencadenar la muerte de los animales afectados. Los
recuentos de huevos fecales observados en estos casos suelen ser elevados (mas de
100.000 por gramo de heces). Los animales afectados muestran en la necropsia edema
generalizado y anemia, pudiéndose obtener recuentos de 1.000 a 20.000 pardsitos en
el cuajar, que causan numerosas y pequefas lesiones hemorragicas. El contenido del
abomaso es fluido y de color pardo oscuro debido a la presencia de sangre digerida.

Haemonchosis crénica: es muy comun y de considerable importancia
econdmica, llegado a ser tan relevante como la haemonchosis aguda en areas
tropicales. Suele ser frencuente en estaciones secas prolongadas donde la reinfeccion
no tiene especial importancia, pero en las que el pasto es muy deficiente en
nutrientes. La enfermedad se produce por la infeccién crénica con un numero bajo
de parasitos (100-1.000) y suele asociarse a una morbilidad del 100% y a una
mortalidad baja. Los animales afectados estan débiles, puede haber caida de la lana
en ovejas, sintomas de agotamiento y emaciacién (Scala, 2006). La anemia y la
hipoproteinemia podrian llegar a ser graves, dependiendo de la capacidad de
regeneracién eritropoyética del animal, sus reservas de hierro y las reservas
metabdlicas nutricionales del hospedador, pero por lo general no suele haber anemia
grave ni edemas manifiestos. Los recuentos fecales pueden ser en ocasiones menores
de 2.000 huevos por gramo de heces. En el examen post-mortem se observan gastritis
hiperpldsica y alteraciones crénicas de la médula dsea.

Como en otras nematodosis gastrointestinales la haemonchosis tiene un
efecto importante sobre los parametros productivos. Se reduce la ganancia diaria de
peso, el crecimiento (Abbott et al, 1988; Bricarello er al, 2005) y la producciéon
lictea o de lana (Cordero del Campillo, 2000). Ademds, como ocurre en otras
enfermedades parasitarias, estas infecciones favorecerian el desarrollo de una serie de
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reacciones en el hospedador que pueden traducirse en enfermedades secundarias o
incluso la muerte (Biffa et al, 2007).

2.1.5. LESIONES

Los signos post-mortem observados en los animales parasitados por H. contortus
varian dependiendo del tipo de cuadro clinico desarrollado. En general, las
membranas mucosas y la piel estan palidas, la sangre tiene un aspecto acuoso y los
6rganos internos estan intensamente palidos (Nettles er al, 2002). Con frecuencia
hay hidrotérax, fluido en el pericardio y ascitis, asi como una gran caquexia y
sustitucion de la grasa tisular por un tejido gelatinoso de color marrén brillante; este
tejido es fragil y muestra degeneracion grasa. El cuajar contiene ingesta pardo-rojiza,
y un gran numero de gusanos que se mueven activamente si el cadaver estd todavia
caliente. La mucosa aparece hinchada y cubierta de pequefias marcas rojizas
(petequias), producto de las erosiones producidas por los parasitos. A los 35 dias de la
infeccion ya se observan pequeiias ulceras con hemorragias capilares. En ocasiones se
observan tlceras superficiales de bordes irregulares en las que se encuentran fijados
por su extremo anterior gran numero de gusanos, y no es infrecuente que se pueda
llegar a producir una fuerte gastritis hemorragica (Urquhart ez al, 2001).

Las lesiones microscopicas han sido tratadas con detalle en el capitulo 2.1.3.
Patogénesis. Lo mas destacado son las alteraciones en las gldndulas circundantes a
aquellas afectadas por los nematodos gastricos; en ellas se produce una rapida
division celular que origina una marcada hiperplasia, con engrosamiento de la
mucosa, edema submucoso, asi como un aumento del numero de células plasmaticas.
Los espacios intercelulares epiteliales se encuentran dilatados y los complejos de
union entre las células desaparecen (Cordero del Campillo, 2000).

2.1.6. DIAGNOSTICO

Debe realizarse en base a los datos clinicos, al historial epidemioldgico, asi
como a distintos andlisis de laboratorio.

2.1.6.1. DATOS CLINICOS Y EPIDEMIOLOGICOS

Es dificil debido a que las manifestaciones mas frecuentes (diarrea,
adelgazamiento, anemia) pueden aparecer en otros procesos, parasitarios o no. Aun
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asi, estos signos pueden orientar y aportan informacién valiosa si los relacionamos
con los datos epidemioldgicos.

Se puede sospechar de infecciones intensas por nematodos cuando en una
explotacién ganadera se aprecian signos relacionados con trastornos
gastrointestinales, animales en mal estado, anoréxicos e incluso muertes esporadicas.
La anemia que provoca Haemonchus, sobre todo en animales jovenes, puede estar
asociada en ocasiones con altos indices de mortalidad y puede ser de utilidad para el
diagnéstico de esta parasitosis, aunque siempre requiere de confirmacién laboratorial

(Soulsby, 1988; Cordero del Campillo, 2000).

Durante los ultimos afios se estd poniendo en practica en zonas endémicas la
utilizaciéon de métodos basados en el grado de palidez de las mucosas (FAMACHA)
para estimar el grado de infeccién por H. contortus. La utilizacién de este método
podria contribuir a identificar aquellos animales con cargas parasitarias mas elevadas,
con lo que se podria racionalizar el uso de antihelminticos en términos econdmicos,
a la vez que dificultar la aparicién de resistencias debido al excesivo uso de estos
productos (van Wyk y Bath, 2002).

2.1.6.2. ANALISIS DE LABORATORIO

Es imprescindible para establecer un diagndstico asertivo. Sin embargo, este
diagnéstico debe ir acompaiiado de datos clinicos y epidemioldgicos, puesto que
ninguna prueba laboratorial disponible tiene por si sola un valor determinante.

Tradicionalmente, la confirmaciéon de la infecciéon por H. contortus se ha
realizado mediante estudios coproldgicos, estimandose que seria necesario analizar
un 10% del numero total de cabezas de la explotaciéon para obtener una adecuada
estimacion del grado de infeccién (Ballweber, 2006).

El procedimiento mas comunmente usado para detectar huevos fecales de A.
contortus es la técnica de concentracion por flotacién, que se basa en la capacidad de
los huevos del parasito para flotar en soluciones concentradas de azucar, cloruro
sddico, sulfato de zinc, sulfato magnésico o nitrito de sodio.

La morfologia de los huevos de H. contortus es similar a la de otros géneros
de la misma familia Trichostrongylidae (Ostertagia sp., Trichostrongylus sp., etc.)
por lo que un diagndstico certero debe ir precedido de cultivos fecales y observacion
de las caracteristicas morfolédgicas de las L3 (Cordero del Campillo, 2000).
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En ocasiones es necesario realizar un andlisis cuantitativo de las muestras
fecales, como indicador de la carga parasitaria. Para ello se han descrito varios
procedimientos como la técnica de la doble centrifugacion, el método de Stoll
modificado y la técnica de McMaster, siendo esta dltima la mas usada (MAFF, 1989;
Ballweber, 2006).

Algunos autores proponen como método diagndstico la determinacién del
valor del pepsindgeno sanguineo (Cordero del Campillo, 2000), aunque ciertos
estudios demuestran que no siempre existe un aumento en el pepsindgeno
plasmatico en los animales parasitados por /. contortus (Simpson et al., 1997).

2.1.6.3. ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

Este método de diagnéstico incluye el estudio tanto de las lesiones generales
(anemia, ascitis, adelgazamiento, caquexia) como de las locales (gastritis),
corroborado con la visualizacién de los vermes adultos en el cuajar. Es una forma de
diagnéstico sencilla, pero también tiene sus inconvenientes. Por ejemplo, en ovejas
que acaban de experimentar el fendmeno de la autocura, o estdn en fase terminal de
la enfermedad, la mayor parte de los parasitos pueden haber desaparecido del
abomaso (Cordero del Campillo, 2000; Urquhart et al, 2001). En otros casos, la
muerte puede sobrevenir en ausencia de un numero abundante de vermes en la luz

del abomaso, a consecuencia de la accién patégena ejercida por las formas inmaduras
(Miller y Horohov, 2006).

2.1.6.4. DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Otros métodos que se han considerado en el diagndstico de la haemonchosis y
otras parasitosis gastrointestinales han sido distintos métodos serolégicos, entre los
que cabria destacar algunos test inmunoenzimaticos (ELISA), tanto para detectar
reacciones seroldgicas frente a antigenos somdticos como frente a productos de
excrecién/secrecion de H. contortus (Schallig et al, 1995b; Li er al, 2007; Prasad et
al, 2008), bien en forma de antigenos circulantes (en muestras de suero, orina o
leche) (Petit er al, 1981) o, incluso, como coproantigenos (Derbala y el-Rahman,
2001). Entre los inconvenientes observados en su utilizaciéon destacan la dificultad
para detectar infecciones primarias (Gill, 1991), o la aparicion de reacciones cruzadas
con otros tricostrongilidos (Anderson et al, 1989; Cuquerella er al, 1994). Para
evitar las reacciones cruzadas (especialmente frente a 7eladorsagia circumcincta), se
han llevado a cabo distintos estudios en los que se ha analizado la respuesta
seroldgica frente antigenos especificos de vermes adultos o larvas 4 de H. contortus,
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tanto en ganado ovino (Schallig er al, 1994; Gémez-Muiloz et al, 1996; Gémez-
Muiioz et al., 2000) como en caprino (Molina et al, 1999).

2.1.6.5. OTROS METODOS

Algunos autores han conseguido diferenciar la presencia de huevos fecales de
H. contortus de diversos trichostrongilidos mediante la utilizacién de algunas
lectinas como marcadores. Asi, la aglutinina de cacahuete se ha observado que se une
de forma especifica a la superficie de los huevos de H. contortus. (Palmer y

McCombe, 1996).

La determinacion de sangre oculta en las heces ha sido utilizada también
como método para determinar la severidad de la infeccién por H. contortus, a partir
de un test denominada FBO (faecal occult blood). Sin embargo, este test podria dar
muchos falsos positivos debido a que la presencia de sangre en las heces es
compatible con otras infecciones parasitarias como la fascioliosis, coccidiosis o
enfermedades de origen bacteriano (Colditz y Le Jambre, 2008).

También mediante PCR en tiempo real, utilizando sondas especificas del tipo
TagMan MGB (TagMan minor groove binder probes) para el ITS2 (second internal
transcriber spacer) de la unidad de transcripcién de ADN ribosémico, se han
conseguido diferenciar entre las larvas de los principales nematodos
gastrointestinales de rumiantes. Mediante este método, se ha llegado a observar una
alta correlacion (84%) entre los resultados obtenidos y las caracteristicas
morfoldgicas de las larvas observadas tras coprocultivos, por lo que se ha propuesto
como una herramienta de diagndstico fiable, rapida y adecuada para el diagndstico
de infecciones mixtas por nematodos gastrointestinales en rumiantes (von Samson-
Himmelstjerna er al, 2002; Siedek er al, 2006). También se ha considerado la
combinacidén de técnicas microscépicas y moleculares (PCR a partir de ADN aislado
de los huevos del pardsito) para la diferenciacion de géneros de la familia
Trichostrongylidae (H. contortus, Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus sp.,
Cooperia  oncophora, QOesophagostomum columbianum, QOesophagostomum
venulosum'y Chabertia ovina) a partir de muestras fecales (Bott ez al, 2009).

2.1.7. TRATAMIENTO

Actualmente, el control y la profilaxis de las trichostrongylidosis pasa por
contemplar un conjunto de acciones que combinan los tratamientos antihelminticos
estratégicos con practicas de pastoreo que limiten los riesgos de infeccion. Estas
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medidas deberian disefiarse de forma especifica de acuerdo con los sistemas de
explotacién y las condiciones climaticas (Cordero del Campillo, 2000).

2.1.7.1. ANTIHELMINTICOS SINTETICOS

Los fairmacos que se utilizan actualmente pertenecen a los siguientes grupos
farmacoldgicos: benzimidazoles y probenzimidazoles, imidazotiazoles, lactonas
macrociclicas y organofosforados.

2.1.7.1.1. Benzimidazoles y probenzimidazoles

Todos se administran por via oral. Se absorben rapidamente, alcanzando en 2-
3 horas los niveles plasmadticos mads altos. Los que mas se utilizan en los rumiantes
son el albendazol y el oxfendazol (Ostlind er al, 2006), ademas de otros como el
oxibendazol, parbendazol, mebendazol, fenbendazol, cambendazol y thiabendazol
(Lyons ez al, 1993).

Este grupo de firmacos quimicamente relacionados comparte los siguientes
mecanismos de accién (Alvarez-Sanchez et al, 2006):

* Inhibicién de la polimerizacién microtubular del parasito (unién a la B-
tubulina).

* Alteracién en el aparato reproductor de los helmintos.

* Otros: inhibicién de la rodoquinol fumarato reductasa, con el consiguiente
desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa.

Dentro de los probencimidazoles se encuentra el netobimin, muy soluble en
agua, por lo que se puede administrar via oral o subcutanea. Se utiliza en ovinos por
via oral frente a vermes adultos, estadios larvarios y larvas inhibidas de los
nematodos gastrointestinales; incluso presenta actividad ovicida (Cordero del

Campillo, 2000).
2.1.7.1.2. Imidazotiazoles

Dentro de este grupo farmacoldgico se encuadra el tetramisol y el levamisol,
conocidos por su eficacia frente a las formas adultas de distintas especies de
nematodos gastrointestinales de los rumiantes (Ostlind ez al, 2006), pero no frente a
los estados larvarios (menos del 80% de efecividad).
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El mecanismo de accidn que ejerce en los nematodos se manifiesta sobre los
canales idnicos de los receptores nicotinicos de acetilcolina, permitiendo la entrada
de calcio y favoreciendo la apariciéon de una contraccién y pardlisis espastica que
impide su permanencia en el tracto gastrointestinal (Martin y Robertson, 2007).

2.1.7.1.3. Lactonas macrociclicas

Dentro de este grupo se encuentra la ivermectina, firmaco que a dosis muy
bajas (0,2 mg/k.p.v.) suele presentar una efectividad del 100% (Ostlind er al, 2006).
También se clasifica en este grupo la doramectina que, administrada a la misma dosis
en cabras, es efectiva frente a la haemonchosis, y su efecto persiste entre los 14-25
dias post-tratamiento (Molina et al, 2005). Este mismo compuesto en ovino también
se ha mostrado eficaz frente a otros nematodos gastrointestinales como 7eladorsagia
circumcincta, Nematodirus battus, Nematodirus filicollis, Oesophagostomun
venulosum, y Trichuris spp. (Dorchies et al, 2001). Ambos farmacos se administran
por via oral o parenteral, con una eficacia elevada frente a adultos y estados larvarios,
incluso en hipobiosis. Ademas, son eficaces frente a ectoparasitos. Sin embargo, el
periodo de supresién es muy alto ya que se mantiene circulando al menos durante 2
semanas. Para carne, el periodo de supresién alcanza los 21 dias, y no se pueden
administrar en ganado lechero (Cordero del Campillo, 2000).

Otro farmaco perteneciente a este grupo es la eprinomectina, cuya eficacia se
ha demostrado frente a nematodos gastrointestinales tanto en cabras como en ovejas.
En cabras, mediante aplicaciones “pour-on” a dosis de 500 pg/k.p.v., resulta eficaz
frente a 7eladorsagia circumcincta, Haemonchus. contortus y Trichostrongylus
colubriformis (Hoste et al., 2004), si bien su persitencia se ve aumentada a una dosis
de 1000 pg/k.p.v, prolongdndose su efecto entre 10 y 17 dias tras el tratamiento
(Molina et al, 2008). La eficacia de este farmaco también ha sido constatada por
otros autores (Cringoli et al, 2003) en ovinos frente a Haemonchus contortusy otros
nematodos gastrointestinales como 7eladorsagia circumcincta, Trichostrongylus
vitrinus, Trichostrongylus capricola, Nematodirus sp., y Chabertia ovina. Una
ventaja de este farmaco es que puede utilizarse en animales en fase de produccion
lactea.

En este apartado cabe considerar también a la moxidectina, una milbemicina
que ha demostrado ser altamente eficaz frente a /. contortus, llegando a reducir los
recuentos fecales de huevos en un 90% a las 24 horas, y en un 100% a las 48 horas
del tratamiento (Tyrrell et al, 2002). El efecto también se evalud en cabras, donde se
obtuvieron resultados éptimos a dosis de 0,2 mg/kg, con una proteccién de al menos
29 dias tras su aplicacién (Torres-Acosta y Jacobs, 1999).
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El mecanismo de accién de este grupo de firmacos estd relacionado con
apertura de los canales de cloro asociados a glutamato. A través de la interaccién con
este tipo de canales se producen cambios en la polarizaciéon neuronal o muscular de
manera irreversible (Wolstenholme y Rogers, 2005).

2.1.7.1.4. Organofosforados

Su efecto antihelmintico deriva de su capacidad para inhibir la
acetilcolinesterasa a nivel de las terminaciones nerviosas (Moretto, 1998). Todos
tienen buena eficacia frente a los nematodos. Sin embargo, su elevada toxicidad y la
aparicion de otros firmacos mds inocuos y de superior eficacia los ha llevado al
desuso (Cordero del Campillo, 2000). Podrian constituir no obstante una alternativa
cuando se haya descrito resistencia multiple frente a otros compuestos (Vieira et al,

1992).
2.1.7.1.5. Derivados del amino-acetonitrilo (AADs)

Monepantel es el primer compuesto de los recientemente descubiertos
derivados del amino-acetonitrilo (AADs en inglés), un conjunto de antihelminticos
desarrollados para su uso en el ganado ovino. Los AADs tienen un modo de accién
Unico con respecto a otros antihelminticos disponibles en el mercado. Monepantel
causa una paralisis de los vermes a través de la union a receptores especificos que
s6lo se encuentran en nematodos parasitos, de ahi el elevado margen de seguridad en
el ganado ovino y de seguridad medioambiental. La efectividad del monepantel ha
sido demostrada tanto frente a adultos de H. contortus (Kaminsky et al, 2009) como
frente a fases larvarias (L4) (Hosking et al., 2009).

2.1.7.2. RESISTENCIA A LOS ANTIHELMINTICOS

La utilizacién reiterada y de forma inadecuada de estos farmacos ha
favorecido el desarrollo de cepas de nematodos gastrointestinales resistentes, lo que
complica su control. El fendmeno de resistencia se considera presente en un
colectivo cuando el producto aplicado a dosis terapéuticas es incapaz de reducir mas
del 95% de los parasitos presentes (Cordero del Campillo, 2000).

La resistencia frente a H. contortus se ha observado en distintos lugares del
mundo y frente a numerosos antihelminticos como el thiabendazol (Webb er al,
1979; Edwards et al, 1986; Rufener et al, 2009), fenbendazol (Barton et al, 1985;
Yadav er al, 1993; Smith, 2007), oxfendazol (Love er al, 1992; Borgsteede et al,
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1997; Jabbar et al,, 2008), albendazol (Bauer et al, 1988; Gill, 1996; Soutello et al,
2007) y otros benzimidazoles (Green et al, 1981; Dorny et al., 1993). También se ha
descrito resitencia antihelmintica frente a otros firmacos como el levamisol (Barton
et al., 1985; Kerboeuf er al, 1988; Howell et al, 2008), closantel (Love et al, 1992;
Yadav et al, 1993; Lloyd et al, 2000), morantel (Uppal ez al, 1992; Singh y Yadav,
1997), ivermectina (Uppal er al, 1992; Yadav er al, 1993; Hoglund er al, 2009),
tiofanato (Uppal et al, 1992; Waruiru et al, 1997), rafoxanida (Waruiru et al, 1997;
Boersema y Pandey 1997; Ram er al, 2007), pamoato de pirantel (Uhlinger er al,
1992), moxidectina (Sivaraj et al, 1994; Condi er al, 2009) y organofosforados
(Green er al., 1981).

A pesar de la elevada eficacia de los antihelminticos modernos, en la mayoria
de las ocasiones es posible la supervivencia de un pequefio numero de vermes, cuya
progenie, con el tiempo, sera responsable de la apariciéon de problemas de resistencia
(Jabbar er al,, 2006). Entre los factores que favorecen la aparicién de estos fenémenos
se encuentran el elevado potencial bidtico de los parasitos, asi como las condiciones
climaticas que favorecen la supervivencia de los estados larvarios o la administracién
frecuente del mismo farmaco o grupos antihelminticos. En el caso concreto de A.
contortus, en zonas tropicales humedas, este tipo de resistencia llega a observarse
tras el establecimiento de 10 a 15 tratamientos, especialmente cuando se utiliza el
mismo producto (van Wyk et al, 1989; Shoop, 1993; Dorny et al, 1994).

Otro factor a tener en cuenta es la administraciéon de dosis subterapéuticas
(Edwards et al, 1986; Cordero del Campillo, 2000) ya que esta practica puede
permitir la supervivencia de vermes heterocigéticos resistentes (Smith, 1990). En
este sentido, es importante tener en cuenta la variacién en la biodisponibilidad de
diferentes especies hospedadoras también a la hora de adoptar una decisién sobre la
dosis de administracién correcta (Jabbar et al, 2006). Asi, la biodisponibilidad de los
benzimidazoles y del levamisol es mucho menor en cabras que en ovejas, por lo que
las cabras necesitan, para ser tratadas, dosis 1,5 o 2 veces mayor que las ovejas
(Hennessy, 1994). Durante muchos afios, sin embargo, ovejas y cabras se han venido
tratando de forma sistematica con la misma dosis de antihelmintico sin tener en
cuenta las diferencias en su metabolismo, lo que podria explicar el hecho de que la
resistencia a antihelminticos sea muy frecuente y generalizada en la especie caprina

(Jabbar et al, 2006).

Por ultimo, otros factores que parecen favorecer la aparicién de fendmenos de
resistencia antihelmintica son el transporte de animales afectados con cepas
resistentes de unas explotaciones a otras (Véarady er al, 1994), o la explotacién
conjunta de ovejas y cabras (Jackson, 1993).
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La trascendencia de la resistencia antihelmintica ha suscitado la realizacién
de estudios encaminados a esclarecer los mecanismos bioquimicos y moleculares
responsables de su aparicion, a fin de prevenir su desarrollo. Asi, la resistencia frente
a benzimidazoles se ha asociado a mutaciones de los genes de las B-tubulina isotipo I
y Il en H. contortus y otros nematodos gastrointestinales como 7richostrongylus
colubriformisy Teladorsagia circumcincta (Kwa et al, 1994; Roos et al., 1995; Elard
et al, 1996).

Incialmente algunos autores desmintieron que el mecanismo de resistencia
frente a ivermectinas estuviese también relacionado con una alteracion en la unién
de este farmaco a receptores de canales cloruros dependientes de glutamato (Rohrer
et al., 1994). Sin embargo, nuevos estudios han desvelado que existia una asociacién
entre el gen codificador de la subunidad GluClalpha3 (codificador de canales
cloruros dependientes de glutamato) y la resistencia a ivermectina de Cooperia
oncophora, lo cual podria ser aplicado también a H. contortus dada la estrecha
relaciéon que existe en esta subunidad entre ambos nematodos (Njue y Prichard,
2004). Adicionalmente, se ha encontrado asociacion entre el gen codificador de la
subunidad-a de un canal cloruro dependiente de glutamato y la resistencia a la
ivermectina (Blackhall er al, 1998b) asi como con determinadas mutaciones
relacionadas con la glicoproteina-P presente en este tipo de nematodos (Xu et al,

1998, Sangster ez al, 1999; Bartley et al., 2009).

El mecanismo de resistencia del levamisol no ha sido aclarado
completamente, pero se cree que estd relacionado, ya sea con una reduccién del
numero de receptores de la acetilcolinesterasa tipo nicotinico o por una disminucién
de la afinidad de estos receptores para la droga (Sangster, 1996).

2.1.7.3. PLANTAS CON ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA

La imposibilidad de algunos ganaderos de disponer de antihelminticos
sintéticos, asi como la cada vez mds frecuente aparicién de resistencia a
antihelminticos han estimulado la buisqueda de alternativas de lucha frente a los
nematodos gastrointestinales en diversas regiones del mundo. En este sentido se han
estudiado muchas especies de plantas con diversos efectos sobre las distintas fases del
ciclo vital de H. contortus. Asi, diversos componentes de algunas plantas pueden
provocar la muerte del verme adulto, la pardlisis y/o muerte de las L3 infectantes, la
inhibicién de la eclosién de los huevos, la alteraciéon en la migraciéon de las L3 o
incluso la alteracion del desenvainamiento de las mismas.
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PLANTA

Acacia nilotica

Achillea millifolium
Albizia anthelmintica

Annona squamosa L.

Artemisia absinthium
Azadirachta indica A. Juss.

Caesalpinia crista
Calotropis procera
Chenopodium album

Coriandrum sativum

Cucurbita moschata

Hedera helix
Leucaena leucocephala

Lippia sidoides
Maesa lanceolata
Melia azedarach

Nicotiana tabacum L.

Nonomuraea turkmeniaca
Onobrychis viciifolia

Plectranthus punctatus
Scutia myrtina
Sericea lespedeza

Struthiola argentea

Swertia chirata
Ziziphus nummularia

in vitro e in vivo

In vitro e in vivo
in vivo

in vitro

In vitro e in vivo
in vivo

In vitro e in vivo

in vitro

in vitro e in vivo

in vitro

in vitro

In vitro e in vivo
in vitro

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro e in vivo
in vivo

in vitro
in vitro
in vivo

in vitro

in vivo
in vitro e in vivo

Tabla 1. Estudios realizados en plantas con actividad antihelmintica

EFECTO
Frente a adultos, larvas y
huevos
Frente a adultos
Reduccién carga
parasitaria

Inhibicién eclosiéon de
huevos

Frente a adultos
Reduccién carga
parasitaria
Adulticida e
eclosion de huevos

Parilisis

inhibe

temporal o
muerte de vermes
Adulticida e

eclosién de huevos
Reduce  huevos  por
gramo de heces (HPG) y

vermes

inhibe

huevos,
migracién de larvas 3,
motilidad de adultos y

Eclosién  de

desarrollo larvario
Reduce HPG y vermes
Frentea L3

Frente a huevos y larvas

Larvicida y ovicida
Larvicida y eclosién de
huevos

Paralisis o muerte en los
vermes

Larvicida y adulticida
Reduce la carga
parasitaria

Larvicida y ovicida
Muerte del parésito

Reduce HPG y vermes
Inhibicién motilidad
larvaria

Reduce HPG

Frente a adultos, larvas y
huevos

TIPO DE ENSAYO

REFERENCIA
(Bachaya er al, 2009)

(Tariq et al, 2008b)
(Gradé er al., 2008)

(Souza et al., 2008)

(Tariq et al, 2009)
(Chagas er al, 2008)

(Jabbar et al.,, 2007)
(Igbal et al, 2005)
(Jabbar et al, 2007)
(Eguale ez al, 2007b)

(Marie-Magdeleine et
al, 2009)

(Eguale et al, 2007a)

(Ademola e Idowu
2006; Alonso-Diaz et
al., 2008)

(Camurga-
Vasconcelos et al,
2008)

(Tadesse et al., 2009)

(Maciel et al, 2006)
(Igbal er al, 2006b)

(Ayers et al, 2007a)
(Barrau et al, 2005;
Brunet er al,, 2008)
(Tadesse et al., 2009)
(Ayers et al, 2007b)
(Lange er al, 2006;
Terrill et al, 2007)
(Ayers et al, 2008)

(Igbal et al, 2006a)
(Bachaya er al, 2009)
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En la Tabla 1 se recoge una breve revisién de las principales plantas en las que
se ha estudiado el efecto antihelmintico frente a /. contortus y otros nematodos
gastrointestinales.

2.1.8. PROFILAXIS Y CONTROL

Como se ha comentado en el capitulo de tratamiento y resistencia a
antihelminticos, es obvio y necesario tomar medidas complementarias y/o
alternativas al uso de antihelminticos. Este apartado se ha desarrollado desde
distintos enfoques, que podrian ser complementarios entre si: manejo del pasto,
control bioldgico, nutricién, vacunacion, y enfoque genético (Stear et al, 2007).

2.1.8.1. MANEJO DEL PASTO

Se considera de gran importancia la adaptacion del tipo de manejo del pasto a
las condiciones climaticas de la zona o regién, puesto que cada parasito se adapta a
las condiciones locales. El objetivo principal de la mayoria de los actuales regimenes
de pastoreo consiste en aumentar al maximo la utilizacién de los pastos disponibles
para el ganado, a la vez que disminuir la cantidad de larvas infectantes (L3) en el
pasto y en definitiva limitar en lo posible el contacto entre hospedadores y parasitos

(Stear et al, 2007).

La rotacion de los pastos es una alternativa ampliamente utilizada que
consiste en realizar el pastoreo de manera secuencial, de modo que la reutilizacién
de las zonas de pastoreo se desarrolle con seguridad, es decir, una vez que los estados
preparasiticos hayan muerto. No obstante, este sistema no es factible en todos los
casos, ya que se necesitan amplias zonas de pastoreo y porque existen especies
parasitas que muestran una supervivencia prolongada en el medio, como ocurre en el
caso de H. contortus (Stear et al., 2007; Burke et al, 2009).

Si bien el uso alternativo del pasto ha sido un método utilizado
histéricamente, la falta de recursos hace que en muchos casos sea necesaria la
utilizacién del mismo pasto afio tras afio, con el consiguiente aumento de la carga de
larvas infectantes y riesgo de infeccién. Ante estas dificultades, se han planteado
otras posibilidades como la alternancia de cultivos agricolas y posterior pastoreo del
ganado, asi como la utilizacién de distintas especies de herbivoros. Este tultimo
método seria, no obstante, inadecuado si lo que se pretende es alternar caprino y
ovino, puesto que ambas especies pueden verse infectadas por H. contortus (Soulsby,
1988; Cordero del Campillo, 2000; Stear et al, 2007). Recientemente también se han
conseguido buenos resultados en el control de H. contortus gracias al llamado
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pastoreo rotacional intensivo, realizando periodos cortos de pastoreo y espaciando
varios meses la utilizacién de la misma zona (Colvin et al, 2008). Asi mismo, podria
ser una buena opcién alternar animales adultos, que normalmente presentan
menores cargas parasitarias y menor eliminacién de huevos, con animales jévenes,
por lo general mds susceptibles (Soulsby, 1988; Cordero del Campillo, 2000; Stear et
al., 2007).

Otra posibilidad podria ser la disminucién de la densidad del rebafio, puesto
que un menor numero de hospedadores permitiria una menor eliminacién de huevos
en el pasto y con ello disminuiria la posibilidad del contagio para otros animales
(Soulsby, 1988; Stromberg, 1997). Sin embargo, la reduccién del nimero de huevos
no tiene porqué conducir a una reduccién proporcional en la disponibilidad de las
larvas infectantes, ademads de que es un método poco rentable en algunos sistemas de
produccidn (Stear et al, 2007).

2.1.8.2. CONTROL BIOLOGICO

Otra alternativa que se puede llevar a la practica se basa en el control
bioldgico de las formas larvarias. Las opciones son varias, entre ellas el uso de hongos
con actividad larvicida sobre las larvas en el pasto, como es el caso de Duddingtonia
flagrans, que ha demostrado su capacidad de disminuir la intensidad y severidad de
las infecciones (Waller et al, 2004b; Casillas Aguilar et al, 2008) sin producir un
efecto negativo sobre nematodos no parasitos que viven en el suelo (Knox et al,
2002). Para un control optimo, las dietas diarias de los animales necesitan
suplementos de esporas de este hongo (Waller y Thamsborg, 2005; Casillas Aguilar ez
al, 2008), considerandose la determinacién de la dosis diaria el principal
inconveniente de este tipo de control (Stear et al, 2007).

Otro método para el control bioldgico de H. contortus tiene como objetivo la
descomposicion o el enterramiento del material fecal, ya que un aumento de la tasa
de degradacién de las heces podria llevar asociada una degradacién de las larvas, en
ocasiones por su exposicién a las inclemencias del tiempo (Williams y Warren,
2004). Aunque lo contrario también puede ocurrir, puesto que una lenta degradacién
del material fecal puede impedir el movimiento de las larvas hacia el pasto (Vlassoff
et al, 2001). La degradacion fecal depende del tipo de pasto o forraje (Niezen et al,
1998; Williams y Warren, 2004), de la densidad y distribucién espacial de las heces
(Williams y Warren, 2004) y de la presencia de animales pastando (Williams y
Warren, 2004). También se debe tener en cuenta que las heces enterradas por
escarabajos del estiércol pueden servir para proteger las larvas del parasito (Waghorn

et al.,, 2002).
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Por dltimo, se han realizado estudios que demuestran que ovejas que pastan
en campos con algunas especies de plantas como la achicoria (Cichorium intybus) o
un tipo de forrajera llamada “cuernecillo” o “loto de los prados” (Lotus corniculatus),
presentan una menor eliminacién de huevos que ovejas que pastan en otro tipo de
campos (Waller y Thamsborg, 2005). Asi mismo, se ha demostrado, al comparar
varios tipos de forraje, que en los de la forrajera Andropogon gayanus habia una
menor cantidad de L3 de H. contortus (Oliveira et al, 2009). Entre las posibles
circunstancias que podrian explicar el efecto de esta planta estarian: 1) el aumento de
proteinas y/o oligoelementos en la dieta del hospedador que pudiesen incrementar su
inmunidad y reducir la patologia por aumento de la reparacién de tejidos; 2) la
disminucion del desarrollo o supervivencia de las fases larvarias debido a la toxicidad
directa de las plantas (Marley er al, 2003).

2.1.8.3. SUPLEMENTOS NUTRICIONALES

La alimentacién suplementaria es un método de control frente a nematodos.
Sin embargo, el principal inconveniente para la adopcién mads generalizada de esta
solucion es en gran parte financiero, tanto por el costo de los suplementos como por
el trabajo adicional que se requiere (Stear et al, 2007).

Una de las manifestaciones clinicas que se presentan en la haemonchosis, al
igual que en otras trichostrongylidosis, es la hipoproteinemia (Abbott et al, 1988) y,
por tanto, los signos clinicos pueden prevenirse o reducirse mediante el suplemento
de proteinas en la dieta antes y durante la infeccién (Coop et al, 1995; Nnadi et al,
2007); ademas, el aporte proteico alivia algunos cambios fisiopatoldgicos asociados a
esta parasitosis (Nnadi et al, 2007). La utilidad del suplemento de proteinas en la
dieta para prevenir o reducir los signos clinicos en infecciones por H. contortus
también ha sido demostrada por diversos autores (Abbott ez al, 1986, 1988; Wallace
et al., 1999), algunos de los cuales ha sefialado que este tipo de dieta podria favorecer
el desarrollo de una la respuesta inmune efectiva frente al parasito (Strain y Stear,
2001), y probablemente ayudar a reparar la mucosa dafiada. Un suplemento proteico
en la dieta podria ser beneficioso durante el periodo del periparto, donde aumenta el
recuento de huevos en heces debido a una disminucién de la inmunidad, o bien
durante las etapas tempranas de la gestaciéon (Valderrabano et al, 2006).

Algunos estudios han demostrado que la dieta suplementada con urea en
corderos infectados con H. contortus es capaz de elevar los niveles de albumina
plasmaticos y el hematocrito, asi como de producir un aumento en la ganancia media
diaria de peso y del apetito de los animales (Wallace et al, 1998).
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Ademais del efecto positivo de las dietas con suplementos proteicos, se ha
observado que ciertos oligoelementos como el hierro, el zinc, el cobre o el
molibdeno podrian actuar reforzando la resistencia del hospedador a las infecciones
por nematodos, por lo que su empleo podria incluirse también entre las estrategias de
control de las nematodosis gastrointestinales (Koski y Scott, 2003).

2.1.8.4. INMUNOPROFILAXIS

Para el control inmunoprofilactico de las enfermedades parasitarias
producidas por nematodos se han seguido estrategias distintas, en base a las cuales se
reconocen actualmente tres tipos principales de vacunas: vacunas atenuadas (Bain,
1999), vacunas frente a antigenos naturales (Meeusen y Piedrafita, 2003) y vacunas
frente a antigenos ocultos (Knox et al,, 2003).

2.1.8.4.1. Vacunas atenuadas

Las principales vacunas atenuadas ensayadas frente a Haemonchus contortus
han sido las obtenidas mediante irradicacién de L3 infectantes. Este tipo de vacunas
no tienen efecto en corderos (Smith y Christie, 1979), pero si en ovejas adultas, que
son ya de por si menos susceptibles a la enfermedad por medio de otros mecanismos
naturales. Probablemente la vacuna sé6lo funcionaria si se encuentran desarrollados
los mecanismos naturales de inmunidad del hospedador (Stear et al, 2007). Frente a
otros nematodos gastrointestinales de rumiantes, también se han realizado algunos
ensayos de vacunacién con larvas irradiadas, como las llevadas a cabo por Smith et
al. (1982) frente a Teladorsagia circumcincta en ovinos adultos. Vacunas que han
empleado este tipo de antigenos han sido utilizadas desde hace mas de 40 afios en
ganado vacuno contra el nematodo pulmonar Dictyocaulus viviparus (Jarret y Sharp,

1963; Johnson et al., 2003).
2.1.8.4.2. Vacunas frente a antigenos naturales

Durante muchos afios se ha intentado inducir la inmunidad frente a
nematodos gastrointestinales con antigenos naturales, asi como con sus formas
recombinantes. Frente a H. contortus se han utilizado diferentes tipos, entre ellos
antigenos cuticulares, antigenos de excrecién/secrecién (ES) larvarios y de vermes
adultos (totales y fraccionados), etc., con los que se han conseguido reducciones en
los recuentos fecales y en el nimero de vermes en abomaso de hasta el 75% (Emery,
1996). Pero muchos de los datos siguen siendo inéditos por razones comerciales, y
ninguno de estos antigenos ha dado lugar a un producto registrado (Newton y
Meeusen, 2003).
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2.1.8.4.2.1. Antigenos de E/S

Los productos de excrecién/secrecion (ES) de los nematodos gastrointestinales
pueden realizar diversas funciones, como por ejemplo permitir la penetracion de las
formas larvarias en el tejido, facilitar la degradacién de proteinas del hospedador
para alimentarse (Cox et al, 1990; Karanu er al, 1993), regular la respuesta inmune
del hospedador y evitar la coagulacién de la sangre, entre otros, lo que los han
convertido en candidatos para el desarrrollo de vacunas efectivas frente a estos
parasitos (Joshi y Singh, 2000; Suchitra y Joshi, 2005).

Se han estudiado ciertos antigenos de E/S de bajo peso molecular
(denominados ES75y ES24), los cuales son expresados tanto por las L4 como por los
adultos del pardsito. Estos antigenos fueron identificados utilizando anticuerpos
séricos obtenidos de ovejas parcialmente inmunes durante una infeccién secundaria
(Schallig et al, 1994). En inmunizaciones con preparaciones enriquecidas con este
tipo de antigenos se redujeron los recuentos fecales entre un 32 y un 77%, y la media
de vermes adultos en el abomaso se redujo entre un 64 y un 85% (Schallig y van
Leeuwen, 1997; Vervelde et al, 2002). El mecanismo de inmunidad conferida por
este tipo de antigenos no ha sido definido aun, pero se ha correlacionado con una
respuesta de proliferacién de células T (Schallig y van Leeuwen, 1997), niveles de
anticuerpos especificos en suero IgGl, IgA o IgE (Vervelde er al, 2002), y la
presencia de mastocitos en abomaso (Schallig et al, 1997). Se han realizado ensayos
con antigenos ES75 recombinantes con buenos resultados, aunque la eficacia no
siempre fue evidente (Vervelde er al, 2002). La escasa inmunoproteccién de las
vacunas recombinantes, en este caso, estuvo correlacionada con bajos niveles de
IgG1 e IgA especificos. Por otro lado, a diferencia de lo observado con los antigenos
naturales £S5y ES24, los productos recombinantes no indujeron una respuesta
importante de IgE especificas en ovejas adultas. A pesar de todo, ni los antigenos
naturales ni los recombinantes £575y E24 fueron capaces de inducir anticuerpos IgE
o proteccién en corderos jévenes (Vervelde er al, 2002), un requisito para cualquier
uso comercial de una vacuna frente a H. contortus (Newton y Meeusen, 2003).

En un estudio mias reciente se ha identificado mediante Western blot la
existencia de un producto de E/S de vermes adultos de H. contortus de 66k Da (p66).
La proteina es capaz de inhibir la funcién de los monocitos in vitro y estimular la
proliferacién en células mononucleares periféricas. Ademds, se observd una
correlacion entre los niveles de anticuerpos anti-p66y la carga parasitaria, asi como
una reduccién in vitro de la motilidad de los pardsitos adultos tratados con
anticuerpos especificos frente a la proteina (Rathore et al, 2006).
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También se han empleado con éxito proteinas de productos de E/S con
afinidad por grupos thiol para inmunizar al ganado ovino. El antigeno, obtenido a
partir de eluciones de una columna de Thiol Sepharose mediante el uso de cisteina y
Dl-dithiothreitol (DTT), fue capaz de reducir el nimero de huevos en las heces y la
carga parasitaria en torno al 50% en ovejas inmunizadas y posteriormente inoculadas
experimentalmente con 5.000 L3 de H. contortus (Bakker et al, 2004). Asi mismo,
Ruiz er al (2004a), utilizando fracciones solubles en PBS y enriquecidas para
proteinasas tipo cisteina mediante columnas de Thiol-Sepharosa similares a las
anteriores, consiguieron una importante protecciéon en caprinos, que se tradujo en
una disminucién de la eliminacién de huevos en heces del 89% y en una reduccién
del nimero de vermes en el abomaso del 68%. La solubilidad de las proteinasas en
PBS indicaria que se trata de antigenos no necesariamente ocultos (Ruiz et al,
2004a). Estos resultados contrastan con los de Knox et al (1999), quienes no
consiguieron inmunoproteccién en ovinos inmunizados con fracciones de similares
caracteristicas. Estudios mas recientes han revelado la capacidad inmunoprotectora
en ovinos frente a H. contortus de una vacuna a partir de la proteinasa tipo cisteina
AC-5 identificada en los productos de excrecién/secrecion del parasito (De Vries et
al,, 2009). Concretamente, se consigui6 una reduccién de la carga parasitaria del 36%
y de los recuentos fecales de huevos del 32%.

La posibilidades inmunoprotectoras de los productos de E/S de H. contortus
fueron estudiadas en detalle por Yatsuda er al (2003) mediante electroforesis
bidimensional. Encontraron mas de 100 proteinas, algunas no identificadas, muchas
de las cuales serian susceptibles de ser utilizadas como antigenos en futuros ensayos
de vacunacién.

2.1.8.4.2.2. Hc-sL3

En un enfoque distinto en la identificacién de antigenos mediante el uso de
anticuerpos séricos, se investigaron células secretoras de anticuerpos aisladas de
linfonddulos de ovejas con inmunidad inducida hacia H. contortus. Mediante esta
metodologia se logré identificar un antigeno de superficie en las L3 con
aproximadamente 70-80 kDa, que se denominé Hc-sL3 (Bowles et al., 1995; Raleigh
y Meeusen, 1996; Raleigh er al, 1996) (Fig. 6). Las inmunizaciones con Hc-sL3 han
mostrado reducciones en el recuento fecal de huevos entre el 64 y el 69%, y entre el
45 y el 55% de la carga de vermes del abomaso (Jacobs et al, 1999). La proteccién
parece ser dependiente de la respuesta Th2 (Jacobs et al, 1999), similar al mecanismo
inmune desarrollado frente a nematodos en ratones (Grencis, 1996). Finalmente,
también se ha observado que los eosindfilos son capaces de destruir las larvas 3
desenvainadas in vitro en presencia anticuerpos mono y policlonales especificos para
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Hc-sL3 (Rainbird et al, 1998), en consonancia con las observaciones en las que se
correlaciona la eosinofilia adquirida con la inmunidad natural frente a nematodos
gastrointestinales en ovejas (Jarrett et al, 1959).

Fig. 6. Localizacién del antigeno Hc-sL3 en la superficie de L3 de /1. contortus (Newton y Munn,
1999).

2.1.8.4.2.3. Hc40

Es un antigeno extraido de L3 activas capaz de reducir un 65% la carga de A.
contortus en cobayas (Sharp y Wagland, 1996). Yatsuda et a/ (2003) encontraron
también dicho antigeno junto con un amplio panel de proteinas en productos de E/S
de vermes adultos del parasito, entre las que se encontraban diversas proteinasas de
distinta actividad (metalo, serina y aspdrtico proteinasas) y otras proteinas.

2.1.8.4.3. Vacunas frente a antigenos ocultos

Se designan de esta forma a un grupo de antigenos que no son capaces de
inducir una respuesta inmunitaria en el hospedador durante el curso de la infeccién
natural (Munn, 1997), posiblemente porque no son accesibles a los anticuerpos ni a
otros componentes del sistema inmune. La especial importancia de estos antigenos
ocultos en las estrategias de inmunoproteccién se debe a que no ha habido una
presion selectiva mediada por la evolucion de los parasitos con mecanismos que
evadan la respuesta inmune. Entre este tipo de antigenos se encuentran los que se
refieren a continuacién.
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2.1.8.43.1. H11

El antigeno oculto mejor caracterizado de /. contortus es una glicoproteina
de la membrana del intestino denominada H11 (Smith er al, 1993b). El antigeno
H11 originario, procedente de vermes adultos, ha sido testado en un gran ntiimero de
ensayos de vacunacién en distintas razas, incluyendo corderos jovenes, en los que
induce niveles altos de anticuerpos especificos y una importante reduccién de los
recuentos fecales de huevos y de la carga de vermes en el abomaso (Newton y Munn,

1999).

Mediante clonacién de cDNA se demostréd que el antigeno H11 es una
aminopeptidasa microsomal (Graham et al, 1993; Smith er al, 1997) que
posiblemente esta implicada en el desglose final de pequefios péptidos que son
producidos por la digestién de las proteinas de la dieta (Munn y Munn, 2002), de ahi
la hipétesis de que el mecanismo de proteccién sea inducido por anticuerpos que
alteran la absorcién de nutrientes. Han sido descritas tres isoformas del H11, que son
idénticas en aproximadamente un 65% a nivel de su secuencia de aminoacidos
(Graham er al, 1993). También ha sido clonado un ¢cDNA que codifica una cuarta
isoforma y una secuencia marcada extraida para una quinta isoforma esta ya presente
en las bases de datos. La eliminacién de la terminal-N de la secuencia de anclaje
produce una forma soluble natural del antigeno H11 (denominado H11S) que induce
igual proteccién que la proteina en toda su longitud en los ensayos de vacunacion
(Graham er al, 1993). Aunque el éxito con la vacuna de antigenos solubles naturales
H11 fue el primero que se notific6 en la literatura, y unos clones de cDNA fueron
patentados en 1993 (Graham et al, 1993; Smith et al, 1993b), esta vacuna atin no ha
sido comercializada, principalmente debido a problemas con la forma recombinante
de los antigenos. De este modo, a pesar de que la inmunizacién de ovinos con
moléculas recombinantes del H11S inducian niveles altos de anticuerpos que
reaccionaban de manera cruzada con el antigeno natural H11S y que inhibia la
actividad aminopetidasa de ambos (natural y recombinante) en ensayos in vitro
(Newton y Meeusen, 2003), las ovejas no mostraron proteccién frente a H. contortus
(Newton et al, no publicado). Si se consiguieron resultados satisfactorios de
inmunoproteccién con una nueva forma recombinante de H1l disefiada con
posterioridad (Reszka et al, 2007).

2.1.8.4.3.2. H-gal-GP
Una segundo tipo de antigeno oculto procedente de la membrana del

intestino de H. contortus, denominado H-gal-GP, también se ha mostrado capaz de
inducir altos niveles de proteccion, con reducciones en los recuentos de huevos en
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heces préoximos al 90% y del 60% en las cargas parasitarias (Newton y Munn, 1999;
Smith, 2007). El antigeno H-gal-GP es un complejo de proteinas cuyo tamafio oscila
entre 31 y 230 kDa cuando se analiza mediante SDS-PAGE (Smith y Smith, 1996;
Smith er al, 1999), y esta provisto de actividad aspartil proteinasa, metaloproteinasa
neutra y proteinasa tipo cisteina (Smith er al, 1999). La presencia de esta actividad
proteinasa sugiere que, como ocurria con el antigeno H1l, el mecanismo de
inmunidad proporcionado por H-gal-GP pudiera estar relacionado con la
interrupcion de la digestion. Aunque se ha conseguido inmunoproteccién parcial
con algunas fracciones de H-gal-GP separadas a partir de geles en condiciones no
desnaturalizantes (Smith et al, 1999), el fraccionamiento completo y, por tanto, la
identificaciéon de los componentes realmente activos no ha sido posible (Knox y
Smith, 2001). Existen pruebas de que al menos 3 de las 4 metaloproteinasasas neutras
que integran el complejo no contribuyen a la proteccién (Smith er al, 2000a), como
tampoco contribuyen las formas recombinantes de este tipo de metaloproteinasas y
de proteinasas tipo aspartil, también integrantes de H-gal-GP (Redmond ez aZ, 2004).
Mediante clonacién de ADN complementario se han identificado también un
homdlogo de la trombospondina (Skuce et al, 2001), una galectina (Newlands ez al,
1999) y una cistantina (Newlands ez al, 2001) como componentes del antigeno H-
gal-GP, pero las versiones recombinantes de estas proteinas no han demostrado tener
actividad protectora en ovinos (Skuce et al, 2001). En contraste, otros autores han
obtenido porcentajes de reduccién en los recuentos fecales de huevos y la carga
parasitaria entre el 40-50% en caprino infectado con H. contortus utilizando como
antigeno galectinas recombinantes (rHco-gal-m y rHco-gal-f) (Yanming et al, 2007).

Mas recientemente, algunos autores han probado la eficacia de una vacuna
combinada entre el antigeno H11 y el H-gal-GP con resultados satisfactorios en
ovinos infectados de forma natural por H. contortus a partir de pastos contaminados.
Los animales inmunizados presentaron altos niveles de IgGl e IgG2 especificos
frente al antigeno empleado en la vacuna, y los valores de IgA e IgE aumentaron al
final de la experiencia, probablemente debido a la exposicién natural al parasito
(LeJambre et al, 2008). Por ultimo, también se ha intentado sin éxito inducir un
sinergismo mediante la inmunizacién con H-gal-GP y el uso de antihelminticos
como la ivermectina o el fenbendazol en ovejas inoculadas con una cepa del parasito
resistente a ambos farmacos (Smith, 2007).

2.1.8.4.3.3. Proteinasas tipo cisteina
La vacunacién con productos extraidos con detergentes (Triton X-100)

procedentes de vermes adultos enriquecidos para proteinasas tipo cisteina de
membrana de intestino (TBSP), han mostrado una reduccién media del recuento
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fecal de huevos y de la carga parasitaria del 77% y 47%, respectivamente (Knox y
Smith, 2001). Las proteinasas tipo cisteina presentes en TBSP han sido clonadas
mediante cDNA y han resultado tener secuencias similares a la catepsina B (Skuce et
al, 1999a), y gran semejanza con proteinasas tipo cisteina previamente obtenidas por
extraccién acuosa de adultos de H. contortus (Pratt et al, 1992). Un importante
componente de 60 kDa de TSBP ha demostrado ser una glutamato deshidrogenasa
(Skuce et al, 1999b), sin embargo, esta proteina se expresa en el citoplasma de las
células intestinales y parece no contribuir a la proteccién (Skuce et al, 1999b; Knox
et al, 1995a). Los anticuerpos de ovejas inmunizadas con TBSP son capaces de
inhibir la actividad proteinasa tipo cisteina de TBSP in vitro (Knox et al., 2005) por
lo que el mecanismo de inmunidad podria estar mediado por anticuerpos que
inhibirian la digestion de proteinas.

También los productos recombinantes de proteinasas tipo cisteina parecen ser
capaces de reducir la carga parasitaria (27%) y el recuento fecal de huevos (29%) en
ovejas (Redmond y Knox, 2006). A partir de estos resultados, se ha propuesto incluso
la posibilidad de obtener una vacuna recombinante a partir de la extraccién y
purificacién de proteinasas tipo cisteina (del tipo de la catepsina L) de
Caenorhabditis elegans. Aunque se ha demostrado que las proteinasas extraidas son
enzimaticamente activas y estan glicosiladas (Murray et al, 2007), hasta el momento
no hay datos de efectividad in vivo.

Todo lo referente a las proteinasas tipo cisteina, incluyendo su potencial
como antigenos inmunoprotectores sera abordado con mayor profundidad en
capitulos posteriores.

2.1.8.4.3.4. Orros antigenos ocultos

Se han ensayado igualmente otros antigenos ocultos que confieren
inmunoproteccién frente a H. contortus. Un ejemplo es el polimero denominado
contortina obtenido a partir de adultos del parasito, que es capaz de reducir la carga
parasitaria en un 78% en ovinos vacunados (Munn et al, 1987). Por su parte, los
antigenos denominados p52 y p46 indujeron proteccion en cabras y ovejas
inmunizadas reduciendo la carga de vermes adultos en el abomaso (33% en ovino y
60% en caprino) y el recuento de huevos en heces (78% en ovino y 50% en caprino)
(Jasmer et al, 1993; Smith et al, 2000b). Los antigenos p52y p46 formarian parte de
una poliproteina denominada GA1 (Jasmer et al, 1993; Jasmer et al, 1996). Smith er
al. (1993b) detectaron también un grupo de tres proteinas que fueron separadas de la
denominada H11 por cromatografia de intercambio idnico, logrando reducir en
aproximadamente un 70% los recuentos fecales, y en torno al 30% los recuentos de
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vermes de H. contortus. Se identificaron tres péptidos de 45, 49 y 53 kDa (p45, p49 y
p53, respectivamente) y se incluyeron dentro del denominado complejo p150, que
presentaba cierta similitud con la proteina GA1. También se han obtenido resultados
positivos a partir de fracciones somaticas purificadas de bajo peso molecular, las
denominadas p26/23, que fueron capaces de estimular la respuesta inmune tanto a
nivel local como general, con reducciones en torno al 60% tanto en los recuentos
fecales como en la carga parasitaria. Ademas, los animales inmunizados que
desarrollaron un mayor grado de proteccién pudieron reconocer algunos péptidos de
alto peso molecular (34 a 65 kDa) en extractos del pardsito adulto (Dominguez-
Torafio er al, 2000; Dominguez-Torafio et al, 2003). Recientemente, en estudios de
aislamiento e inmunocalizacién, se ha observado que dichos antigenos se
encuentran en los cordones hipodermales del parasito (Garcia-Coiradas et al, 2009).

2.1.8.5. ENFOQUE GENETICO

Existen razas genéticamente resistentes a las gastroenteritis parasitarias de los
pequefios rumiantes. Suelen ser razas locales, muy adaptadas al hdbitat en el que
viven, y que pueden proporcionar per se una alternativa para el control de la
haemonchosis. Estos animales poseen la habilidad de evitar el establecimiento y/o el
consiguiente desarrollo de la infeccién parasitaria, pudiendo llegar a mantener la
produccién a pesar de presentar una parasitaciéon por nematodos gastrointestinales.
Es por este motivo por lo que la FAO enfatiza sobre en la importancia de conservar y
potenciar este tipo de razas (FAO, 2004).

Se han realizado numerosos estudios que demuestran la mayor resistencia de
ciertas razas de ovino frente a otras mas susceptibles a la enfermedad. Asi, en Kenya,
la raza local Red Massai es mas resistente que razas importadas como la Dorper
(Nguti et al, 2003; Mugambi et al, 2005). Razas como la Gulf Coast Native han
mostrado también ser mas resistentes que otras como la Suffolk (Bahirathan er al,
2000; Shakya ez al, 2009). Asi mismo, se han documentado razas con un gran grado
de resistencia frente a la haemonchosis, como la St Croix (Gamble y Zajac, 1992), la
Garole india (Nimbkar er al, 2003) y la Barbados Blackbelly (Aumont ez al, 2003).
La oveja de pelo Caribena y la Katahdin también han demostraron ser mas
resistentes a la enfermedad que razas mas seleccionadas como la Dorper y la Dorset
(Vanimisetti et al, 2004; MacKinnon et al, 2009). Por ultimo, la oveja canaria de
pelo conocida como pelibuey ha mostrado ser mas resistentes a la infeccién por A.
contortus que otras razas ovinas (Gonzélez et al, 2008a).

Aunque es menos evidente que en ovino, también existen razas de ganado
caprino resistentes de manera natural, o capaces de tolerar mejor una infeccién por
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H. contortus, como por ejemplo la cabra enana de Africa Occidental (Chiejina et al,
2002; Behnke et al, 2006). Otras razas caprinas, como la natural de Thai ha mostrado
una mayor resistencia a la infeccién por H. contortus que el cruce con la Anglo-
Nubian (50% natural de Thai-50% Anglo-Nubian) (Pralomkarn er al, 1997).
También la cabra pequefia del este de Africa (Baker et al, 1998) y la raza caprina
Creole se han descrito como razas con cierta resistencia frente a las nematodosis
gastrointestinales (Mandonnet et al, 2001; Bambou ez al, 2009).

Hay también estudios que seflalan una mayor resistencia frente a las
nematodosis gastrointestinales en los cruces entre razas. En este sentido se ha
demostrado que el cruce entre las razas Border Leicester y Merino es mds resistente
que la raza merina pura (Donald et al, 1982), del mismo modo que el cruce de
Merino con Rhoen (Hielscher et al, 2006). Un fendmeno similar se ha observado en
Nueva Zelanda al cruzar ovejas Texel y Romney (Niezen et al, 1996).

Habitualmente, las razas locales resistentes, o sus cruces, son mas pequefias en
tamafio que las razas susceptibles, probablemente debido a la necesidad de emplear
los recursos en combatir la enfermedad y reparar los dafios (Stear er al, 2007). Por
este motivo, en algunos casos es muy dificil sustituir una raza por otra de menor
productividad. Es lo que ocurre en Australia en la industria de la lana y en la
industria lechera en el mundo occidental. En estos casos, se esta tratando de
aprovechar la variaciéon genética dentro del colectivo, seleccionando aquellos
individuos dentro de la misma raza con caracteristicas ventajosas en términos
productivos y de resistencia natural a las infecciones por nematodos
gastrointestinales (Kloosterman er al, 1978; Gray et al, 1987; Gonzailez et al,
2008b).

2.1.8.6. CONTROL INTEGRADO

Como se ha revisado en los apartados anteriores, el control de las nematodosis
gastricas puede enfocarse de distinta manera, y son muchas las posibilidades de
eleccién, pero no existe un método que recomiende excluir a los otros. Lo apropiado
serfa mas bien tratar de combinar distintos métodos de control. El control integrado
implica un uso racional de una combinacién de controles bioldgicos, biotecnoldgicos
y quimicos, con medidas de manejo o estrategias genéticas para asi reducir el uso de
agentes quimicos al minimo.

Como ejemplo, una de las combinaciones que ha sido investigada es la
actuaciéon sobre dieta y resistencia genética. En este sentido, Abbott et al (2000)
investigaron el efecto de un suplemento de proteinas en la dieta en animales
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relativamente resistentes, raza ovina de cara negra escocesa (Scottish Blackface
breed), y en ovinos relativamente susceptibles Finn-Dorset. Tras la infeccién con A.
contortus se observd que los efectos mas severos en la raza Finn-Dorset se
presentaban en los grupos en los que se administré una dieta baja en proteinas,
mientras que en la raza resistente no se encontraron diferencias entre los animales
que recibieron un suplemento proteico y los que no (Abbott er al, 2000). Estos
mismos resultados se obtuvieron al comparar la raza Hampshire Down con la
Scottish Blackface (Wallace et al, 1995; 1996) y en corderos de una raza
seleccionada de Merino (Kahn et al, 1999).

2.2. PROTEINASAS

2.2.1 ESTRUCTURA, TIPOS Y FUNCION

Las proteinasas catalizan la hidrdlisis de los enlaces peptidicos de las proteinas
y para ello utilizan una molécula de agua, por lo tanto se pueden clasificar como
hidrolasas. Hoy dia los términos “peptidasa”, “proteasa”, “proteinasa” y “enzima
proteolitica”, pueden ser utilizados como sindnimos, si bien “peptidasa” es el término
que recomienda el Comité de Nomenglatura del IUBMB (International Union of
Biochemistry and Molecular Biology) (Barrett y Rawlings, 2007).

Una de las caracteristicas mds importantes de estas enzimas es su alta
especificidad. Para que una proteinasa hidrolice un enlace peptidico es necesario,
entre otras cosas, una secuencia de aminodcidos concreta alrededor del enlace, ya
que la mayoria reconoce aminoacidos o secuencias especificas. Otro aspecto a tener
en cuenta es la accesibilidad estérica del enlace, de tal manera que si éste se
encuentra en el interior hidrofébico de las proteinas globulares, o en porciones
hidrofébicas poco accesibles, no podra ser atacado por la proteinasa a menos que se
produzca una desnaturalizacién previa de la proteina que permita la accesibilidad al
enlace. Ademas de esto, son importantes las condiciones fisico-quimicas del medio,
puesto que las proteinasas presentan un rendimiento éptimo en unas determinadas
condiciones de pH, fuerza idnica, temperatura y presencia de factores organicos y/o
metalicos.

El mecanismo de acciéon catalitico de las proteinasas suele consistir en la
polarizacién del enlace peptidico por el ataque nucleofilico sobre el encale carbono-
oxigeno, y la donacién paralela de un protén al dtomo de nitrédgeno. Cada tipo de
proteinasa cuenta con residuos especificos que cumplen las funciones de nucleéfilos
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y de donadores de protones. Las proteinasas que hidrolizan enlaces peptidicos en el
interior de una cadena polipeptidica se clasifican como endopeptidasas, mientras que
aquellas que hidrolizan los enlaces peptidicos de los aminoacidos situados en los
extremos NH2 o COOH se clasifican como exopeptidasas (Thomas, 2004).

Se reconocen alrededor de 2.000 tipos (especies) de peptidasas hoy en dia,
pero se espera que este numero llege a superar las 25.000. En la década de los 90, la
mejora de los métodos de secuenciaciéon de nucledtidos dio lugar a un rapido
aumento de las posibilidades de deducir las secuencias de aminoacidos de las
peptidasas. Las peptidasas fueron asignadas a familias basandose en importantes
similitudes en la secuencia de aminoacidos. Algunas de esas familias fueron ademas
agrupadas en clanes. Un clan de peptidasas fue definido como un grupo de familias
para los que hay indicios de relacién en su evolucién, a pesar de que falten
similitudes en su secuencia (Barrett y Rawlings, 2007). En 1996, un nuevo sistema
de clasificacién fue publicado en World Wide Web como base de datos de peptidasas
MEROPS, y ha estado siendo actualizado cada 3 meses desde entonces (Fig. 7)
(Barrett y Rawlings, 2007). Las peptidasas, segin la base de datos MEROPS, se
clasifican de acuerdo a las similitudes de su estructura tridimensional. Si la estructura
tridimensional no esta disponible, la clasificacién se hace basindose en el orden de
los residuos cataliticos de la cadena peptidica y las secuencias que los flanquean.

Clan (ej. CA) '

Familia (ej. C1) ' ' '
Especie
(ei. C01060)

Proteinasa

(ei. P07858) ' ' ' ' ' ' '

Fig. 7. Sistema de clasificacién de una proteinasa (Barrett y Rawlings, 2007).
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Las proteinasas pueden clasificarse siguiendo distintos criterios: especificidad
de sustrato, mecanismo catalitico, localizacién intracelular, funcién en el organismo,
etc., aunque su diferenciacidon en base al mecanismo catalitico sea quizds lo mas
comun. Segun este criterio se distinguen los siguientes tipos de proteinasas: serina
proteinasas, cisteina proteinasas, aspartico proteinasas, metaloproteinasas, glutdmico
proteinasas, treonina proteinasas y proteinasas de mecanismo catalitico desconocido.

2.2.1.1. Serina proteinasas

Las serina proteinasas son un grupo muy amplio y esta formado por un total
de 13 clanes, 43 familias y 15 subfamilias (Rawlings et al, 2008). Constituyen una
familia de enzimas que en su sitio de fijacién de sustrato utilizan un residuo de serina
activado de forma especial para hidrolizar cataliticamente enlaces peptidicos. Esta
serina puede ser caracterizada mediante una reaccidn irreversible entre el grupo
hidroxilo de su cadena lateral y el diisopropilfluorofosfato (DFP) (Thomas, 2004).

Estas enzimas participan en procesos fisiolégicos cuidadosamente controlados,
tales como la coagulacién de la sangre, la fibrinolisis, la activacién del complemento,
la fertilizacién y la produccién de hormonas. Se cree que diversas enfermedades
como enfisemas, artritis, trombosis, metdstasis cancerosas y algunas formas de
hemofilia provienen de la ausencia de regulacién de serina proteinasas especificas

(Thomas, 2004).

Se han encontrado en Schistosoma mansoni (cercaria) y Jaenia saginata
(oncosfera), y en ambos casos su funcion parece relacionarse con la degradacién de la
de los tejidos para facilitar la penetracidn, si bien se desconoce la localizacién exacta
de las mismas (McKerrow et al, 1985a; McKerrow et al, 1985b). Numerosas
publicaciones describen la presencia de este tipo de proteinasas en otros parasitos.
Por ejemplo, se ha demostrado que estdn presentes en otros nematodos como
Trichinella pseudospiralis (Cwiklinski et al, 2009), en protozoos como Plasmodium
falciparum (Koussis et al, 2009) e incluso en &caros como Sarcoptes scabiei
(Bergstrém er al., 2009).

2.2.1.2. Aspartico proteinasas

Este tipo de proteinasas utiliza un aspartato para llevar a cabo su funcién
catalitica (Thomas, 2004). También conocidas como proteinasas dcidas o carboxil
proteinasas, se caracterizan por la presencia de un residuo Asp en el centro activo,
por ser endopeptidasas y por su dependencia de un medio de reaccién muy acido.
Estan clasificadas en 7 clanes, 14 familias y 16 subfamilias (Rawlings et al, 2008),
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entre las que se encuentra la pepsina, la renina o la retropepsina (endopeptidasa del
virus del SIDA), etc.

Se han localizado en distintos parasitos, como por ejemplo Schistosoma
mansoni (adulto) (luz intestinal), 7Taenia solium (metacestodo) o H. contortus (L4 'y
adulto), donde tienen por funcién la hemoglobinolisis que les ayuda en su nutricién
(White er al., 1992; Longbottom et al, 1997; Wong et al., 1997; Smith et al, 2003).
En 7aenia solium se encontr6é ademds una aspdrtico proteinasa con capacidad para
hidrolizar inmunoglobulinas, por lo que se ha asociado con mecanismos de evasién
de la respuesta inmune del hospedador (White et al, 1992). Por ultimo, la funcién
de este tipo de proteinasas también se ha relacionado con la invasién y migracién en
el hospedador de las larvas del nematodo Ancylostoma caninum (Yang et al, 2009).
Este tipo de proteinasas también se han descrito en parasitos protozoos como
Plasmodium falciparum (Bhaumik et al, 2009) o Trypanosoma cruzi (Pinho et al,
2009).

2.2.1.3. Metaloproteinasas

Se caracterizan por utilizar un ién metalico para poder realizar su funcién
(Thomas, 2004). El conjunto de metaloproteinasas engloba una amplia variedad de
estructuras y familias, la mayoria de las cuales son dependientes del zinc. Se conocen
hasta 54 familias, con 40 subfamilias, agrupadas en 15 clanes (Rawlings et al, 2008),
entre las que se incluyen tanto endopeptidasas (termolisina, colagenasa y astacina)
como exopeptidasas (carboxipeptidasas y aminopeptidasas).

Se han encontrado distintos tipos de metaloproteinasas en nematodos
parasitos como H. contortus (L4 y adulto), concretamente en las células apicales
intestinales, donde la proteinasa parece realizar funciones digestivas (Redmond ez al,
1997). En otros parasitos como 7aenia solium (metacestodo), ademas del efecto
favorecedor de la nutricion del pardsito, se ha observado la capacidad de
determinadas metaloproteinasas para hidrolizar las inmunoglobulinas (White ez al,
1992), al igual que se describié anteriormente para las aspartico proteinasas. Ademas
de estas funciones, en otros parasitos como Schistosoma mansoni se ha observado
que ciertas metaloproteinasas afectan a la actividad motora, al desarrollo de los
huevos y a la viabilidad del parésito (Day y Chen, 1998). Las metaloproteinasas
también se han descrito en protozoos como Leishmania sp. (Jaffe y Dwyer, 2003) o
Trypanosoma cruzi (Cazzulo, 2002).
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2.2.1.4. Glutamico proteinasas

Se han descubierto recientemente y contribuyen a la nutricién del hongo en
el que se produce. Sélo se reconoce un clan con una familia (Rawlings ez al, 2008).
Hasta el momento no se han descrito en parasitos.

2.2.1.5. Treonina proteinasas

Este grupo de proteinasas se ha identificado también recientemente y sélo se
ha descrito hasta el momento un clan con 4 familias y 2 subfamilias. Un ejemplo de
treonina proteinasa es el precursor de la ornitina acetiltransferasa que se encuentra
en Saccharomyces cerevisiae o levadura de cerveza (Rawlings et al, 2008), un hongo
unicelular utilizado en la fabricacién del pan, cerveza y vino. Tampoco se han
descrito en parasitos.

2.2.1.6. Proteinasas tipo cisteina

Las proteinasas tipo cisteina se catalogan como una amplia familia de enzimas
genéricamente conocidas como catepsinas, que estan relacionadas con la papaina.
Segun la base de datos de peptidasas MEROPS, existe un total de 9 clanes, 70 familias
y 15 subfamilias (Rawlings et al, 2008).

Estas enzimas proteoliticas desempefian un papel importante en muchos
procesos celulares normales, especialmente en relacién con el recambio tisular
(Gunette et al, 1994; Berdowska, 2004). Ademads, parecen estar involucradas en
determinados procesos patoldgicos benignos (Golde et al, 1992; Berdowska, 2004),
asi como en el proceso de invasién cancerosa y las metdstasis (Murnane et al, 1991;
Herszényi et al, 2000). Hasta el momento, se han aislado y caracterizado 10
proteinasas tipo cisteina lisosomales humanas: catepsinas B, L, H, S, O, K, C, W, L2y
Z. Todas ellas contienen un residuo de cisteina en el centro activo de la molécula vy,
en practicamente todos los casos, se sintetizan como proenzimas que deben ser
activadas para su actuacion, pero que difieren en algunas caracteristicas enzimaticas,
incluyendo su especificidad de sustrato y su estabilidad en funcién del pH (Vizoso et

al., 2000).

Se ha demostrado que las catepsinas B, L y O pueden ser secretadas por una
variedad de tumores humanos o animales (Kane y Gottesman, 1990; Sloane et al,
1990; Velasco et al, 1994). Ademads, existen estudios que demuestran que las
catepsina B y L estan involucradas en la degradacién de constituyentes de la
membrana basal, como la laminina, fibronectina y el colidgeno tipo IV (Kane y
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Gottesman, 1990), y que la catepsina B puede favorecer la angiogénesis (Sinha et al,
1995a). De acuerdo con esas observaciones, existen también estudios que indican una
asociacién significativa entre los valores de expresiéon tumoral de las catepsina B
(Sinha er al, 1995b) o L (Maciewicz et al, 1989) con ciertos parametros de
agresividad tumoral en carcinomas de colon y préstata. Ademads, la expresion
tumoral de la catepsina B ha sido también asociada con un peor prondstico de los
pacientes afectados de carcinoma de colon (Campo et al, 1994) o mama (Foekens et
al., 1998; McGuire et al., 1998).

Las proteinasas tipo cisteina de los parasitos tienen mucho interés, debido a
que su actividad parece estar relacionada con la capacidad de invasién de los tejidos
del hospedador, asi como con procesos vitales de la muda de la cuticula y la digestion
de la sangre que sirve de alimento a ciertos nematodos. Este tipo de proteinasas,
andlogas a las catepsinas B humanas, se han encontrado en nematodos como .
contortus, Ancylostoma duodenale, Toxocara canis y Onchocerca volvulus
(Lustigman et al, 1996; Skuce et al, 1999a; Falcone et al, 2000; Shompole y Jasmer
2001), pero también en platelmintos como Fasciola hepatica, Schistosoma mansoni,
Schistosoma japonicum 'y Paragonimus westermani (Brady et al, 1999; Yun er al,
2000), e incluso en protozoos como Entamoeba histolytica (Freitas et al, 2009) o
Plasmodium falciparum (Pandey et al., 2009).

Las proteinasas tipo cisteina pueden desempefiar distintas funciones en los
parasitos:

» _Hemoglobinolisis. Esta capacidad se ha observado en H. contortus (L4 y
adulto) (Cox et al, 1990; Pratt et al, 1990; Rhoads y Fetterer, 1995; Fetterer y
Rhoads, 1997), Fasciola hepatica (Yamasaki et al, 1992), Schistosoma mansoni
(forma migratoria de las larvas dentro del hospedador y en el adulto) (Smith et al,
1994; Ghoneim y Klinkert, 1995; Wasilewski et al, 1996), Schistosoma japonicum
(adulto) (Caffrey y Ruppel, 1997), Necator americanus (Ranjit et al, 2009) y en
Taenia solium (metacestodo) (White et al, 1992), y en todos los casos se cree que
favorece la nutricién del parasito.

Estudios llevados a cabo con inhibidores de proteinasas tipo cisteina han
sugerido que también estdn presentes en Plasmodium falciparum donde, ademads de
esta capacidad de hidroélisis de la hemoglobina, parecen estar implicadas en la
ruptura y penetraciéon en el eritrocito de las formas eritrocitarias del parasito
(Rosenthal, 2004).
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* Degradacidn de Ia matriz tisular. Entre otras funciones atribuibles a este
tipo de proteinasas se encuentra la degradacién de la matriz tisular. Esta posibilidad
se ha descrito en helmintos como Fasciola hepatica (Berasain et al, 1997), Taenia
saginata (oncosfera) (White et al, 1996), H. contortus (L4 y adulto) (Rhoads y
Fetterer, 1996), asi como en el protozoo Entamoeba histolytica durante las primeras
fases de invasion del intestino (Que et al, 2002).

* Hidrdlisis de inmunoglobulinas. También en este grupo de proteinasas
existen algunas capaces de hidrolizar inmunoglobulinas para evadir la respuesta
inmune del hospedador. Esta capacidad se ha observado en Fasciola hepatica
(Chapman y Mitchell, 1982; Wilson et al, 1998), en 7aenia crassiceps (metacestodo)
(White er al, 1997; Khalil er al, 1998) y 7aenia solium (metacestodo) (White et al,
1992).

* Otras funciones. En nematodos filaridos se ha demostrado que las
proteinasas tipo cisteina estdn implicadas en los procesos de muda (Gregory y
Maizels, 2007). En Paragonimus westermani se ha observado que cumple funciones
relacionadas con la reproduccion y la escision de la metacercaria de este trematodo
(Park er al, 2002; Yang er al, 2004) y también parecen poder perturbar los
mecanismos de defensa del hospedador inactivando el complemento o los
mediadores citotéxicos expresados por los linfocitos (Leid, 1987).

2.2.1.7. Proteinasas de mecanismo catalitico desconocido

Existe ademds un grupo de proteinasas cuyo mecanismo catalitico es
desconocido, o no se encuentran dentro de las descritas en los demas grupos. En este
grupo se encuentra un clan con 9 familias (Rawlings er al, 2008), entre los que
destaca el proteosoma, un complejo proteico encargado de la mayor parte de la
degradacién no lisosomal de proteinas. El mecanismo catalitico de estas proteinasas
es diferente al de la mayoria de proteinasas conocidas, y se expresa en funcién del
entorno proteico en cinco actividades proteasicas diferentes. Gracias a esto, el
proteosoma puede hidrolizar practicamente cualquier enlace peptidico de las
proteinas sustrato. Hasta el momento no se han descrito en parasitos.

2.2.2. PROTEINASAS EN HAEMONCHUS CONTORTUS

La penetracién de H. contortus en los tejidos huéspedes y la utilizacién de la
sangre del hospedador como fuente nutricional estin mediados por procesos
mecanicos y por la liberacién de productos histoliticos (Trap y Boireau, 2000).
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Un analisis de los productos de excrecién-secrecién potencialmente
histoliticos en adultos utilizando geles de poliacrilamida ha permitido la
identificacion de cuatro fracciones (Karanu er al, 1993) de 32, 35, 38 y 40 kDa con
actividad proteinasa tipo cisteina. También fueron identificadas aspartil proteinasas y
metaloproteinasas en estos productos de excrecidn/secrecién. Hasta el momento se
han descrito las secuencias génicas de los siguientes grupos de proteinasas tipo
cisteina en H. contortus. familia AC (Pratt et al, 1990; Pratt et al, 1992), GCP-7
(Rehman y Jasmer, 1998), hmcp 1, hmcp 4 y hmcp 6 (Skuce er al, 1999a), HC58
(Muleke er al, 2006) y cistatina (Newlands er al, 2001). En general, las proteinasas
de H. contortus son mas similares entre si de lo que lo son con respecto a la catepsina
B humana (38-44% identidad de aminodcidos), o a la proteinasa tipo cisteina de
Sm31 de Schistosoma mansoni (36-40% de identidad) (Pratt et al, 1992).

Esta gran diversidad de familias de proteinasas permitiria al adulto de A.
contortus desarrollar funciones muy diversas, como por ejemplo la degradacién de
los tejidos conjuntivos. En este sentido, las larvas L4 y los adultos de H. contortus son
capaces de degradar el 42% y el 100%, respectivamente, de una matriz extracelular
compuesta de glicoproteinas, de elastina y de colageno.

También se ha observado que los productos de excrecién/secrecién de los
adultos pueden degradar el 64% de la matriz, incrementdndose este porcentaje en
presencia de dithiothreitol (activador de proteinasas tipo cisteina). A la inversa, la
degradacién de las matrices es inhibida cuando estos mismos productos de
excrecidn/secrecion son coincubados con un inhibidor especifico de proteinasas tipo
cisteina (Rhoads y Fetterer, 1996). Por tanto, una o varias proteinasas tipo cisteina de
H. contortus tendrian la capacidad de degradar componentes mayores de la matriz
extracelular (elastina y coldgeno) en condiciones fisioldgicas y participarian en la
lisis de los tejidos favoreciendo la penetracién en el cuajar y/o en los capilares
sanguineos del hospedador (Trap y Boireau, 2000).

Existen también diferentes trabajos que demuestran la capacidad de las
proteinasas tipo cisteina de H. contortus para digerir la hemoglobina del huésped.
Asi, una proteinasa con actividad cisteina del tipo catepsina L identificada en el
estadio de larva L4 y en adultos se ha demostrado que inhibe la coagulacién de la
sangre en ovino mediante hidroélisis del fibrinégeno, presentando por tanto una
funcién hemoglobinolitica (Rhoads y Fetterer, 1995). En este sentido se ha
demostrado que en presencia de inhibidores de proteinasas tipo cisteina, la
incorporaciéon de hemoglobina radiomarcada se reduce en un 78%, y la viabilidad
parasitaria disminuye, mientras que utilizando un inhibidor de serina proteinasas
sélo se consigue una disminucidén de la incorporacién de un 40% (Fetterer y Rhoads,
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1997). Mas tarde Muleke er al (2006) describieron una proteina que a pH acido no
so6lo tenia capacidad para degradar la hemoglobina, sino también la cadena mayor de
la IgG caprina y la azocaseina. Dicha proteina se conoce como HC58 y también ha
mostrado capacidad para degradar el fibrinégeno a pH basico.

En H. contortus se pueden encontrar también otro tipo de proteinasas, como
aspartil proteinasas (Longbottom et al, 1997; Smith et al, 2003) o metaloproteinasas

(Redmond et al, 1997; Smith et al, 1999; Newlands et al, 2006), pero sus funciones
no se han investigado con tanta profundidad como las proteinasas tipo cisteina.

2.2.3. UTILIDAD DIAGNOSTICA DE LAS PROTEINASAS

Las proteinasas tipo cisteina no solo estan involucradas en procesos
fisiopatoldgicos sino que pueden resultar también ttiles como marcadores de
diagnéstico y prondstico de determinadas enfermedades en el hombre y en los
animales (Berdowska, 2004). En este sentido, extractos de una proteinasa tipo
cisteina de 28 kDa del trematodo Fasciola gigantica han sido utilizados como
antigeno para el inmunodiagndstico mediante ELISA de la fasciolosis en vacuno,
ovino y caprino (Fagbemi y Guobadia, 1995). La misma catepsina L de 28 kDa ha
sido empleada por otros autores para el diagndstico de la fasciolosis en ganado ovino
utilizando otras técnicas diferentes al ELISA, como el Western blotting y/o el
Dipstick ELISA (Dixit er al, 2002; Yadav et al, 2005). Mas recientemente, se ha
valorado la sensibilidad y eficacia del inmunodiagndstico mediante ELISA de esta
parasitosis en bufalos de agua usando en la detecciéon dos tipos de antigenos,
proteinasas tipo cisteina del tipo catepsina L (Dixit et al, 2008) y proteinasas
recombinantes tipo catepsina L1-D. La sensibilidad de la técnica fue superior al 97%
y se obtuvo una especificidad del 100%. Ademds, no se observaron reacciones
cruzadas con otros pardsitos como, por ejemplo, Schistosoma indicum, S. spindale,
Paramphistomum epiclitum, Gastrothylax spp., Gigantocotyle explanatum 'y
Strongyloides papilossus (Raina et al., 2006). También se han obtenido resultados
satisfactorios a partir de la construcciéon de 3 péptidos sobre la base de la region

amino terminal del sitio enzimdtico de la catepsina L de F. gigantica (aminoacidos
110-123) (Jezek et al., 2007).

El valor diagnédstico de las proteinasas tipo cisteina de Fasciola gigantica no
s6lo se ha evaluado en animales sino también en medicina humana, donde se ha
llegado a poner a punto un test ELISA de alta sensibilidad y precisién que detecta
IgG (subclase 4, IgG4) frente a una catepsina L1 del parasito (Wongkham et al,
2005). Otros estudios obtuvieron resultados similares empleando el antigeno
recombinante de la misma proteinasa tipo cisteina (Tantrawatpan et al, 2005).
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Finalmente, algunos autores han demostrado que el serodiagnéstico mediante ELISA
usando proteinasas tipo cisteina purificadas de Fasciola gigantica era mas
concluyente y permitia discriminar mejor entre poblaciones de individuos
seropositivos y seronegativos que cuando se utilizaban extractos somaticos (Rokni et

al, 2003).

Fasciola hepatica, otro trematodo del mismo género, ha sido estudiado en
numerosas ocasiones para evaluar la capacidad diagnéstica de sus proteinasas.
Cornelissen ez al. (1999) pusieron de manifiesto el valor inmunodiagndstico de las
proteinasas tipo cisteina del tipo catepsina L mediante ELISA en vacuno. Ademads, se
observé que la forma recombinante de dicho antigeno poseia un valor
inmodiagnostico de alta sensibilidad y fiabilidad en fases tempranas de la infeccién,
tanto en ovino como en vacuno (Cornelissen et al, 2001). Otros estudios ha evaluado
la eficacia de estos métodos diagndsticos en medicina humana. De esta manera, al
igual que en rumiantes, existen métodos de deteccién de anticuerpos mediante
ELISA frente a una forma recombinante de proteinasas tipo cisteina del tipo
procatepsina L (Carnevale er al, 2001). El diagnoéstico de la fasciolosis también se ha
abordado mediante ELISA utilizando proteinasas tipo cisteina de 26 kDa (Fasl)
(Timoteo et al, 2005) y de 25 kDa (Fas2), tanto en animales (alpacas) (Neyra et al,
2002; Timoteo et al, 2005) como en humana (Espinoza et al, 2005; Espinoza et al,
2007). Por ultimo, fracciones proteoliticas de 28 y 34 kDa (P28 y P34
respectivamente) con actividad cisteina proteinasa fueron identificadas y empleadas
con éxito para diagnosticar mediante ELISA indirecto la fasciolosis producida por .
hepatica en ganado caprino (Ruiz et al, 2003).

Mas recientemente, se ha demostrado que en los productos de excrecién-
secrecion de Schistosoma mansoni figuran dos sustancias altamente inmunogénicas y
especificas con actividad cisteina proteinasa, con pesos moleculares de 31/32 kDa y
38/40 kDa (Planchart er al, 2007). Los autores de este trabajo propusieron la
utilizacién de estos antigenos como una buena estrategia de diagndstico de la
schistosomosis, capaz de determinar el grado de intensidad de la infeccidn, la eficacia
de la quimioterapia y la presencia de infecciones activas.

2.2.4. UTILIDAD INMUNOPROFILACTICA DE LAS PROTEINASAS

La actividad proteinasa ha sido identificada en extractos y secreciones de un
gran nimero de nematodos y trematodos, tanto en el hombre como en los animales.
Dada la importancia de estas enzimas proteoliticas en la supervivencia de los
parasitos por su intervencidn en procesos fisioldgicos fundamentales como la
invasion de los tejidos, la alimentacidn, la embriogénesis y la evasion de la respuesta
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inmune, se han propuesto como candidatas para el desarrollo de vacunas. Han sido
numerosas las publicaciones que han descrito niveles variables de proteccién frente a
diversos helmintos usando un gran numero de antigenos, entre los cuales las
proteinasas representan un grupo de moléculas de poder inmundgeno ampliamente
reconocido.

Como breve resefia bibliografica se puede mencionar que tanto el ganado
ovino como el vacuno han resultado protegidos frente a Fasciola hepatica tras la
inmunizacién con cisteina y metaloproteinasas (Dalton y Mulcahy, 2001). Ademads,
tal como se ha indicado en el apartado de Inmunoprofilaxis, se ha conseguido
inmunoproteccién en ovejas frente a H. contortus empleando extractos de
membrana de intestino ricos en proteinasas (H-gal-GP) (Knox y Smith, 2001) con
actividad aspartil proteinasa, metaloproteinasa neutra y proteinasa tipo cisteina
(Smith er al, 1999). Por otro lado, también se ha observado que perros inmunizados
con una vacuna recombinante a partir de una aspartico proteinasa presentaron una
reduccién de la carga parasitaria de Ancylostoma caninum (Hotez et al, 2002) y que
una proteinasa tipo catepsina F secretada por las larvas L4 de 7Teladorsagia
circumcincta fue capaz de inducir una respuesta de IgA local en ovino asociada a un
retraso en el crecimiento de los vermes adultos y retencién de las L4 (Redmond et

al., 2006).
2.2.4.1. Utilidad inmundgena de las aspértico proteinasas

Este tipo de proteinasas se expresa en el intestino de nematodos y trematodos
hematofagos, e interviene en los primeros eventos que tienen lugar en el hospedador
en la digestién de la hemoglobina (Brindley et al, 1997; Brindley et al, 2001;
Williamson et al, 2002). Se han realizado estudios con vacunas recombinantes del
tipo catepsina D en Schistosoma japonicum, donde se generd una leve protecciéon
(21-38%) frente a una posterior infeccidén, pero no se observd efecto frente a la
fecundidad del pardsito; ademas, la proteccién no se correlaciond con niveles de
anticuerpos (Verity et al, 2001). También se han realizado ensayos con una
catepsina D (Ac-APR-1) en perros frente a Ancylostoma caninum, sin llegarse a
generar un gran nivel de proteccién (18%) (Hotez et al, 2002). Un grado de
proteccidén mayor frente a Ancylostoma caninum ha sido obtenido recientemente
por Pearson et al (2009) al inmunizar a perros con una aspartico proteinasa similar a
la Ac-APR-1, concretamente con la Na-APR-1 extraida de Necator americanus. Los
perros vacunados presentaron menores recuentos de huevos, menor carga
parasitaria, menor pérdida de peso, asi como una menor sintomatologia que los no
vacunados.
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Otro tipo de aspartico proteinasas relacionadas con la pepsina se ha
encontrado en el intestino de A. contortus (Longbottom et al, 1997) y en Necator
americanus (Na-APR-2) (Williamson et al, 2003). En los estudios de
inmunoproteccién realizados con este tipo de antigenos se ha observado que Na-
APR-2 es capaz de inhibir in vitro el 50% de la infeccién percutdnea por larvas y los
antisueros, tanto frente a APR-2 como frente a APR-1, son capaces de inhibir la
capacidad de las respectivas proteinasas de digerir substratos peptidicos in vitro
(Williamson et al, 2002). Otros autores identificaron proteinasas tipo aspartico en el
complejo H-gal-GP, las denominadas HcPEP1 y HcPEP2, que fueron empleadas con
éxito como antigenos inmundgenos en ovino, también frente a H. contortus,
obteniéndose reducciones en la eliminacién de huevos en las heces y de la carga
parasitaria entre el 30-50% (Smith ez al, 2003).

2.2.4.2. Utilidad inmundgena de las metaloproteinasas

Las metaloproteinasas de los helmintos pardsitos estin involucradas en
procesos como la invasién de los tejidos por las larvas y la alimentacion de los vermes
adultos. Dentro de este tipo de proteinasas se encuentran las metaloproteinasas
dependientes de Zinc que son secretadas por el adulto (Hotez et al, 1985; Jones y
Hotez, 2002) y las larvas (Zhan et al, 2002) de gusanos ganchudos y Strongyloides
stercoralis (Brindley et al, 1995). La forma recombinante de una de estas enzimas,
obtenidas a partir de larvas de A. caninum (Ac-MTP-1), no indujo sin embargo
proteccidn frente a una infeccién posterior con larvas. Coincidiendo con esta falta de
proteccion, esta proteina recombinante no desarroll6 actividad enzimatica (Dalton et
al, 2003). Otras metaloendopeptidasas expresadas por los adultos de Ancylostoma en
su luz intestinal, y que muestran un alto grado de semejanza en su secuencia de
aminodcidos con la metaloendopeptidasas de H. contortus (Jones y Hotez, 2002) y la
neprilisina humana, como las denominadas Ac-MEP-1, se han propuesto como
antigenos ocultos susceptibles de ser utilizados en ensayos de vacunacién. Estos
tendrian propiedades similares a los antigenos ocultos que han demostrado gran
eficacia en vacunas frente a las ixodidosis del ganado bovino (Wong y Opdebeeck,

1993).

También se han realizado estudios de vacunacién en ovejas con leucina
aminopeptidasa, una metaloproteinasa de F. hepatica que fue capaz de inducir la
produccién de anticuerpos neutralizantes y una proteccién del 89% frente a la
fasciolosis (Piacenza et al, 1999). Finalmente, como ya se ha mencionado en el
capitulo de Profilaxis y Control, la inmunizacién de ovejas con aminopeptidasa M,
denominada H11, es también altamente eficaz frente a H. contortus, siendo posibles
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reducciones del numero de vermes adultos que pueden llegar hasta un 90% (Smith et

al,, 1993b).
2.2.4.3. Utilidad inmundgena de las proteinasas tipo cisteina

Ciertos estudios revelan que la actividad enzimdtica de las proteinasas tipo
catepsina L destaca entre los productos de excrecion/secrecion de las fases juveniles
de Fasciola hepatica, y han sido asociadas a la proteolisis de IgG (Chapman y
Mitchell, 1982; Smith et al, 1993a). También se ha observado que impiden la
adherencia de eosindfilos (Carmona er al, 1993) y son capaces de suprimir la
respuesta de las células T (O'Neill er al, 2001; Prowse et al, 2002). Todas estas
actividades podrian explicar el hecho de que la inmunizacién de ganado vacuno con
catepsinas L1 y L2 purificadas de F. hepatica sean capaces de inducir mas de un 60%
de proteccién frente al establecimiento de vermes adultos, ademads de una inhibicién
de la embriogénesis de los huevos (Dalton et al, 1996a; Mulcahy et al, 1998). La
inmunizacidén en ratas frente a este trematodo también ha resultado eficaz utilizando
vacunas recombinantes de proteinasas tipo cisteina que fueron clonadas a partir de
vermes adultos del parasito. Este mismo antigeno se ha mostrado eficaz tanto en
bovinos (Dabrowska et al, 2006) como en ovinos (Wedrychowicz et al, 2007).
Recientemente, Jayaraj et al (2009) han realizado ensayos de inmunizacién en ratas
utilizando como antigeno la forma recombinante de otros 3 tipos de proteinasas tipo
cisteina de F. hepatica (catepsina L5, catepsina L1g y catepsina B). La utilizacién
tanto de cada antigeno por separado como de las combinaciones de todos ellos se
tradujo en una reduccién significativa de la carga parasitaria, siendo la combinacion
de catepsina B y catepsina L5 la que ofrecié mejores resultados.

En extractos de otros trematodos como Schistosoma spp. también se
encuentran proteinasas del tipo catepsina B y L que parecen participar en la cascada
proteolitica de la hemoglobina en el intestino (Dalton et al, 1996b; Brindley ez al,
1997; Tort et al, 1999). Algunos ensayos in vitro e in vivo han demostrado el efecto
frente a la fecundidad del parésito de estas proteinasas (Brindley ez al, 1997) y otras
como la calpaina (Ohta et al, 2004). Mds recientemente, se ha observado que la
administraciéon de IL-4 puede mejorar el efecto protector de la vacuna de ADN de
catepsina B contra la infeccién por S. japonicum en ratones (Chen et al, 2005). En
otras especies de este género, concretamente .S. mansoni, se han realizado también
ensayos de vacunacion utilizando una asparaginil endopeptidasa (Sm32) que desde el
punto de vista funcional se trata de una proteinasa tipo cisteina, que sin embargo no
estd relacionada con la secuencia de las catepsinas L o B. También en este caso la
vacunacién provoco una alteracién en la fecundidad de Schistosoma sp. en roedores

(Chlichlia er al, 2001).
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En los nematodos gastrointestinales de los rumiantes se han realizado estudios
de inmunoproteccién frente a Ostertagia ostertagi en ganado vacuno utilizando
como antigeno fracciones enriquecidas de proteinasas tipo cisteina. Las
purificaciones se realizaron mediante cromatografia en thiol-sepharose a partir de
extractos de vermes adultos obtenidos con Triton X-100 (S3-thiol) y de productos de
ES también de adultos (ES-thiol). De los dos tipos de antigeno, solamente el ES-thiol
fue capaz de inducir inmunoproteccién en bovinos frente a Ostertagia ostertagi. La
proteccidn se tradujo en una disminucién significativa de los recuentos fecales
(60%), un alto porcentaje de larvas L4 inhibidas (9,8%) y un menor nimero de
vermes adultos (18% menos). Ademads, tanto las hembras como los machos adultos
fueron significativamente mdas pequeios, y las hembras presentaron un menor
numero de huevos intrauterinos. Los niveles de anticuerpos locales especificos de
Ostertagia mostraron una correlacién negativa con el tamafio de los vermes adultos
del parasito, el nimero de huevos por hembra y el recuento acumulado de huevos en
heces. Sin embargo, estas correlaciones fueron bastante débiles (Geldhof ez aZ, 2002).

Posteriormente, el antigeno ES-thiol fue fraccionado mediante cromatografia
de intercambio de iones (Sepharose-Q) para separar las proteinas secretadas asociadas
por activacion (ASPs), las proteinasas tipo cisteina y el resto de fracciones. Los tres
tipos de fracciones fueron empleadas como inmundgenos y se obtuvieron
reducciones en el recuento fecal de huevos del 74, 80 y 70% respectivamente.
Aunque no hubo disminucién de la carga parasitaria en ninguno de estos grupos, si
se observoé que todos los vermes eran de menor tamafio que los del grupo control
(Geldhof er al, 2008). Los animales inmunizados con ASPs no presentaron
reacciones cruzadas mediante Western blot con los otros dos grupos y sélo
reconocieron las ASPs por lo que se propuso que era precisamente esta fraccion la
principal responsable de la protecciéon (Meyvis er al, 2007). No obstante, la
vacunacién mediante la forma recombinante de este antigeno (Oo-ASP1) no mostré
ningin efecto inmunoprotector (Geldhof et al, 2008).

2.2.4.3.1. Utlidad inmundgena de las proteinasas tipo cisteina en Haemonchus
contortus

Como ya se ha indicado, las cisteina proteinasas desempefian funciones
vitales en H. contortus. La importancia de todas estas funciones justifica el hecho de
que cualquier alteracién de su actividad a través de la respuesta inmune del
hospedador pueda dificultar la penetracién, asentamiento y pervivencia del parasito
en el mismo.

58



2. Revision Bibliogrdfica

En la actualidad se han evaluado con fines inmunoprotectores, con distinta
efectividad, diversas fracciones de H. contortus con actividad proteinasa tipo
cisteina. Una de ellas contiene un complejo formado por dos proteinas de 35 y 55
kDa con capacidad de degradar el fibrindgeno, la primera de las cuales mostraria una
homologia con la catepsina B (Cox et al, 1990; Boisvenue ez al, 1992), no llegando a
mostrar dicho complejo gran efectividad como inmunédgeno frente a la
haemonchosis ovina (Boisvenue et al, 1992). Otra fraccién con actividad proteinasa
tipo cisteina, peso molecular de 70 kDa, y cierta homologia con la anterior, fue
aislada por Knox et al (1995b). Posteriormente, estos mismos autores (Knox et al,
1999) aislaron 3 tipos de extractos en funcion del solvente empleado: PBS (S1)
(phosphate-buffered saline soluble), Tween 20 (S2) y Tritén X-100 (S3). Todos los
extractos se pasaron a través de columnas Thiol-Sepharosa, confirmando la presencia
de proteinasas tipo cisteina. Las proteinasas tipo cisteina halladas en las fracciones S1
y S2 se encontraron en un rango de 50-55 kDa, coincidentes con las descritas por
Karanu er al (1993), mientras que en el extracto S3 se encontraron fracciones de 35
y 70 kDa similares a las descritas por Boisvenue et al (1992).

Al evaluar la capacidad inmunoprotectora de estas fracciones se observo que
las fracciones S1 y S2 no inducian un considerable nivel de proteccidn, inicamente
una ligera disminucién en los recuentos fecales de huevos y en la cantidad de
vermes en los animales vacunados. Sin embargo, la fracciéon S3 si mostré mayor
potencial inmundgeno, detectdndose descensos en los recuentos fecales de huevos

de hasta el 95% (Knox et al.,, 1999).

En otros estudios realizados en ovino, la vacunacién con extractos de
detergente procedentes de vermes adultos enriquecidos para proteinasas tipo
cisteina de membrana de intestino (TBSP) han dado lugar a una reduccién media del
recuento fecal de huevos y de la carga parasitaria del 77% y 47%, respectivamente
(Knox y Smith, 2001). La presencia de anticuerpos de ovejas vacunadas con TBSP
natural con capacidad para inhibir la actividad proteinasa tipo cisteina de TBSP in
vitro (Knox et al, 2005) pone de manifiesto la posibilidad de que el mecanismo de
inmunidad pudiese estar mediado por anticuerpos capaces de inhibir la digestion de
proteinas.

Posteriormente, Ruiz et al (2004a) aislaron fracciones proteicas solubles en
PBS enriquecidas para proteinasas tipo cisteina con columnas de Thiol-Sepharosa,
cuyo principal componente era una proteinasa tipo cisteina de 35 kDa, similar a la
encontrada por Cox er al (1991). Dicha fraccién se mostré capaz de inmunizar
eficazmente a caprinos frente a la haemonchosis, registrindose una reduccion
significativa tanto en el HPG como en la carga parasitaria. Recientemente, De Vries
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et al. (2009) utilizando la proteinasa tipo cisteina AC-5 identificada en productos de
excrecién/secrecion del pardsito, han conseguido una reduccién de la carga
parasitaria del 36% y de los recuentos fecales del 32% en ovinos inmunizados.

Se ha demostrado también que vacunas recombinantes a partir de proteinasas
tipo cisteina son capaces de reducir la carga parasitaria (27%) y el recuento fecal de
huevos (29%) en ovejas (Redmond y Knox, 2006). Aunque sin éxito, también se ha
propuesto la posibilidad de obtener una vacuna recombinante eficaz a partir de la
extraccion y purificacién de proteinasas tipo cisteina del tipo de la catepsina L a
partir de Caenorhabditis elegans (Murray et al., 2007).

2.3. POLIMORFISMO GENETICO

El genoma representa el material genético presente en una sola célula de un
organismo. Estd constituido por moléculas de acido desoxirribonucleico (ADN) que
estdn repartidas en un nimero determinado de cromosomas segun la especie. A su
vez, cada gen es una secuencia de bases de ADN que codifica o contiene la
informacidn para sintetizar una proteina determinada.

Una cadena de ADN es un largo polimero ramificado compuesto tinicamente
de cuatro subunidades distintas. Estas subunidades son los desoxirribonucledtidos
que contienen las bases adenina (A), citosina (C), guanina (G) y timina (T). Los
nucleotidos estan unidos por enlaces covalentes fosfodiéster entre el carbono 5’ de
un grupo desoxirribosa y el carbono 3’ del siguiente. Las cuatro bases estdn fijadas a
esta cadena azucar-fosfato repetitiva, casi como cuatro tipos diferentes de cuentas
ensartadas en un collar (Alberts et al., 1994).

La secuencia de los genes generalmente es estable, pero a veces puede sufrir
cambios que reciben el nombre de mutaciones. Las consecuencias de estos errores
son dobles. Por un lado, el error serd copiado en todas las generaciones futuras, ya
que las secuencias de ADN “malas” se copian con igual fidelidad que las “buenas”.
Por otro lado, el error puede tener efectos importantes sobre la célula, segin el lugar
donde se haya producido la mutacién (Alberts et al, 1994). Las mutaciones pueden
provocar la modificacién de la sintesis de la proteina que codifica el gen mutado y
por tanto pueden afectar a la funcién de dicha proteina en el organismo al que
pertenecen. Las mutaciones constituyen la base principal de variabilidad en las
poblaciones y sirven ademds como herramienta para diferenciar individuos (Alberts

et al, 1994).
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La seleccién es mas probable a favor de la diploidia (2n) en los hospedadores y
a favor de la haploidia (n) en los parasitos. Cuando un parasito debe evadir una
respuesta inmune, la seleccién favorece a los individuos parasitos que expresan una
estrecha gama de antigenos, por tanto favorece a los parasitos haploides frente a los
parasitos diploides. En cambio, cuando un hospedador dispone de un amplio abanico
para reconocer moléculas, la seleccién ira en su favor (Nuismer y Otto, 2004).

La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en
inglés (Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia molecular descrita en
1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran numero de copias de un
fragmento de la secuencia especifica en cuestién. Una vez obtenidas las multiples
copias del gen, el analisis de los polimorfismos genéticos en una determinada
poblacién, por ejemplo de pardsitos, puede llevarse a cabo mediante diferentes
técnicas:

1) Fragmentos de restriccién de longitud variable o RFLPs (“Restriction Fragments
Length Polymorphisms”): Gracias a esta técnica se pueden detectar cambios o
mutaciones que tienen lugar en la secuencia de nucleétidos o ADN. Fue una de
las primeras técnicas que se us6 ampliamente para detectar variaciones a nivel de
la secuencia del ADN. Esta tecnologia se basa en comparar patrones de bandas
generados a partir de moléculas de ADN de diferentes individuos que han sido
sometidas a digestién con enzimas de restriccién, ya que las diversas mutaciones
que afectan a las moléculas de ADN pueden producir fragmentos de longitud
variable. Estas diferencias de longitud pueden posteriormente observarse
mediante electroforesis y tincidn especifica. Esta técnica se ha empleado, por
ejemplo, en la deteccidn de resistencia a los benzimidazoles en el gen f-tubulina
isotipo I de H. contortus (Tiwari et al, 2006).

2) Polimorfismos de ADN amplificados de forma aleatoria o RAPDs (“Ramdom
Amplified Polimorphic DNA”): En este caso la técnica de amplificacién en
cadena (PCR) se realiza a baja temperatura de unién y en un alto nimero de
ciclos, de tal forma que se amplifican fragmentos aleatorios de ADN que
posteriormente se visualizan mediante electroforesis en geles de agarosa. Se cree
que los RAPDs pueden detectar cambios en una sola base. Los polimorfismos
generados con RAPD-PCR sirven como marcadores genéticos dominantes,
heredados de forma mendeliana, ya que la mayoria de estos marcadores son
fragmentos de ADN de una determinada longitud que pueden ser amplificados en
un individuo pero no en otro.
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3)

Esta técnica fue empleada para diferenciar genéticamente 3 especies
distintas de Haemonchus. H. longistipes (dromedario), H. placei (bovino) y H.
contortus (cabras y ovejas). Los resultados mostraron diferencias entre las tres
especies, si bien H. contortusy H. placei fueron mas similares. Por otro lado, /.
contortus presentd el doble de variedad intraespecifica que las otras dos especies
(Jacquiet ez al, 1995).

Polimorfismos de cadenas simples de ADN o SSCP (“Single Strand Comformation
Polymorphism”): Esta técnica es de interés en aquellos casos en los que las
mutaciones no afectan a ninguna diana de restriccién conocida, con lo cual
pasarian por alto al utilizar las técnicas anteriores. La SSCP detecta cambios en la
secuencia de nucleétidos de un gen cuando los productos de PCR son sometidos
a una electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes. La separacion de las cadenas simples de ADN se hace en base a
su conformacién espacial y esto determina la identificacién de los diferentes
alelos en la poblacion de parasitos analizada. Esta técnica ha sido empleada por
Ruiz er al. (2004b) para demostrar la variabilidad genética existente en los genes
que codifican algunas de las proteinasas tipo cisteina de H. contortus. Estos
autores demostraron la variabilidad existente entre dos cepas de distinta
procedencia, una cepa ovina de origen norteamericano y otra cepa caprina de
origen espaiol, asi como la variacidn genética existente dentro de cada cepa. Mas
recientemente, se han realizado estudios empleando esta misma técnica para
diferenciar distintas cepas de 7rypanosoma cruzi mediante el andlisis de cuatro
genes del pardsito (mini-exon, 24Salpha rRNA, 18Sr RNA vy cruzipaina). El
estudio se completd con un andlisis RAPD de una regién del ADN denominada
P7-P8. Todas las cepas que fueron estudiadas pertenecian a 7. cruzi 1 o a
subgrupos de 7. cruzi II. Los patrones de SSCP de los genes 24Salpha rRNA y
18Sr RNA fueron muy variables en las cepas de 7. cruzi1, por lo que el analisis de
ambos genes podria considerarse un método de caracterizaciéon de cepas dentro
de 7. cruzi 1 (Higo et al, 2007). Esta técnica también ha sido utilizada
recientemente por Gudewar et al. (2009) para caracterizar cepas de Echinococcus
granulosus a partir de estados larvarios del parasito (Muzulin ez al, 2008).

2.3.1. POLIMORFISMO GENETICO EN NEMATODOS

Dentro de la clase Nematoda se diferencian dos subclases, Adenophorea y

Secernentea, y en estas dos subclases se engloban todas las especies de nematodos
que se conocen actualmente. Esta clasificaciéon se basa fundamentalmente en las
caracteristicas morfoldgicas de los parasitos, pero cada vez mds se tiende a recurrir a
técnicas basadas en la biologia molecular como herramienta taxondmica, ya que en
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muchos casos no es suficiente el estudio morfolédgico, especialmente cuando se trata
de diferenciar entre distintas variedades geograficas o cepas de un mismo pardsito
que han surgido de la variacién y, por tanto, de la seleccién génica.

El polimorfismo genético es importante, no sé6lo desde el punto de vista
morfolégico (Mendoza-Leén, 2001), sino también bioldgico (Watkins y Fernando,
1984), terapéutico (De Lourdes Mottier y Prichard, 2008) e inmunolégico (Goyal y
Wakelin, 1993).

2.3.1.1. Implicaciones epidemiolégicas y patolégicas

La interaccién existente entre hospedador, parasito y medio ambiente es un
aspecto clave a tener en cuenta en las infecciones parasitarias. Como ya se ha
indicado previamente, en el conocimiento de la relacién entre esos tres factores
radica el éxito de muchos métodos de control, tratamiento y/o diagndstico de dichas
parasitosis.

En los parasitos que estdn altamente adaptados a un ambiente concreto, la
variabilidad genética es muy pequeifia, tal y como demostraron Chollet et al (1997)
al realizar un andlisis isoenzimdtico y genético mediante RAPD en especimenes del
endoparasito del dromedario Haemonchus longistipes procedentes de animales de
regiones desérticas extremas. La variabilidad genética relacionada con las
adaptaciones epidemioldgicas también se ha demostrado entre cepas de /. contortus.
Asi, un estudio de polimorfismo genético llevado a cabo mediante pirosecuenciacién
entre aislados de este parasito en ovejas de Kenia, ovejas de Suecia y cabras también
de Suecia, revel6 que los vermes procedentes de ovino y de caprino estaban mas
estrechamente relacionados que las dos cepas de H. contortus de ovejas de diferentes
regiones geograficas. Esto indicaria una mayor variabilidad genética entre vermes
geograficamente separados que entre vermes de distintas especies hospedadoras de la
misma region, a pesar de que en Suecia no se practica comunmente el pastoreo mixto
entre las dos especies (Troell ez al, 2003).

En determinados estudios genéticos en poblaciones de Ascaris sp. se ha
podido constatar que, si bien Ascaris lumbricoides y A. suum constituyen dos
poblaciones con una subdivisién genética importante (Anderson y Jaenike, 1997), es
posible encontrar en aislados geograficamente diferentes la presencia de hibridos de
ambas especies, lo que permite concluir la posibilidad de transmisiéon cruzada entre
las poblaciones de Ascaris sp. de humanos y de cerdos (Criscione et al, 2007).
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La capacidad de hipobiosis que presentan algunos nematodos también se ha
observado que tiene un trasfondo genético (Grant, 1994). Por ejemplo, se ha
demostrado que dos cepas diferentes de O. ostertagi sometidas a condiciones
ambientales idénticas presentaron un grado de hipobiosis distinto, lo que demuestra
que las aptitudes para el desarrollo de hipobiosis estaban determinadas
genéticamente (Dame et al,, 1993; Grant, 1994).

Por otro lado, es probable que alteraciones en la secuencia de un gen puedan
provocar cambios en la patogenicidad del parasito. Por ejemplo, se ha observado una
correlacion entre la virulencia de Trypanosoma cruzi y la expresién de distintos
genes de la familia de las sialidasas (Weston et al, 1999; Barrio et al, 2007), y que
mutaciones nulas en el gen LYT1 de este mismo parasito derivan en cepas con menor
capacidad patégena (Zago et al, 2008).

Finalmente, los andlisis de polimorfismo son de utilidad para evaluar el flujo
genético entre poblaciones distintas de un mismo parasito. Con este objetivo, usando
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) y secuencias nad4 del genoma
mitocondrial, se analizaron un total de 150 vermes adultos de 19 cepas distintas de
H. contortus representando 14 paises de todos los continentes habitados. En general,
la variacién genética fue alta y se relacion6 mas con diferencias individuales dentro
de una poblacién que con diferencias entre poblaciones dentro de dreas de un mismo
continente (Troell ez al, 2006a).

2.3.1.2. Implicaciones en el diagnéstico

Como se ha mencionado previamente, a la hora de establecer un diagndstico
certero de las parasitosis que afectan a los animales se suele recurrir al analisis
morfoldgico de los parasitos adultos o de sus elementos de diseminacién, aunque
cada vez son mads utilizados los métodos inmunolégicos. Sin embargo, todas las
técnicas son, en general, insuficientes cuando el diagndstico quiere realizarse a nivel
de cepa, variedad geografica, o incluso especie. En estos casos la aplicacion de las
técnicas de biologia molecular, incluyendo las moleculares descritas anteriormente y
otras como el andlisis isoenzimatico, ADN mitocondrial y microsatélites, constituye
una herramienta importante.

Asi, utilizando la técnica PCR-SSCP se han conseguido diferenciar especies de
ascarididos en base al denominado ITS-2, una secuencia de nucleétidos de ADN
ribosémico que sirve como marcador de especies. La amplificacion del segmento ITS-
2 mediante PCR y su posterior andlisis mediante SSCP permitié discriminar ademas
entre distintos aislados geograficos de una misma especie (Gasser et al, 1997).
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Las diferencias genéticas encontradas entre cepas dentro de una misma
especie han servido también para la identificacién de nuevas especies dentro del
género Steinernema sp., la diferenciacién entre dos lineas de ovino y caprino de
Teladorsagia circumcincta (Gasnier y Cabaret, 1996), asi como en el linaje de
diferentes cepas de Trypanosoma cruzi (Higo et al, 2004). Otras técnicas como
nested-PCR, seguidas de analisis de restricciéon, también se han usado en el
diagnéstico para diferenciar especies de Entamoeba histolytica de distintas regiones
geograficas (Samie et al, 2008).

Por otro lado, el andlisis de polimorfismo también se ha utilizado para
determinar el modo de herencia que tienen determinados rasgos o caracteristicas de
ciertos individuos, asi como el mapa de los Joci que controlan esos rasgos, tal y como
han descrito Humbert y Cabaret (1995) mediante la amplificacién y posterior PCR
del ADN de distintos tricostrongilidos (/. contortus, Teladorsagia circumcincta,
Ashworthius gagarini, Spiculopteragia boehmi, Ostertagia leptospicularis, Cooperia
oncophora, Trichostrongylus colubriformisy T. vitrinus).

El principal problema de estas técnicas moleculares es el coste que suponen,
ya que tanto los equipos necesarios, como los componentes y reactivos empleados en
ellas suelen ser costosos, por lo que en la practica estos métodos s6lo se han
empleado con finalidad investigadora o para solucionar problemas taxondmicos
concretos, pero no en el diagnostico rutinario de las parasitosis.

2.3.1.3. Implicaciones en el control

En el control de las nematodosis esta muy extendido el uso de drogas
antihelminticas, pero el uso masivo de farmacos ha provocado la apariciéon de
resistencias, hoy dia reconocidas en la mayoria de los grupos farmacoldgicos. La
aparicion de dicha resistencia se veria favorecida por la gran diversidad genética que
existe dentro de las poblaciones de nematodos, tal y como se ha demostrado en
Teladorsagia sp. (Braisher et al, 2004). Reconocido el trasfondo genético de la
resistencia antihelmintica, el conocimiento de los mecanismos responsables de la
aparicion y difusién de los alelos que confieren la resistencia podria constituir una
herramienta para evitar su propagacién.

De esta forma, la resistencia a los benzimidazoles se ha asociado a mutaciones
de los genes de las B-tubulina isotipo I y II en H. contortus y otros nematodos
gastrointestinales como 7richostrongylus colubriformisy Teladorsagia circumcincta

(Kwa et al, 1994; Roos et al, 1995; Elard et al, 1996). Recientemente, se ha
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demostrado que en H. contortus existe una correlaciéon entre la exposiciéon y/o
resistencia a las lactonas macrociclicas y un aumento de la frecuencia de alelos
codificadores de B-tubulina que contienen codones determinantes para la resistencia
a los benzimidazoles. El uso de estas lactonas macrociclicas podria por tanto
predisponer para que los nematodos obtengan resistencia a los benzimidazoles, lo
cual tendria importantes implicaciones en los programas de control de parasitos
dependientes de rotaciones entre estos dos tipos de firmacos y en programas donde
se combinen los mismos (De Lourdes Mottier y Prichard, 2008).

Como ya se ha mencionado en el capitulo de Profilaxis y Control, la
problemadtica existente con las resistencias a antihelminticos ha motivado el estudio
de numerosas alternativas para el control de las nematodosis gastrointestinales. Entre
esas alternativas se encuentra el control inmunoldgico mediante el empleo de
vacunas. Sin embargo, de la misma forma que se producen cambios en la respuesta a
los antihelminticos, también se pueden producir cambios en los vermes para evadir
la respuesta inmunolégica del hospedador. Esto se puede conseguir de dos formas,
por un lado mediante la supresion de la respuesta y por otro lado mediante la evasion
de la misma. Esta capacidad se ha observado en Fasciola hepatica, cuyo mecanismo
de evasion se desarrolla a través de la expresiéon de una enzima proteolitica tipo
catepsina B capaz de degradar las inmunoglobulinas del hospedador (Chapman y
Mitchell, 1982; Wilson er al, 1998). Este mismo mecanismo de evasién de la
respuesta inmune también ha sido descrito en otros parasitos, como 7aenia crassiceps
(cisticerco) (White et al, 1997; Khalil er al, 1998) y Taenia solium (metacestodo)
(White er al, 1992). Estos hallazgos se han observado también en experimentos in
vivo realizados con ratones tras la creacién de lineas resistentes al nematodo
Heligmosomoides polygyrus. Los parasitos mutantes fueron capaces de suprimir la
respuesta inmune de los hospedadores y el nivel de resistencia de los vermes se vio
relacionado con la intensidad de la seleccién, siendo mucho mayor en aquellos que
habian sido seleccionados de hospedadores mas resistentes.

Del mismo modo que existen razas seleccionadas que son capaces de resistir
una infeccién por nematodos gastrointestinales, algunos autores han sugerido que la
variabilidad genética de los nematodos puede conducir a una evolucién de la
resistencia, también a nivel inmunoldgico, tal y como se ha sugerido tras estudios
realizados con Trichostrongylus colubriformis (Windon, 1991).

2.3.1.4. Polimorfismo en proteinasas tipo cisteina

Debido al potencial de las proteinasas tipo cisteina como posibles vacunas
frente a H. contortus, son de interés los estudios preliminares que indican que estas
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enzimas podrian variar entre diferentes aislados geograficos (Karanu et al, 1993;
Knox et al., 1993).

La existencia de esta variabilidad ha sido también sugerida por Karanu et al
(1997) al estudiar mediante zimoensayos las proteinasas de productos de excrecidn-
secrecion de H. contortus en aislados geograficos procedentes de Kenia y Estados
Unidos. Las proteinasas de ambos aislados no sélo difieren de forma significativa en
relacién a su peso molecular sino también en cuanto a su actividad: mientras que las
estadounidenses mostraron actividad tipo cisteina, la actividad observada en las de
origen africano fue mayoritariamente del tipo de las metaloproteinasas y proteinasas
tipo serina. Es importante destacar de este trabajo que, ademdas de las variaciones
intergeograficas, también se observaron este tipo de variaciones entre los dos aislados
de Kenia estudiados (KI y KII).

Diferentes estudios a nivel molecular han demostrado igualmente gran
variabilidad entre las proteinasas presentes en /. contortus. A partir de tales
proteinasas, catalogadas como catepsinas tipo B (CTB), se identificaron inicialmente
cinco genes diferentes pertenecientes a una misma familia (Pratt et al, 1990; Pratt et
al, 1992) y con posterioridad un gen que codificaba un polipéptido CTB (GCP)
distinto de los cinco genes CTB anteriores (Rehman y Jasmer, 1998).

Skuce et al. (1999a), tras realizar un panel de cDNAs codificadores de cisteina
proteinasas tipo catepsina B, observaron mediante Southern blot gendmico que
algunas de esas enzimas estaban codificadas por una unica copia de genes, mientras
que otras lo estaban por multiples copias. Un posterior andlisis secuencial de estas
proteinasas demostré que existian claras diferencias a nivel molecular entre las
procedentes de dos aislados geograficos distintos, uno del Reino Unido (UK) y otro
de los Estados Unidos de América (USA). Estos autores lograron identificar 3
proteinasas tipo cisteinas en la cepa de UK (hcmpl, 4 y 6) y localizarlas
especificamente mediante inmunofluorescencia en el intestino de /. contortus. Estas
proteinasas eran distintas de las de la familia AC y al GCP-7, llegando sélo al 60% de
similitud en la secuencia de aminoacidos. Skuce et al (1999a) intentaron sin éxito
amplificar mediante una PCR genérica algin gen de la familia AC o el GCP-7, en su
lugar, se amplificé un panel de 4 homologos de cisteina proteinasas (hcmpl- 4).
Ademas, el esfuerzo por clonar el gen AC-1 (Cox et al, 1990) sélo tuvo como
consecuencia la amplificacién de un nuevo homoélogo de la catepsina B, que
denominaron hmcp5. Este compartia mayor homologia con hmcep3 y 4 (68% aprox.),
si bien su secuencia de nucleétidos fue mas similar al grupo AC (1-5) (58% aprox.)
que a hmcepl y 2. Es poco probable que los genes codificados de proteinasas tipo
cisteina de ambas cepas se hayan distanciado tanto como para que sus productos sean
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proteinasas de familias distintas. Mds bien representan distintos grupos de
proteinasas tipo cisteina relacionados. De hecho, los andlisis filogenéticos indican
que el grupo de genes AC y hmcp estan suficientemente relacionados como para
ocupar un unico clan (Tort et al, 1998).

Por su parte, Ruiz et al (2004b) evaluaron la variabilidad genética en las
proteinasas tipo cisteina procedentes de dos cepas de H. contortus, una aislada en
ganado caprino de Gran Canaria y otra de ovinos de Norteamérica, en un total de 5
loci amplificados previamente por PCR a partir de las secuencias de los genes AC-1
(Pratt er al, 1990), AC-3, AC-4 y AC-5 (Pratt et al, 1992) y GCP-7 (Rehman y
Jasmer, 1998). Con excepcién del locus AC-5, el resto de Joci fueron polimdrficos,
con valores de variabilidad genética total (Ht) que oscilaron entre 0,353 y 0,669. Se
observaron un total de 20 alelos diferentes mediante la técnica SSCP, cuyas
frecuencias génicas difirieron significativamente entre las dos cepas analizadas. El
andlisis de la secuencia de nucledtidos de los diferentes alelos revel6 igualmente la
existencia de un importante grado de diversidad nucleotidica (1) con valores que
oscilaron entre 0,0334 y 0,1037 (Ruiz et al, 2004b).

Tal como se ha comentado previamente, numerosos han sido los estudios que
describen la importancia de la variacién genética en los nematodos desde distintos
puntos de vista. Rehman y Jasmer (1999) realizaron un estudio donde valoraron la
variabilidad funcional de las catepsinas tipo B en distintos nematodos, entre ellos /.
contortus, e identificaron los principales lugares de variacién: las subregiones S2 y
S2’ del “occluding loop” y los aminodcidos que constituyen la subregion S2. Los
anadlisis secuenciales descritos en este estudio apoyan los trabajos de otros autores en
los que se subraya las implicaciones funcionales de las variaciones en las catepsinas
tipo B (Larminie y Johnstone, 1996); de ahi la importancia de definir los alelos con
mayor potencial inmunoprotector a la hora de instaurar un control inmunolégico de
la haemonchosis mediante este tipo de enzimas.

Por el contrario, Redmond y Windham (2005) observaron que las
proteinasas asociadas con fracciones de proteinas integrales de membranas de adultos
de H. contortus mostraban una limitada variacién geografica entre las diferentes
cepas del pardsito en funcién de su pH dptimo, tamafio molecular y especificidad del
sustrato, tal vez debido a una menor presién selectiva que aquellas enzimas que son
capaces de generar una respuesta inmune en el hospedador. Por este motivo sugieren
que este tipo de proteinasas podrian resultar eficaces como inmmundégenos frente a
en un amplio rango de aislados, tal vez a nivel de especie.
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3.1. ANIMALES

3.1.1. ANIMALES DONANTES

Se utilizaron animales de unos 4 meses de edad como donantes de vermes
adultos y larvas infectantes de tercer estado que posteriormente se destinarian a la
preparacién del antigeno necesario en las inmunizaciones y al desafio de los animales
que se emplearon en las inoculaciones experimentales.

Por su parte, se emplearon 5 ovejas de lana de raza Canaria para el
mantenimiento de la cepa ovina de Haemonchus contortus (H. contortus)
procedente de Norteamérica (cepa NA) y 5 cabras de la ACC (Agrupacién Caprina
Canaria, variedad Majorera) para el mantenimiento de la cepa caprina del parasito
aislada originalmente en Gran Canaria (cepa SP). Ambos grupos de animales se
mantuvieron en un ambiente libre de nematodos en cubiculos independientes del
area de inoculacién de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Las Palmas de
Gran Canaria, y se alimentaron con maiz, alfalfa deshidratada, paja y agua ad
Iibitum. Para el manejo se utiliz6 vestimenta y calzado exclusivo para cada cepa con
el fin de evitar contaminaciones.

Todos los animales se inocularon via intraruminal con 10.000 L3 infectantes
de la correspondiente cepa de H. contortus. A partir de la segunda semana de
infeccion se realizé un chequeo coprolégico diario a todos los animales para
determinar el comienzo de la eliminacién de los huevos, para lo cual se utilizé el
método de concentracién por flotacién en solucién saturada de cloruro sédico. Una
vez constatada la presencia de huevos se colocé un arnés de cuero a los animales para
la recogida de las heces con el fin de obtener la mayor cantidad de heces posible y
minimizar las contaminaciones con nematodos de vida libre. La obtencién de larvas
3 infectantes y la recogida de adultos se realizaron mediante procedimientos
estandar (ver apartados 3.2.1. y 3.2.2 de Material y Métodos).

3.1.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales utilizados en los experimentos fueron cabras de la Agrupacién
Caprina Canaria (ACC) (variedad Majorera) y ovejas canarias de lana procedentes del
sureste de la isla de Gran Canaria. Se utilizaron un total de 35 cabras y 35 ovejas.
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Todos los animales se alojaron en las instalaciones de la Granja Agricola
Experimental del Cabildo de Gran Canaria, situada en el municipio de Arucas en las
proximidades de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria. Dichas instalaciones fueron previamente limpiadas y desinfectadas.

Antes de comenzar la experiencia se analizo el estado de parasitacion de los
animales. Para ello se tomaron las heces directamente de recto y se analizaron
mediante técnicas de concentracién (flotacién en solucidn sobresaturada de cloruro
sédico y sedimentacién formol-éter). Se observaron ooquistes de Eimeria spp., pero
las heces estuvieron libres de nematodos en todos los andlisis efectuados. Aun asi, los
animales fueron desparasitados simultineamente con Diclazuril (Vecoxan ®, Esteve
veterinaria) a una dosis de 2 ml/5 k.p.v. y Levamisol (Cyver ®) a una dosis de 1ml/10
k.p.v. Adicionalmente se les administré vitaminas via IM (Amino-Tiersan ®,
Boehringer Ingelheim Espaia, S.A.).

Todos los animales se mantuvieron en un ambiente libre de nematodos y se
alimentaron con maiz, alfalfa deshidratada, remolacha, paja y agua ad libitum. A fin
de evitar infecciones cruzadas entre las cepas utilizadas, los animales infectados con
cepas distintas, asi como los grupos controles, se mantuvieron en instalaciones
independientes y aisladas entre si.

3.2. PARASITOS

Se utilizaron dos cepas de H. contortus, una de ellas procedente de
Norteamérica (cepa NA) y cedida por el Dr. Prichard del Instituto de Parasitologia
de la Universidad McGill (Montreal-Canada) y la otra aislada de caprinos de Gran
Canaria (cepa SP) mediante el cultivo in vitro de macerados de hembras del parasito
de animales infectados de forma natural. Ambas cepas se mantuvieron en animales
donantes segun se ha descrito previamente en el apartado anterior 3.1.2. de Material
y Métodos.

3.2.1. OBTENCION, CONCENTRACION Y PURIFICACION DE
LARVAS 3

Con el objeto crear condiciones favorables para el desarrollo larvario, las
heces recogidas de los correspondientes animales donantes se mezclaron en un
recipiente con turba estéril en relacién 1/3 aproximadamente (una parte de turba y
tres de heces) y se humedecieron con agua destilada hasta conseguir una mezcla
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homogénea con un grado de humedad alto, aunque procurando que no hubiese
exceso de liquido. Para evitar la contaminacién vehiculada por artrépodos y facilitar
al mismo tiempo la aireacidn, los cultivos se cubrieron con una tela tipo tul sellada
con elastico. Las incubaciones se realizaron a 22-23°C en una estufa o a temperatura
ambiente, segun la época del afio, durante 12 dias. Durante este tiempo, y con una
frecuencia de 48 horas, el material fecal se volted para facilitar la aireacién de las
capas mas profundas del cultivo y minimizar el crecimiento de hongos, ahadiendo
agua, en caso necesario, para mantener un grado de humedad éptimo.

Las larvas infectantes (L3) se obtuvieron mediante el método de Baerman. El
material cultivado se colocd sobre una rejilla en un embudo en el que se afiadié agua
destilada hasta cubrir la parte inferior del material fecal. Transcurridas 24 horas a
temperatura ambiente, el liquido del embudo se recogid en una copa de decantacion
para proceder a la concentracién y purificacién de las larvas. Con esta finalidad, el
liquido recogido del embudo se mantuvo a 4°C durante aproximadamente 24 horas
para que las larvas sedimentaran en el fondo. Transcurrido este tiempo, se elimino6 el
sobrenadante y el sedimento se transfirié6 y se dejé secar en un papel de filtro
durante 24 horas a temperatura ambiente. Una vez seco el papel de filtro se deposit6
sobre otra copa de decantaciéon con agua limpia y se mantuvo en esta posicion
durante 24 horas a la misma temperatura; de esta forma se conseguia que las larvas
migraran hacia el agua desprendiéndose del papel y que el detritus quedase adherido
al filtro. Una vez limpias, las larvas se concentraron mediante decantacién y frio de
la forma descrita anteriormente y el sedimento con larvas limpias y concentradas se
conservo a 4°C hasta su uso en frascos de cultivo de fondo plano. Para favorecer la
viabilidad y vitalidad de las larvas el agua se renové cada 2-3 dias (Fleck y Moody,
1988; MAFF, 1989; Colville, 1991).

La determinacion de la concentracidon de las larvas se realizé en base a la
media obtenida en los recuentos de 10 alicuotas de 20 pl extraidas del volumen total
de liquido, previamente mantenido a temperatura ambiente durante 24 horas para
favorecer la activacion larvaria. En el recuento solamente se consideraron las larvas
que mostraban movilidad (MAFF, 1989).

3.2.2. RECOGIDA Y PURIFICACION DE VERMES ADULTOS

La técnica utilizada para la recogida de adultos de H. contortus se basa en la
capacidad de los vermes para migrar activamente desde una pelicula semisélida de
agar hacia un medio de cultivo mantenido a 37°C. El material empleado en la técnica
y la metodologia seguida se describen a continuacidn.
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Se cortaron pafios de teflén de manera que su tamario se ajustase al fondo de
bandejas de plastico de aproximadamente 40 X 20 cm (un total de 10-12 bandejas por
abomaso). Se dej6 mas largo el extremo que ha de conectar con la barra soporte para
que se pudiese fijar bien a ella mediante pinzas. La longitud real del pafio tenia que
ser inferior a la del tanque de incubacién para que los vermes pudieran migrar al
fondo. Una vez fijados los pafios a los soportes de madera con pinzas, el conjunto se
dispuso en las bandejas ajustando el pafio completamente al fondo para evitar que se
formasen pliegues; para ello se sumergié previamente el pafilo en agua tibia, se
escurrid y se amoldo luego al fondo de la bandeja.

Se prepard suficiente medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma) para llenar el
tanque y se mantuvo a 38°C (unos 5 litros por tanque y dos tanques por abomaso).
Aunque la viabilidad de los vermes disminuye mas rapidamente, se han observado
resultados aceptables utilizando PBS 0,01 M como medio de incubacién. En
cualquier caso, la temperatura de la estufa donde se colocaron las urnas se mantuvo
a 42°C para que al abrir y cerrar no disminuyese la temperatura por debajo de los
38°C. Ademas de estos materiales, para cada abomaso se prepararon 14 g de agar
(Sigma-Aldrich), 700 ml de agua destilada préximos a ebullicién y 700 ml de agua a
38°C.

Antes del sacrificio de los animales fue necesario mantenerlos en ayuno entre
24-36 horas con el fin de limitar la cantidad de contenido gastrico. Tras el sacrificio
se ligd el abomaso por ambos extremos fuertemente con una cuerda, se identificé
convenientemente, se introdujo en una bolsa de plastico y a continuacion se pasé a
una nevera-termo que contenia agua a unos 40°C para que se mantuviese en lo
posible a temperatura corporal hasta su llegada al laboratorio, que se realizé de la
manera mas rapida posible.

Una vez que los abomasos llegaron al laboratorio, se afiadieron los 14 g de
agar a los 700 ml de agua destilada proximos a ebullicién y se siguid calentando y
agitando hasta que la mezcla hirvié al menos tres veces consecutivas. Se enfri6
entonces la mezcla en hielo, agitando con frecuencia y comprobando la temperatura
hasta que alcanzaron los 43°C. Cuando la temperatura del agar liquido estuvo
préxima a los 43°C, se colocd el abomaso en una bandeja y se abrié por la curvatura
mayor. A continuacién se lavd la mucosa del abomaso con agua a 38°C (hasta 700 ml)
tratando de recoger el mayor numero de vermes posible. El lavado se mezclé con el
agar liquido, dispensando rapidamente la mezcla resultante en las bandejas de
manera que se formase una fina capa que cubriese todo el pafio.
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Una vez que el agar solidifico, los pafios se colocaron rapidamente en el
tanque con medio RPMI a 38°C, manteniendo el conjunto en la estufa una hora y
media como minimo con el objeto de que los vermes se desprendiesen del agar y
pasasen al RPMI. Durante este tiempo se prepararon tubos eppendorf, placas de
petri, asi como lancetas y se mantuvo una placa caliente a 38°C. Transcurrida una
hora y media, se retiraron los pafios de la estufa comprobando que estuviesen libres
de vermes.

Tras desechar el RPMI sobrenadante del tanque, el sedimento con vermes se
recogié en un vaso de precipitado, desde donde se fueron transfiriendo pequefas
cantidades de RPMI y vermes a placas de petri de plastico que se mantenian a 38°C
sobre la placa caliente. Después de realizar tres lavados consecutivos en medio
RPMI, los vermes limpios se conservaron a -20°C en tubos de 10 ml hasta la
realizacién de los homogenizados, o bien a -80°C en tubos eppendorf para el estudio
de polimorfismo genético.

3.3. DISENO EXPERIMENTAL

3.3.1. GRUPOS EXPERIMENTALES

Se realizaron un total de 14 grupos experimentales que se distribuyeron de la
siguiente forma (Tablas 2A y 2B):

Tabla 2A. Ensayos de inmunizacién con la cepa NA o SP, y posterior infeccién con la cepa NA de A.
contortus.

INMUNIZADOS FRENTE A NA NO INMUNIZADOS | CONTROL

OVINO NA/NA SP/NA O/NA /D ()
CAPRINO NA/NA SP/NA O/NA /D (%)

Tabla 2B. Ensayos de inmunizacién con la cepa NA o SP, y posterior infeccién con la cepa SP de A.
contortus.

INMUNIZADOS FRENTE A SP NO INMUNIZADOS | CONTROL

OVINO SP/SP NA/SP Q/SP D/ ()
CAPRINO SP/SP NA/SP Q/SP /D ()

(*) Los grupos controles de infeccidn fueron los mismos para las dos cepas
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3.3.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

En la siguiente tabla se recogen de forma grafica todas las actuaciones llevadas
a cabo en cada semana a lo largo de la experiencia en los diferentes grupos de
animales: inmunizacién (V), infeccién (I), toma de muestras de heces (H), toma de
muestras de sangre (S) y sacrificio (SC) (Tabla 3).

Tabla 3. Esquema del protocolo experimental.

Semana 112|3|4|5|6|7|8(9(|10]11|12]13|14)| 15

Inmunizacién | V | V|V |V | V

Infeccién I

Heces HIH H H|H| H|H
Sangre S{S|S|S|S|S|S|{S|S|S|[S|S|S|S|S
Sacrificio SC

3.3.3. INMUNIZACIONES

3.3.3.1. Obtencidén y preparacién del antigeno

Los antigenos que se utilizaron en los diferentes ensayos fueron fracciones
proteicas enriquecidas para proteinasas tipo cisteina mediante cromatografia de
afinidad a partir de homogenizados de vermes adultos de H. contortus. La
metodologia para la obtencién de dichos antigenos se describe a continuacion.

3.3.3.1.1. Preparacion de homogenizados

La preparacion de los homogenizados de vermes adultos de /. contortus se
realizé, de forma independiente para las dos cepas del parasito, siguiendo el
protocolo descrito previamente por Ruiz et al. (2004a).

Los vermes conservados a -20°C se descongelaron y se transfirieron a una
placa de petri de plastico que se mantuvo en frio en una bandeja de corcho con hielo
durante el proceso de homogenizacién. Los homogenizados se prepararon en frio con
PBS 0,01 M a una concentraciéon de 100 adultos/ml usando un homogenizador
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automatico Ultra-Turrak T8 Ika®-Werke. La solucion resultante se dejo reposar en
hielo durante 60 minutos agitando peridédicamente los tubos donde se habia
realizado el homogenizado, para a continuacién centrifugar a 10.000 x g durante 30
minutos a 4°C. Tras pasar el sobrenadante a través de filtros Acrodisc ® Syringe
(Pall) de 0,2 pm de didmetro de poro, se realizaron alicuotas de 9 ml que se
conservaron a -20°C.

3.3.3.1.2. Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracién de proteinas se determiné mediante el método Bradford
(Bradford, 1976) utilizando el kit Bio-Rad Protein Assay (Biorad) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

3.3.3.1.3. Purificacion del antigeno mediante cromatografia de afinidad

Una vez obtenidos los homogenizados de los vermes adultos de ambas cepas,
el antigeno se purificé mediante cromatografia de afinidad con el fin de obtener
fracciones proteicas enriquecidas para proteinasas tipo cisteina. Para ello se siguié un
protocolo similar al propuesto por Knox et al. (1999) con ligeras modificaciones.

3.3.3.1.3.1. Preparacion de la muestra

La preparacién de la muestra tiene como objetivo eliminar las sales y
pequefios grupos “tiol” que puedan interferir con la cromatografia. Para ello se
utilizaron columnas Hitrap-Desalting de 5 ml (Pharmacia Biotech) y un sistema
cromatografico FPLC. Todo el proceso se realizé a 4°C para evitar que se alterasen
las proteinasas purificadas. Como tampodn se empled una solucién 10 mM de Trizma
base (Sigma) y 0,5 M de CINa (Panreac) a pH 7,4. A esta solucién se le denominé
buffer A.

Para incrementar el volumen de muestra susceptible de desalacién, se trabajo
con 5 columnas Hitrap-desalting en serie (25 ml en total) sujetas mediante soportes a
un cromatdgrafo Biorad Biologic LP provisto de bomba peristaltica, sistema de
lectura espectrofotométrica y colector de fracciones. Inicialmente se hicieron pasar
dos volimenes de buffer A a un flujo de 5 ml/min con el fin de equilibrar el sistema.
Tras el equilibrado se hicieron circular a este mismo flujo 9 ml de muestra y cuatro
volumenes de buffer A, de forma que la absorbancia volviese a niveles basales. Con
esto se conseguia que toda la muestra circulase por el sistema y que éste quedase
equilibrado para una nueva cromatografia.
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Todo el proceso se realizé de forma semi-automatica mediante un programa
que se disefié para la recogida de fracciones de 2 ml. La absorbancia a 280 nm de
dichas fracciones fue interpretada mediante el software informatico LP Data View
(Biorad). Si el proceso de desalado se habia desarrollado correctamente, la grafica
resultante habria de presentar un pico, correspondiéndose con la muestra purificada.
Las fracciones que constituian ese pico se mezclaron, se dispensaron en tubos en
volumenes de 9 ml y se conservaron a -20°C.

3.3.3.1.3.2. Preparacion de la columna cromatogrdfica

En la preparacién de la columna cromatografica se utilizé un nuevo tampdn,
que se denomino buffer C, similar al buffer A empleado en el desalado pero con una
concentracién maés elevada de Trizma base (100 mM).

a) Hidratacién y estabilizacién de la matriz

Se pesaron 1,25 g de Thiol Sepharose 4B (Amershan-Pharmacia) (Fig. 8) y se
hidrataron haciendo circular por la columna 300 ml de dH20 de forma progresiva. La
matriz hidratada, que quedé con un 25% de dH:0 de su volumen total, se desgasifico
y se mantuvo a 4°C.

Matriz — N — CH— (CH,),— ﬁ— NH— (fH_CHz_ S—=S / \

|
COOH 0 Cco

! N
NHCH,COOH

Fig. 8. Estructura parcial de Thiol Sepharose 4B activada.
b) Montaje de la columna

La columna utilizada en el sistema cromatografico fue una Columna C 10/10
(Pharmacia Biotech). Para el montaje del sistema se mantuvo todo el material a 4°C y
a continuacion se incorpord la columna utilizando un adaptador de flujo AC 10
(Pharmacia Biotech). Tras purgar, se cerrd el sistema, se retir6 el adaptador de flujo y
se dejaron unos 3-4 cm de buffer en la columna. A continuacién se afiadié la matriz
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progresivamente para que decantase y se formase el lecho por la accién de la
gravedad.

Posteriormente se conect6 de nuevo la columna a la bomba y se hizo pasar
buffer C a un flujo de 5 ml/min durante 30 min para conseguir el empacado de la
matriz. Una vez acoplado el adaptador de flujo y cerrado de nuevo el sistema, se
insertd el émbolo del adaptador hasta pocos milimetros de la superficie del lecho.
Para equilibrar el gel, se pasaron por el sistema 32 ml de buffer C a un flujo de 0,1
ml/min durante 2 horas. El flujo de trabajo también se establecié en 0,1 mil/ minuto.

3.3.3.1.3.3. Prueba “binding”

El objetivo que se perseguia en esta fase de la técnica cromatografica era la
unién por afinidad de las tiol-proteinasas presentes en los homogenizados de H.
contortus a las moléculas de Sepharose-4B de la columna mediante enlaces
covalentes (Fig. 9). Para ello, se detuvo el sistema y se pasaron por la columna 10 ml
de la muestra previamente desalada. Agotada la muestra, se volvié a conectar el
sistema y se hicieron circular 35 ml del buffer C al flujo de trabajo (7 h).
Simultdneamente se fueron recogiendo fracciones de 2 ml y registrando la
absorbancia de cada una de ellas.

N /N
H
s —n S, %m PRSI K5 —s—R

Fig. 9. Esquema de la reaccién para la cromatografia covalente de una sustancia tiolada (RSH) en
columna de Thiol Sepharose 4B activada. R'SH representa un tiol de poco peso molecular tal como el
dithiothreitol o la L-cysteine.

3.3.3.1.3.4. Elucion

La etapa de elucién consisti6 en la separacion de las proteinasas retenidas en
la matriz de Sepharose-4B, para lo cual se hizo circular un tampén que contenia un
ligando con mayor afinidad que las proteinasas por los grupos tiol de la matriz. Este
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buffer fue similar al buffer C pero con 25 mM de L-Cysteine (pH 7,4) (Merck) (Fig.
10).

SH
H

g
7’
7’
7

®
HoN

OH

Fig. 10. Estructura quimica del ligando utilizado para la elucién (L-Cysteine).

Una correcta elucién quedaba reflejada en el cromatograma como un pico en
el que se encontraban mezcladas las fracciones proteicas enriquecidas con los
productos de reaccién de la L-Cysteine (R’'~ S-S~ R’ en la Fig. 9).

3.3.3.1.3.5. Separacion de las fracciones proteicas enriquecidas para proteinasas tipo
cisteina

El objetivo de esta fase de la cromatografia fue separar los productos de
reaccion de la L-Cysteine de las fracciones proteicas enriquecidas obtenidas tras la
elucién. Con esta finalidad se realiz6 un pool con las fracciones que constituyeron el
pico de elucién, generalmente 5 fracciones (10 ml). La mezcla se hizo pasar por el
sistema cromatografico siguiendo el mismo protocolo descrito para la preparacion de
la muestra.

En el cromatograma resultante se observaron 2 picos. Las proteinasas se
encontraron en las fracciones correspondientes al primer pico, normalmente 5
fracciones (10 ml), mientras que el segundo correspondid a los productos de reaccion
de la L-Cysteine, con menor peso molecular. Las fracciones que contenian las
proteinasas se recogieron, se mezclaron y se congelaron a -20°C hasta su utilizacion.

3.3.3.1.3.6. Determinacion de la concentracion de proteinas
La concentracién de proteinas se determiné mediante el método Bradford

(Bradford, 1976) de forma similar a lo descrito en el apartado 3.3.3.1.2. En este caso
se utilizé como blanco el buffer C.
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3.3.3.2. Preparacién del inmunégeno y protocolo de inmunizacién

Una vez determinada la cantidad de antigeno necesaria para cada
inmunizacién, un volumen igual de adyuvante se afiadi6 a tubos de 10-50 ml y a
continuacién se fueron aplicando alicuotas de 500 pl de antigeno hasta completar el
volumen total del indculo; la relacién de antigeno/adyuvante fue por tanto 1/1. Para
conseguir una mezcla homogénea, cada vez que se afiadia una alicuota de antigeno,
la mezcla se agitaba en vértex durante 1 minuto. Todo el proceso se realizé en
camara fria a 4°C para mantener la estabilidad de las proteinasas.

La mezcla final resultante se dispensé en jeringas con agujas de didmetro
interno grueso (BD Microlance TM 3 18G x 1 %27, 1,2 mm x 40 mm) para facilitar el
manejo y aplicacién del inmundgeno. Todas las jeringas se mantuvieron a 4°C hasta
el momento de la administracién. El inmunégeno se administré via intramuscular
procurando no inyectar mds de 1 ml en un mismo punto, y realizando un masaje de
la zona para evitar la formacién de encapsulamientos.

El antigeno se suministré en adyuvante completo de Freund (Sigma) en la
primera dosis, e incompleto en las cuatro dosis restantes. El proceso de inmunizacién
se llevé a cabo durante las primeras cinco semanas de la experiencia a razén de una
inmunizacién por semana, siendo las dosis de antigeno administradas de 50, 75, 100,
100 y 300 pg hasta un total de 625 pg/animal, respectivamente. Los animales no
inmunizados se sometieron a un protocolo idéntico, pero usando buffer C en lugar
de antigeno en todos los casos.

3.3.4. INFECCIONES EXPERIMENTALES

En la séptima semana de experiencia, todos los animales, tanto inmunizados
como no inmunizados, fueron infectados con 7.000 L3 de H. contortus via
intraruminal (Fig. 11) utilizando para ello jeringas con agujas BD Microlance TM 3
18G x 1 %7, 1,2 mm x 40 mm. Antes de dosificar los indculos, se determiné la
cantidad de larvas tal y como se describié en el apartado 3.2.1. del apartado Material
y Métodos.

3.3.5. TOMA DE MUESTRAS Y SACRIFICIO

Se tomaron muestras de heces de forma seriada y con una frecuencia de dos
veces por semana desde que se detectd la presencia de huevos hasta el final de la
experiencia. Las muestras se recogieron de todos los animales, incluidos los
controles, para verificar la ausencia de contaminaciones por H. contortus u otros
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nematodos gastrointestinales. Para minimizar las fluctuaciones diarias en el nimero
de huevos liberados todas las muestras se recogieron a la misma hora y fueron
analizadas inmediatamente mediante el método de McMaster con ligeras
modificaciones (MAFF, 1989). Las muestras se tomaron de forma individual
directamente del recto de los animales.

La toma de muestras de sangre se realizé una vez por semana durante las 15
semanas de la experiencia. Las muestras se tomaron mediante puncién yugular en
tubos de Silicona SST (BD Vacutainer) para la obtencién del suero y posterior
determinacién de los niveles de IgG especificos (apartado 3.4.2).

Fig. 11. Inoculacién intraruminal de L3 de /. contortus en caprinos.

Una vez finalizada la experiencia, a la decimoquinta semana, todos los
animales se sacrificaron siguiendo el protocolo recogido en la legislacién vigente.
Tras ligar con cuerda las aberturas anterior y posterior, todos los abomasos se
trasladaron inmediatamente al laboratorio para realizar los andlisis parasitolégicos
detallados en el apartado 3.4.1.2 de la seccién Material y Métodos.
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3.4. ESTUDIO DEL NIVEL DE PROTECCION

Como pardmetros de la evaluacidon de la inmunoproteccidn se tuvieron en
cuenta tanto los andlisis parasitologicos como los niveles séricos de IgG.
Complementariamente se tomaron algunos datos clinicos.

3.4.1. ANALISIS PARASITOLOGICOS
3.4.1.1. Recuentos fecales

La concentraciéon de huevos de nematodos en heces se estimo6 por el método
de McMaster modificado (Paracount-EPG™). Para el recuento se utilizaron 2 gramos
de heces y el nimero de huevos observado se multiplicé por 50 para obtener el
resultado en huevos por gramo de heces (HPG) (MAFF, 1989; Colville, 1991; Sloss et
al, 1994). De todos los animales investigados se tomaron 2 muestras de heces por
semana a partir de la tercera semana post-infecciéon, momento en el cual comenzé la
eliminacién de huevos en la mayoria de los grupos experimentales.

3.4.1.2. Recuentos de vermes adultos

Para estimar el numero total de vermes adultos de /. contortus presentes en
el abomaso, se realizé un lavado de la mucosa gastrica con 700 ml de agua con el fin
de arrastrar el mayor nimero de vermes posible. Tras el lavado se midi¢ el volumen
total obtenido (volumen de agua mdas contenido abomasal), y a partir de él se
recogieron alicuotas de 200 ml que se fijaron con formaldehido 40% (Panreac) a una
concentracién final del 4% v/v (modificado de MAFF, 1989; Strain y Stear, 2001).

El recuento se realizé en un estetoscopio (Wild M38 Heerbrugg Switzerland)
(x 6) a partir de las muestras fijadas. El analisis se efectu6 en placas petri de 15 cm
fraccionando los 200 ml obtenidos de cada animal en alicuotas de 10-15 ml.

3.4.2. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE IgGs ESPECIFICAS EN
SUERO

Los analisis seroldgicos se llevaron a cabo por duplicado sobre las muestras
séricas recogida a lo largo del estudio, para lo cual se empled un test ELISA indirecto
en placas microtitre de 96 pocillos (Costar, Corning Incorporated). La antigenacion
de dichas placas se realizé con las fracciones proteicas enriquecidas con proteinasas
tipo cisteina solubles en PBS y purificadas mediante cromatografia de afinidad con
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Tiol-Sheparose, segun se describié en apartados anteriores (PBS-TSBP), utilizando
una concentraciéon final de 1 pug/ml en buffer carbonato pH 9,6 (NaHCOs al 0,36%
p/v; NaCOsal 0,19% p/v en agua destilada).

Para la antigenacidn se afladieron 100 pl del antigeno diluido a cada pocillo y
la placa se mantuvo 12 h a 4°C, transcurrido este tiempo se realizaron 3 lavados de 5
minutos c/u con 200 pl de PBS-TWEEN 20 al 0,05% v/v. A continuacién se procedid
neutralizar las reacciones inespecificas, para lo cual se incubé la placa a 37°C durante
45 minutos tras afiadir a cada pocillo 200 pl de PBS-BSA al 3% p/v (Sigma).

Tras nuevos lavados con PBS-TWEEN 20 al 0,05% v/v se afiadieron 100 pl de
los sueros seleccionados para el analisis, previamente diluidos (1/100) con PBS y
0,02% p/v de azida de sodio (Sigma). Los sueros se incubaron a 37°C durante 1 hora 'y
a continuacién se realizaron nuevos lavados con PBS-TWEEN 20 al 0,05% en las
mismas condiciones descritas anteriormente.

Las incubaciones con el conjugado (anti-goat IgG peroxidase) (Sigma) se
llevaron a cabo a 37°C durante 45 minutos sobre un volumen total de 100 pl a una
dilucién de 1/3.000 v/v en PBS (Tabla 4). Tras la incubacién con el conjugado se
realizé un ultimo lavado (x 3) y la reaccién inmunoenzimatica se revel6 afiadiendo
100 pl de sustrato/pocillo durante aproximadamente 10 minutos a temperatura
ambiente y en ausencia de luz. El sustrato consistié en una mezcla de tampdn
citrico-fosfato (acido citrico al 1,02% v/v; fosfato sddico al 1,44% v/v) con OPD (O-
phenylenediamine dihydrochloride) (Sigma) al 0,04% p/v, a la que se afiadié H202
33% v/v a una concentracién final del 0,1% v/v. Finalmente, la reaccién se frend con
50 pl/pocillo de una solucién 2 M de 4cido sulfurico (H2SO4) (Panreac) y la reaccién
colorimétrica resultante se midié en un espectrofotémetro (Multiskan Ascent,
Termo Labsystem) a una longitud de onda de 492 nm.

Tabla 4. ELISA IgG para la determinacién de anticuerpos especificos.

Tipo de ELISA INDIRECTO

Conjugado Anti-goat IgG peroxidase (Sigma)
Especie de obtencién del conjugado Conejo

Control positivo Pool de animales inmunizados

correspondiente a la semana 14

Dilucién utilizada (suero) 1:100

Dilucién utilizada (conjugado) 1:3.000
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Los datos se expresaron en base al porcentaje relativo de los niveles de IgG
especifica del suero con mayor respuesta. Como control positivo se usé el pool de
animales inmunizados correspondiente a la semana 14.

3.5. ESTUDIO DEL POLIMORFISMO GENETICO

3.5.1. RECOGIDA Y CONSERVACION DE VERMES

A partir de los abomasos de los animales sacrificados en el dia dltimo de la
experiencia se recogieron un total de 100 vermes adultos machos de cada grupo
experimental para el estudio del polimorfismo genético. En dicho andlisis se
incluyeron sélo los vermes machos ya que las hembras podrian contener esperma
procedente de machos o huevos fecundados, con los que los resultados de
variabilidad genética no corresponderian a un solo individuo.

Cada verme macho se lavé tres veces en PBS a 4°C durante 5 min sobre una
base de hielo, transfiriéndose posteriormente a un vial “eppendorf’ que fue
congelado rapidamente a -80°C para minimizar la degradacién de su ADN. Cada vial
se identificé individualmente indicando el experimento del que procedia y la fecha
de recogida.

3.5.2. SELECCION DE LOS GENES

El analisis de polimorfismo genético se realizd6 sobre cuatro genes
codificadores de proteinasas tipo cisteina que han demostrado tener variabilidad
genética segun trabajos previos (Ruiz et al, 2004b). En la siguiente tabla se recogen
la fuente bibliogrifica donde se publicaron por primera vez estos genes y los
“primers” utilizados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para su

amplificacién y posterior andlisis de polimorfismo (Tabla 5).
Tabla 5. Genes seleccionados para la realizacién de los estudios de polimorfismo genético.

Gen Fuente bibliogrdfica Primer forward (F) Primer reverse (R)
GCP-7 (Rehrnan y Jasmer, 1998) 5GCATGCTGTGGAAAGTTC3® 5CGGAGTGGCATAGGGATGY
AC-1 (Pratt etal, 1990) 5TTTCTGCCACTGACATCA3’ 5 ACGGTGGGGTTGGCGCTG 3’
AC-3 (Pratt etal, 1992) 5GACATCCTGTACGCCAACY 5’GTTGACGCCTCTTCAGGA 3
AC-4 (Pratt etal, 1992) 5’ATTTTGACATGCTGCAATS 5TGGAGTTGCCGCCTCTCG3
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3.5.3. EXTRACCION DE ADN

La extraccién del ADN se realizé por separado para cada uno de los vermes
machos de H. contortus utilizando la técnica de doble extraccién fendlica propuesta

por Sambrook et al. (1989).

A cada muestra se le afladieron 100 pl de una solucién de digestién compuesta
por 9,410 pl de TE1X (Tris-EDTA) (Sigma), 50 pl de Proteinasa K (Roche) (20
mg/ml), 40 ul de RNAsa (Roche) (10 pg/pl) y 500 pl de SDS (Sigma) 20% p/v en agua
MilliQ. La mezcla se mantuvo a 52°C en agitacién durante 24 horas.

Tras la digestién enzimatica se afiadieron 100 pl de fenol con
hidroxiquinoleina y las muestras se mantuvieron en agitacién durante 10 minutos.
Posteriormente se centrifugaron a 5.000 x g durante 15 minutos a 4°C y se
recogieron los sobrenadantes (unos 75 pl aproximadamente por cada muestra). Sobre
el sedimento obtenido en el paso anterior se afiadieron 75 pl de TE1X y se realizé el
mismo proceso (agitacién y centrifugacion) con el objeto de recuperar la mayor
cantidad de ADN posible. Los nuevos sobrenadantes se mezclaron con los anteriores
en el mismo vial.

A los productos obtenidos se afiadieron 150 pl de la solucién de fenol y, tras la
agitacion de las muestras (10 min.), se realiz6é un nuevo proceso de centrifugacién en
las mismas condiciones que en el paso anterior. El sobrenadante obtenido se
transfirid a otro vial, al que se afiadieron 300 pl de etanol absoluto y 15 pl de acetato
sddico 3M (pH 6) mantenidos previamente a 4°C. La mezcla resultante se dejé en
reposo 30 minutos y posteriormente se centrifugé a 12.000 x g durante 30 minutos a
la misma temperatura.

Tras dicha centrifugacién, se eliminé todo el sobrenadante con la precaucién
necesaria para no aspirar el “pellet” de ADN que habia quedado en el fondo del vial.
La muestra se lavé una vez mas, en esta ocasién con 300 pl de etanol al 70%
mediante centrifugacion (12.000 x g durante/ 10 min.), y se volvié a retirar el liquido
sobrenadante.

Para finalizar, las muestras se deshidrataron mediante un evaporador
centrifugo (Eppendorf concentrador 5301) a 30°C durante 15 minutos Yy
posteriormente se resuspendieron en 50 pl de TE 1X. Todas las muestras extraidas
segun este procedimiento se mantuvieron almacenadas a 4°C.
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3.5.4. AMPLIFICACIONES MEDIANTE PCR

Una vez extraido el ADN de los vermes se procedié a la amplificacion de los
genes AC-1, AC-3, AC-4, y GCP-7 utilizando los primers descritos previamente. Las
amplificaciones se realizaron en viales “eppendorf” de 200 pl sobre un volumen final
de 25 pl. Para cada gen se estandariz6 cada componente de la reaccién de PCR hasta
optimizar el proceso de amplificacién, tal y como se detalla en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de PCR para cada uno de los genes analizados.

GCP-7 AC-1 AC-3 AC-4
Primer F 0,8 pM 0,8 uM 0,4 pM 0,4 pM
Primer R 0,8 pM 0,8 uM 0,4 pM 0,4 pM
MgCl2 1 mM 2 mM 1 mM 1 mM
dNTPs 0,2 mM/nucl. 0,4 mM/nucl. 0,2 mM/nucl. 0,2 mM/nucl.
10x TaqBuffer 10% v/v 10% v/v 10% v/v 10% v/v
Taq Polim. 02U 02U 02U 02U
DNA/TE1X 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul

Para todos los genes se usaron cebadores (“primers”) comercializados por
Invitrogen y una solucién de nucleétidos (A, T, U y G) producidos por Roche. El
resto de reactivos (Taq polimerasa, 10x TaqBuffer y MgClz) fueron suministrados por
la casa comercial Bioline. La preparaciéon de la mezcla para la reacciéon de PCR se
realizé siempre a 4°C y en condiciones de esterilidad. Las amplificaciones se llevaron
a cabo en un termociclador (Biorad, Cycler ™ Termal Cycler) utilizando programas
especificos para cada gen (Tabla 7).

Tabla 7. Programas de amplificacién utilizados para los diferentes genes.

Temperatura (°C) Ne de ciclos
94 2:00 min 1
94 0:15 seg
52,2 (*) 0:30 seg 34 ciclos
70 1:00 min
70 5:00 min
15 2:00 min
4 hasta recoger la muestra
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(*) La temperatura de "annealing" fue la inica que varié segun el fragmento de gen
amplificado, siendo de 52,2°C para los genes AC-1, AC-4, de 53°C para el gen AC-3y
de 54°C para el gen GCP-7.

Entre las muestras se incluyd siempre un control positivo (ADN de un verme
amplificado con resultados positivos previamente), asi como un control negativo
(TE1X). El chequeo de la amplificacion de las muestras se llevd a cabo en geles de
agarosa al 1,2% (ROCHE) en TBE 1X utilizando una cubeta de Biorad (Sub-Cell ®,
Model 96). Tras la polimerizacién de la agarosa, el gel se estabilizé en buffer de
electroforesis TBE 1X durante unos 15 minutos, y a continuacién se cargaron las
muestras amplificadas previamente mezcladas con tampoén de carga (6 pl de producto
de PCR y 2 pl de tampdn de carga 6X). Ademas de los productos de PCR, se incluyé
un marcador para verificar el tamafio de los fragmentos amplificados (A 125,
Amersham Biosciences). La electroforesis se realizé a un voltaje constante (100 V)
durante 30 minutos utilizando una fuente de alimentacién PowerPac Basic (Biorad).
Para visualizaciéon de las bandas amplificadas, los geles se tifieron durante 30
minutos en bromuro de etidio (Sigma) y se lavaron en agitacién durante 10 minutos
en agua destilada. La visualizacién se llevd a cabo en un transiluminador Gel Doc™
XR (Biorad) con un equipo de fotografia ChemiDoc™ XRS (Biorad) que permitia
registrar las imagenes en formato *.JPG. En los fragmentos amplificados de los genes
AC-1, AC-3 y AC-4 se observé una unica banda de 350 bps aproximadamente,
mientras que para el gen GCP-7 dicha banda presentd un tamafio préximo a los 625
bps.

3.5.5. SSCP (SINGLE STRAND CONFORMATION POLIMORPHISM,)

Una vez obtenidos los distintos productos de PCR, se procedié a evaluar el
polimorfismo genético para cada uno de los genes indicados. Para ello las muestras se
sometieron a una electroforesis en gel de acrilamida en condiciones no
desnaturalizantes siguiendo la metodologia que se describe a continuacidn.

3.5.5.1. Preparacion del soporte de electroforesis

El gel de acrilamida sobre el que se llevd a cabo la electroforesis de los
distintos productos amplificados se realizé sobre cristales de 42 cm de largo x 20 cm
de ancho, que fueron previamente limpiados con alcohol 70% v/v. Al cristal que
sirvié de soporte al gel de electroforesis se le afiadieron 500 pl de una solucién de
adherencia que contenia 6,25 pl de alcohol del 70%, 25 pl de 4cido acético glacial
(Panreac) y 2,5 pl de Bind Silane (Amersham Biosciences). La superficie del cristal se
lavé con alcohol del 70% y, finalmente, con agua Milli-Q.
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Por ultimo, se unieron las dos caras de los cristales colocando dos separadores
de teflén de 0,4 mm de grosor en los margenes, y el conjunto se fijé con pinzas.

3.5.5.2. Preparacidn del gel de acrilamida

Todos los analisis electroforéticos de las muestras amplificadas se realizaron
sobre geles de acrilamida en los que se utilizé6 una solucién “madre” 49:1 que
contenia acrilamida al 49% p/v (Sigma) y N-N’ Methilenebisacrilamide al 1% p/v
(Sigma) en Agua Milli-Q.

Dado el tamafio de los cristales, asi como el grosor de los separadores
utilizados, se prepararon rutinariamente volumenes de 40 ml que contenian la
mezcla necesaria para formar el gel (Tabla 8). Este volumen incluia un 40% v/v de la
solucion “madre” de acrilamida en buffer, un 20% v/v de buffer TBE 5X (1,11 M Tris,
1,11 M Acido bérico, 0,003 M EDTA, pH 8,0), un 0,13% v/v de N,N,N,N’-tetra—
methyl-ethylenediamine (Temed) (Sigma) y un 0,07% p/v de amonio persulfato
(APS) (Sigma) en Agua Milli-Q. Los dos ultimos compuestos (Temed y APS) se
afnadieron en ultimo lugar y a continuacién la mezcla se introdujo entre los dos
cristales con la ayuda de una jeringa.

Tabla 8. Condiciones de los andlisis mediante SSCP para los distintos genes. La dilucién de la muestra
corresponde a la proporcién producto de PCR/tampon de carga (con formamida).

GCP-7 AC-1 AC-3 AC-4
Acrilamida 49:1 40% 40% 40% 40%
TBE 5X 20% 20% 20% 20%
Temed 0,13%v/v 013%v/v 0,13%v/v 0,13%v/v
APS 0,07% p/v  0,07%p/v  0,07%p/v  0,07% p/v
Agua Milli-Q Hasta 40 ml Hasta 40 ml Hasta 40 ml Hasta 40 ml
Dilucién muestra 1:20 1:50 1:50 1:50
Voltios 500 600 600 600
Tiempo (horas) 22 22 22 22

Tras acoplar el peine al ensamblaje se esperé a la polimerizaciéon del gel
durante aproximadamente 60 minutos. Tras la polimerizacion se retiré el peine y se
equilibro el sistema en una cubeta de electroforesis (Scientific CO, Model # SG-400-
20) sometida a 60 V constantes durante 15 minutos utilizando TBE 1X como buffer.
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3.5.5.3. Preparaci6n de las muestras

Solamente se analizaron aquellos productos de PCR que, tras ser analizados
en geles de agarosa, mostraron una tunica banda con un tamafio correspondiente al
producto amplificado (350 bps para los genes AC-1, AC-3 y AC-4 y 625 bps para el
gen GCP-7, aproximadamente). Cada muestra se colocd en el gel a una dilucién en
tampén de carga que contenia formamida al 95% (Sigma), NaOH 10mM,
Bromophenol Blue 0,25% (Sigma) y Xylene Cyanol 0,25% (Sigma). Las diluciones
empleadas para cada gen se recogen en la Tabla 8. Las muestras diluidas se
calentaron a 94°C durante 2 minutos para facilitar la deshibridacién de las cadenas
de ADN vy se matuvieron a 4°C antes de someterlas a electroforesis. Se cargaron 2 pl
por pocillo de cada una de las muestras.

3.5.5.4. Condiciones de la electroforesis

Las condiciones de electroforesis fueron similares para todos los genes. Por lo
general, se utilizé un voltaje constante de 600 V durante 22 horas a temperatura
ambiente, a excepcién de en los andlisis realizados sobre los productos de
amplificaciéon del gen GCP-7 (500 V) (Tabla 8). Como buffer de electroforesis se
empled el mismo buffer utilizado para equilibrar el gel (TBE 1X).

3.5.5.5. Tincién de plata

Tras la electroforesis, los fragmentos amplificados y desnaturalizados de cada
una de las muestras se visualizaron mediante una tincién de plata. Con este objetivo,
el gel adherido al cristal se coloc6 en una bandeja de tinciéon y se fijé6 mediante un
lavado durante 20 minutos con una solucién de acido acético glacial al 10% v/v en
agua Milli-Q a 4°C. A continuacién se realizaron dos lavados de dos minutos cada
uno con 500 ml de Agua Milli-Q a 4°C, y posteriormente se procedid a la tincién
propiamente dicha con plata utilizando para ello una soluciéon con 0,1% p/v de
nitrato de plata (Merck) en agua Milli-Q con 0,2% v/v de formaldehido al 37%
(Fluka). El proceso de tincidn se realiz6 a temperatura ambiente durante 25 minutos.
Una vez finalizada la tincidén, el gel se lavé durante 5 segundos en agua Milli-Q a
4°C. Para el revelado de la tincidn, el gel se incubd con una solucién 0,24 M de
carbonato sodico (Fluka) hasta que se visualizaron las bandas. Una vez que se
consigui6 un grado de definicién éptimo, la reaccién se detuvo aftadiendo la misma
solucion utilizada en el proceso de fijacidn. Para finalizar, se realizé un ultimo lavado
con agua Milli-Q a 4°C durante 2 minutos.
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3.5.6. SECUENCIACION

La secuenciacién de los diferentes alelos encontrados en cada gen se realiz6
en el Servicio de Genética Forense de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.
Para ello se utilizaron productos de PCR que habian mostrado bandas nitidas tras el
chequeo en geles de agarosa, preferentemente de homocigotos.

Sin embargo, no todos los alelos pudieron encontrarse en homocigosis sino
que algunos s6lo aparecieron en forma de heterocigotos. Para aislar el ADN de este
tipo de alelos, se utilizéd un kit de extraccion de ADN de geles de poliacrilamida
QIAEX II (Qiagen). Una vez realizada la electroforesis de la SSCP y antes de que
solidificara del todo el gel de poliacrilamida, se corté con bisturi uinicamente la
banda correspondiente al alelo que se pretendia aislar. Tras pesar el gel cortado, se
anadieron 2 volumenes de buffer de difusién pH 8,0 (0,5 M Acetato aménico
(Sigma); 10mM Acetato magnésico (Sigma); 1mM EDTA (Sigma); 0,1 SDS (Sigma))
por cada volumen de gel, y la mezcla se incubé a 50°C durante 30 minutos.
Posteriormente, tras centrifugar la muestra durante 1 minuto a 10.000 x g, se
recolecté el sobrenadante y se pasé a través de un filtro Whatman GF/C
(Whatman®) para eliminar restos de acrilamida. A continuacién se afadieron
aproximadamente 3 volimenes de Buffer QX1 (Qiagen) y el conjunto se resuspendi6
mediante vértex durante 30 segundos. A esta mezcla se le afiadié 10 pl de QIAEX II
(Qiagen) y posteriormente se realizd6 una incubacién a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Tras una nueva centrifugacién a 10.000 x g durante 30
segundos, se elimino el sobrenadante, se realizaron 2 lavados con 500 pul de Buffer PE
(Qiagen) y se dejo secar la muestra de 10 a 15 minutos. Por dltimo se resuspendio el
ADN obtenido en 20 pl de TE1X. El ADN del alelo aislado fue amplificado
nuevamente mediante PCR y posteriormente se comprobd su patrén SSCP para
verificar el proceso de aislamiento y purificacién.

Como paso previo a la reaccién de secuenciacion, los productos de PCR se
purificaron utilizando columnas MicroSpin con resina SephacrylTM S-400 HR
(Amersham Biosciences). El proceso de purificacién incluyé un primer paso de
homogenizacién de la resina mediante agitaciéon en vdrtex. Posteriormente, y tras
romper la parte distal de la columna, se coloc6 en un tubo de centrifuga de 1,5 ml y
se centrifugd a 800 x g durante 1 minuto, observandose que la resina formaba una
rampa en el interior. Seguidamente se coloc6 la columna en un tubo nuevo de 1,5 ml
y se aplicé la muestra en el centro de la rampa formada previamente. El proceso
finalizé con una nueva centrifugacién de 2 minutos a 800 x g.
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El método de secuenciacién utilizado en este trabajo se basa en la reaccién
enzimadtica desarrollada por Sanger er al. (1977), que consiste en la extensién por Taq
polimerasa de una cadena de ADN a partir de un primer especifico y siguiendo una
cadena molde, con la particularidad de que la sintesis se efectiia en presencia de
didesoxinucledtidos (ddNTPs), aparte de los habituales desoxinucledtidos (dNTPs).

En la adaptacién del método Sanger utilizado (BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit; Applied Biosystems) se emplearon ddNTPs marcados con
fluorocromos dicloro [R6G] para ddATP, dicloro [TAMRA] para ddTTP, dicloro
[R110] para ddGTP y dicloro [ROX] para ddCTP. La reaccién generd de esta forma
numerosas cadenas de ADN marcadas en los extremos 3’ por la incorporacién de un
ddNTP. El producto de la reaccién se analizé mediante el secuenciador automatico
ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). En este equipo los
fragmentos simplificados se separan por peso molecular a través de un polimero
especial (POP 6; Performance Optimizad Polymer 6) en medio desnaturalizante
sometido a un campo eléctrico. La lectura final se realizé mediante un laser que, al
incidir sobre los fluorocromos situados al final de las diferentes cadenas ya
ordenadas, emite un espectro de fluorescencia que es interpretado por un software
especifico y traducido en forma de secuencia de nucledtidos. La secuenciacién se
expresa en forma de un electroferograma en el que cada una de las cuatro bases estd
representada por un color diferente.

El protocolo seguido fue el recomendado por el fabricante, que consistié en
afladir en un tubo de centrifuga de 0,2 ml, 8 ul de terminador Ready Reaction Mix
(que contiene las cantidades necesarias de dNTPs, ddNTPs, tampon, Taq polimerasa
y MgCL), 3,2 pmoles de primer, 50 ng de ADN molde y agua Milli-Q hasta un
volumen de 20 pl. Esta mezcla se introdujo en un termociclador con un programa
que constaba de 25 ciclos de 10 segundos a 96°C, 5 segundos a 50°C y 4 minutos a
4°C. Posteriormente, se precipitd el producto de extensiéon de cada reaccién de
secuenciacién en un tubo de centrifuga de 1,5 ml que contenia 2 pl de acetato sédico
3M a pH 4,6 y 50 pl de etanol al 95%. Al volumen anterior se le afiadieron los 20 ul
de muestra y la mezcla se agitd en vdrtex. Tras mantener las muestras durante 10
minutos a temperatura ambiente, el tubo se centrifugd a una velocidad de 12.000 x g
durante 30 minutos. Se descart6 el sobrenadante y se afiadieron 250 pl de etanol al
70% para volver a centrifugarlo en las mismas condiciones anteriores durante 5
minutos. Finalmente se retird el sobrenadante y se dejé evaporar el resto de alcohol a
temperatura ambiente durante aproximadamente 15 minutos. Las muestras se
resuspendieron en 20 pl de formamida y se transfirieron a una placa de
secuenciacién. Tras realizar una desnaturalizacién a 95°C durante 3 minutos y
posterior incubacion en hielo durante otros 3 minutos, las muestras se inyectaron en
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el secuenciador automatico aplicando un voltaje de 1,5 kilovoltios (Kv) durante 30
segundos. La electroforesis propiamente dicha se realizé a un voltaje constante de
12,2 Kv durante 6.500 segundos.

Una vez obtenidos los archivos informadticos que facilité el Servicio de
Genética Forense, se procedié a su andlisis con el programa MEGA 4.0.1 (Tamura et
al, 2007), gracias al cual se obtuvieron los alineamientos y la secuencia completa de
cada alelo. Las secuencias de nucleétidos completas de los diferentes alelos de cada
gen se encuentran en las Figuras 58, 59, 60 y 61 (ver Anexos “Figuras”). Ese mismo
programa, junto con el programa informatico DnaSP 4.50.3 (Giaglis ez al, 2007), se
utilizé para realizar los andlisis de variabilidad genética, de polimorfismo y los
estudios filogenéticos. A partir de las secuencias nucleotidicas de cada alelo, se
dedujo la secuencia de aminodcidos utilizando el programa BLASTX, asi como la
estructura (secuencia de intrones y exones) de los diferentes alelos (Ruiz et al,
2004b). Las secuencias inferidas de aminodcidos de los diferentes alelos de cada gen
se encuentran en las Figuras 62, 63, 64 y 65 (ver Anexos “Figuras”).

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

3.6.1. ESTUDIO DEL NIVEL DE PROTECCION

Una vez obtenidos los resultados de recuentos fecales de huevos, de la carga
parasitaria y de los niveles séricos de IgG, se procedid a su andlisis estadistico
utilizando el programa estadistico SPSS 13.0 (SPSS Inc., 2000) (Gonzilez et al,
2008a) para Windows XP.

En el caso de distintas tomas de muestras que se repiten a lo largo del tiempo,
como por ejemplo HPG o niveles séricos de IgG, en primer lugar se comprobé que
los datos seguian una distribucién normal, utilizando para ello las pruebas de
normalidad Kolmogorov-Smirnov(a) y Shapiro-Wilk segiin cada caso. Los datos no
normalizados se transformaron mediante distintas funciones (loglO+1, raiz
cuadrada), para posteriormente, una vez comprobada su normalidad, aplicar el
Modelo General Lineal de Muestras Repetidas.

Los datos correspondientes a los recuentos fecales de huevos, se normalizaron
utilizando la funcién logl0+1 de los recuentos acumulados a lo largo de toda la
experiencia, mientras que los valores de IgG ya se encontraban normalizados. Los
valores P< 0,05 fueron considerados significativos.
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Por su parte, los recuentos de vermes en abomaso se analizaron tras
normalizar los valores mediante la raiz cuadrada y posteriormente aplicando la
prueba ¢ de Student ya que las poblaciones siguieron distribuciones normales.
También se considerd significacion estadistica a partir de valores £ < 0,05.

3.6.2. ANALISIS DEL POLIMORFISMO GENETICO MEDIANTE SSCP

El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa SigmaStat 3.1 para
Windows XP. Las diferencias en las frecuencias alélicas entre todas los lotes
comparados fueron valorados usando el test G, agrupando los alelos cuando el
numero fue inferior a 5 individuos (Ruiz et al, 2004b). Las diferencias entre los

grupos comparados se consideraron estadisticamente significativas para valores de P
< 0,05.

Se llevaron a cabo todas aquellas comparaciones que se consideraron
necesarias para valorar todos los factores objeto de estudio (inmunizacién, cepa y
hospedador). Se realizaron incluso agrupaciones de varios lotes a fin de evaluar
dichos pardmetros de manera mds global (Ver Tabla 15 en Anexos “Tablas”). El
factor inmunizacidén se analizé comparando grupos de animales inmunizados con no
inmunizados, distinguiéndose entre inmunizaciones homoélogas (aquellas en las que
se inmunizo y se infecté con la misma cepa del parasito) y heterélogas (aquellas en
las que se inmunizé y se infecté con cepas diferentes). Los factores cepa y
hospedador se evaluaron comparando entre grupos infectados con distinta cepa (NA
vs SP) o diferentes hospedadores, respectivamente. En todos los casos se compar6
cada factor de manera independiente, sin tener en cuenta a los otros dos.

3.6.3. ANALISIS DE VARIABILIDAD GENETICA

Tras obtener la secuencia completa de cada alelo y agruparlos por taxones
para cada cepa con el “software” MEGA 4.0.1, se realiz6 un estudio de filogenia. Para
ello se determinaron las distancias genéticas usando el método Jukes-Cantor (Ruiz et
al, 2004b) estimando pardmetros tales como: distancia media dentro de grupos,
distancia media entre grupos (entre ambas cepas) y distancia mdxima, minima y
media del total de la poblacién.

Se construy6 un dendrograma basado en las distancias genéticas entre los
distintos /ocz, mediante el método Neighbour-Joining Tree. En todos los casos se
estimo el error estindar mediante un procedimiento de muestreo aleatorio con un

total de 500 réplicas (Ruiz et al, 2004b).
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Mediante al programa DnaSP 4.50.3 se obtuvieron también diversos
parametros relacionados con el polimorfismo, tales como el numero de sitios
polimoérficos (), la diversidad nucleotidica (w) y la heterocigosidad por sitio
nucleotidico (6). Ambos programas (MEGA 4.0.1, DnaSP 4.50.3) se utilizaron en el
entorno de Windows XP.
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4. Resultados

4.1. ESTUDIO DEL NIVEL DE PROTECCION

Tal y como se comentd en el capitulo de Material y Métodos, en el presente
trabajo se ha llevado a cabo la inmunizacién de ganado ovino y caprino con
proteinasas tipo cisteina aisladas de vermes adultos de dos cepas distintas del parasito
Haemonchus contortus (H. contortus), una cepa norteamericana (NA) y una cepa
aislada en Gran Canaria (SP). El efecto inmunoprotector de este tipo de antigenos se
valor6 teniendo en cuenta tres parametros: la eliminacién de huevos por gramo de
heces (HPG) a lo largo de la experiencia, la carga parasitaria de vermes adultos en
abomaso al final del ensayo, y los niveles de IgG en sangre como respuesta a la
Inmunizacion.

4.1.1. RECUENTO DE HUEVOS POR GRAMO DE HECES

La eliminacién de huevos en las heces comenzd a partir de la 102 semana del
inicio de la experiencia (3? semana p.i.) en todos los ovinos infectados con la cepa
aislada en ovino de Norteamérica (NA). Sin embargo, en la mayoria de los caprinos
infectados con dicha cepa el periodo de prepatencia fue de 4 semanas. La tnica
salvedad la constituyd el grupo de caprinos inmunizado con proteinasas procedentes
de la cepa aislada en Gran Canaria o cepa SP (SP/NA), en los que comenzaron a
detectarse huevos fecales a finales de la 32 semana post-infecciéon. Por otro lado,
todos los ovinos y caprinos que fueron infectados con la cepa SP tuvieron un periodo
prepatente de 4 semanas.

La sintomatologia clinica se tom6 como parametro complementario para
evaluar el efecto inmunoprotector de las inmunizaciones. Se observé que los
animales no inmunizados que presentaron recuentos altos de HPG, mayores de 8.000
HPG, mostraban sintomas compatibles con la haemonchosis, que incluian la
presencia de heces blandas no diarreicas, mucosas palidas, anorexia, adelgazamiento
y mal aspecto general. En algin ovino no inmunizado e infectado con la cepa NA, se
observo incluso algin caso de edema submandibular debido a la hipoproteinemia.
Los animales que fueron inmunizados no presentaron sintomas clinicos o los
presentaron de forma muy leve.

4.1.1.1. Inmunizacién en ovinos frente a infecciones con la cepa NA
Como ya se indicd, todos los ovinos infectados con la cepa NA (NA/NA,

SP/NA y @/NA) mostraron resultados coproldgicos positivos a partir de la 32 semana
pi; a partir de este momento, los recuentos fecales se incrementaron
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progresivamente hasta alcanzar sus mdximos valores a la 52 semana p.i
Posteriormente fueron decreciendo de manera progresiva hasta el ultimo muestreo
(82 semana p.i.) (Tabla 9). Los resultados obtenidos en este ensayo mostraron una
clara disminucién en la eliminacién de HPG en todos los animales que fueron
previamente inmunizados (NA/NA y SP/NA) frente a los animales del grupo control
(OQ/NA) desde la 32 semana p.i. hasta la 82 semana p.i., siendo mas evidente la
diferencia a medida que avanz6 la experiencia (Fig. 12). Estos datos fueron
estadisticamente significativos tanto para el ensayo homdlogo (NA/NA) (oscilando el
valor P entre < 0,001 y < 0,05) como para el heterélogo (SP/NA) (obteniéndose
valores de P< 0,05), desde la 42 semana p.i. hasta el final del estudio.

4.1.1.2. Inmunizacién en ovinos frente a infecciones con la cepa SP

En todos los ovinos infectados con la cepa SP (SP/SP, NA/SP y @/SP) el
periodo prepatente fue de 4 semanas p.i. Los recuentos fecales se incrementaron
progresivamente a medida que avanzaba la experiencia hasta alcanzar sus maximos
valores a la 62 semana p.i., para posteriormente ir decreciendo ligeramente hasta el
final del estudio (Tabla 9). En ninguno de los muestreos realizados, los ovinos
inmunizados (SP/SP y NA/SP) presentaron recuentos de HPG significativamente
menores que los no inmunizados (&/SP) (Fig. 12B). Por otro lado, tal y como puede
apreciarse en esta misma figura, los recuentos fecales de los animales no inmunizados

e infectados con esta cepa (&J/SP) fueron similares a los del grupo de animales
inmunizados e infectados con la cepa NA (NA/NA y SP/NA) (Fig. 12A).
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Fig. 12. Evolucién semanal comparativa del nimero de HPG. A la izquierda (Fig. 12A) se representan
todos los ovinos inmunizados e infectados con NA y su grupo control (J/NA). A la derecha (Fig. 12B)
todos los ovinos inmunizados e infectados con SP y su grupo control (J/SP). Se representan las
medias de los dos muestreos semanales de cada grupo + SEM (error estandar de la media).
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Tabla 9. Evolucién semanal de la eliminacién de huevos por gramo de heces (HPG) en los diferentes
grupos experimentales de ovinos. En cada una de las semanas investigadas, se realizaron dos
muestreos (A, B). Se representa la media de los datos acumulados de cada muestreo semanal para cada

grupo junto al error estandar.

Grupo (074 (0174 (0174 (074 (0)74
Spi-  (NA/NA) (SB/NA) (SB/SP)  (NA/SP)  (9/SP)
140 = 1625 + 256,25 +
34 102,04 71,81 256,25 00 00 00
1510 = 862,5 « 4.856,2
3B 742,57 17,02 2.34850 00 00 00
) 5.490 « 3600« | 17.4437< 380 = 220 « 12,5 «
177856 | 168980 | 421320 251,30 207,72 12,5
4B 9.110 « 56625+« | 268125+ | 1840 810 1375
192800 | 234666 | 473278 785,24 639,02 89,85
sd 15115+ | 83375+ | 50337+« 3.900 « 2.350 « 1.300 =
2.089,51 299884 | 7.11364 | 1.581,69 1.323,25 462,33
N 7395 | 105125+ | 64925+ 8.080 « 6.140 « 2.9825 +
218494 | 445226 | 11.07230 | 305473 | 263180 | 138379
POl 20275 | 129625: | 885375 | 204672+ | 135828+ | 4895+
1.791,11 583614 | 2014115 | 695827 | 456605 | 270452
PO 22175: | 13550+ | 98797+ | 248472: | 162912+ | 73325+
216877 | 599420 | 2213421 | 854601 | 505197 | 460927
N 2:061: | 157037+ | 113862+ | 366476+ | 190612+ | 8720+
269802 | 682342 | 2768186 | 1297878 | 600840 | 581843
PN 26018+ | 169912+ | 1270812« | 415876= | 213812+ | 99075+
346366 | 7.60610 | 31.04597 | 1479447 | 669035 | 6.441,77
PR 27scs- | 194425+ | 1443837= | 505776+ | 271212+ | 115325+
392183 | 941440 | 358121 1791457 | 909280 | 733451
W 20013- | 20630: | 153687+ | 553076+ | 296412 | 13920=
435184 | 1033953 | 3883208 | 1958471 | 965408 | 873739

4.1.1.3. Inmunizacién en caprinos frente a infecciones con la cepa NA

Los caprinos infectados experimentalmente con L3 de la cepa NA,
previamente inmunizados con proteinasas de SP (SP/NA) comenzaron a eliminar
huevos del parasito a la 3¢ semana p., mientras que los animales del ensayo
homologo (NA/NA) y los del grupo control (J/NA) lo hicieron una semana mas
tarde (Tabla 10). Los valores de HPG alcanzaron el maximo a la 62 semana p.i.y a
partir de ahi se mantuvieron con escasas variaciones.
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Los resultados obtenidos con este protocolo de inmunizacién mostraron una
reduccién no significativa del nimero de HPG en los animales inmunizados del
ensayo homologo (NA/NA) cuando se comparé con los datos observados en el grupo
control (Q/NA) (Tabla 10). En la inmunizaciéon heteréloga (SP/NA) los recuentos
fecales fueron incluso mayores que los del grupo control. Por dltimo, los recuentos
de huevos en heces del grupo control (0/NA) fueron similares a los obtenidos en los
animales inmunizados que si resultaron protegidos frente a inoculaciones con la cepa

SP (Fig. 13B).
4.1.1.4. Inmunizacidén en caprino frente a infecciones con la cepa SP

La observaciéon de huevos fecales en el grupo control fue aumentando
progresivamente desde la 42 semana p.i. hasta alcanzar valores mdximos a la 62
semana post-infeccién y estos valores se mantuvieron elevados hasta el momento
del sacrificio. El grupo de caprinos inmunizados con la cepa homdloga (SP/SP)
alcanz¢ el pico de eliminacién de huevos a la 52 semana post-infeccién y a partir de
ese momento los recuentos fueron decreciendo ligeramente hasta el final de la
experiencia. En el grupo inmunizado con la cepa heterdloga (NA/SP) se encontraron
los valores maximos de HPG entre la 62 y 72 semana p.i. y a partir de ahi fueron
decreciendo progresivamente.

Los resultados obtenidos en este ensayo demostraron una clara disminucién
en la eliminacion de HPG en todos los animales que fueron previamente
inmunizados (SP/SP y NA/SP) frente a los animales del grupo control (0/SP), desde
la 52 semana p.i. hasta la 82 semana p.i, siendo mas evidente la diferencia a medida
que avanz6 la experiencia (Fig. 13B). Estos datos fueron estadisticamente
significativos para ambos grupos de animales inmunizados al compararlos con el
grupo control (J/SP), tanto para el ensayo homoélogo (SP/SP) como para el ensayo
heterélogo (NA/SP). En el ensayo homdlogo (SP/SP) la significacién se registrd a
partir de la 42 semana p.i., mientras que en el ensayo heterélogo (NA/SP) comenzé a
partir de la 52 semana p.i.,, y en ambos casos dicha significacién continué hasta el
final del estudio, habiéndose obtenido, en cualquier caso, un valor de < 0,05 tanto
para el homoélogo como para el heterdlogo.
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Fig. 13. Evolucién semanal comparativa del nimero de HPG. A la izquierda (Fig. 13A) se representan
todos los caprinos inmunizados e infectados posteriormente con NA y su grupo control (J/NA). A la
derecha (Fig. 13B) los caprinos inmunizados e infectados con la cepa SP y su grupo control (J/SP). Se
representan las medias de los dos muestreos semanales de cada grupo + SEM.

4.1.1.5. Animales no inmunizados

En aquellos animales controles no inmunizados e infectados con una cepa
procedente de una especie hospedadora distinta, se observaron recuentos menores de
HPG que en los controles infectados con la correspondiente cepa homologa. Es decir,
los ovinos (@/SP) y los caprinos (©@/NA) presentaron recuentos de HPG
sensiblemente mds bajos que los ovinos (J/NA) y los caprinos (Q/SP) (Fig. 14).
Dentro de los grupos control, los recuentos encontrados en ovino (J/NA) fueron
significativamente mayores que los del caprino (&J/SP) (P< 0,001 y < 0,05).

35000 —
30000 -+ _
25000 I
() —a— Ovino (Q/NA)
Ay
T 20000 -+ —a— Ovino (9/SP)
15000 —a— Caprino (9/NA)
Caprino (9/SP)
10000
5000 | i
0 L — §r | * |
10 11 12 13 14 15
Semanas

Fig. 14. Evolucién semanal comparativa de HPG de los animales controles no inmunizados. Se
representan las medias de los dos muestreos semanales de cada grupo + SEM.
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Tabla 10. Evolucién semanal de la eliminacién de huevos por gramo de heces (HPG) en los diferentes
grupos experimentales de caprinos. Se representa la media de los datos acumulados de cada muestreo

semanal junto al error estandar.

Grupo CA CA CA CA CA CA
Sp.L. (NA/NA) (SP/NA) (O/NA) (SP/SP) (NA/SP) (9/SP)
32 A 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
32 B 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
5+ 6,25 + 40 + 16,66 +
#4 5,00 6.25 40,00 00 16,66 00
4B 116 + 145 + 207 + 275 + 50 + 508,33 +
98,33 121,29 192,12 246,22 28,87 149,12
5 626 + 688,75 + 922 + 9875 + 233,33 + 2.183,3 +
436,38 557,50 511,05 768,65 158,99 601,76
2 B 1.391 + 1.4825 + 2.721,6 = 2.288,33 + 483,33 + 6.041,66 +
882,54 1.133,23 1.642,99 1.634,74 358,62 1.851,55
62 A 2.456 + 2.813,75 + 4.096,6 + 4.961,67 2.196,66 + 10.300 +
1.337,55 1.663,86 2.409,28 3.211,35 960,91 2.778,49
6:B 3.376 + 3.876,25 + 5.834 + 6.901,66 + 3.713,33 + 16.208,3 +
1.739,30 2.150,55 3.317,17 4.427,65 1.356,47 4.370,13
7 A 4.386 + 5.063,75 + 7.604 + 7.976,66 + 6.244 + 23.833,3 +
2.139,39 2.619,68 4.300,28 4.696,48 2.072,53 7.706,92
2 B 5.176,8 + 6.039,75 + 8.949 + 9.235 + 7.127,33 + 31.533,33 +
2.555,40 3.105,21 5.126,16 4.744,26 2.102,26 7.168,32
8 6.326,8 + 7.446 + 10.689 + 10.126,66 + 8.085,66 + 35.798,33 +
3.135,95 3.781,88 5.962,76 4.758,14 1.930,35 7.581,55
2 B 7.096,8 + 8.383,5 + 12.114 + 11.281,6 = 8.769 + 42.266,6 +
3.467,04 4.156,28 6.628,81 4.945,80 2.110,71 8.432,96

4.1.2. RECUENTO DE VERMES ADULTOS RECOGIDOS EN
ABOMASO

4.1.2.1. Inmunizacién en ovinos frente a infecciones con las cepas NA y SP

Los ovinos inmunizados e infectados con L3 de la cepa NA, tanto los del
grupo homélogo (NA/NA) como los del grupo heterélogo (SP/NA), presentaron una
reduccién en el nimero de vermes adultos presentes en abomaso con respecto al
grupo control (&J/NA) (Fig. 15). Dicha reduccién sélo resultd estadisticamente
significativa (P < 0,05) cuando se comparé el grupo perteneciente al ensayo
homologo (NA/NA) con el grupo no inmunizado (J/NA).
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Los ovinos inmunizados que fueron infectados con la cepa SP (SP/SP y
NA/SP) no mostraron una reduccién significativa con respecto al grupo no
inmunizado (@/SP). Por otro lado, en los tres grupos de ovinos infectados con la cepa
SP, inmunizados o no, los recuentos de vermes fueron inferiores a los observados en
los ovinos controles no inmunizados e infectados con la cepa NA (©@/NA), aunque sin
llegar a ser estadisticamente significativos (Fig. 15).

4500 S

4000 -

3500
8
g 3000 B Ovino (NA/NA)
4 m Ovino (SP/NA)
% 2500 - M Ovino (@/NA)
S 2000 m Ovino (SP/SP)
kg M Ovino (NA/SP)
Z 1500 - B Ovino (G/SP)

1000

500
0 !

Grupos experimentales

Fig. 15. Nimero de vermes en abomaso en los grupos de ovinos. Se representa la media de cada grupo
junto con el error estandar.

4.1.2.2. Inmunizacién en caprinos frente a infecciones con las cepas NA y SP

Los caprinos inmunizados e infectados con la cepa NA (grupos NA/NA y
SP/NA) mostraron una carga parasitaria similar que la observada en el
correspondiente grupo control (J/NA) (Fig. 16).

En los grupos inmunizados e infectados con SP (grupos SP/SP y NA/SP) se
observé una reduccién en el numero de vermes con respecto al grupo control

(Q/SP), siendo esta reduccion estadisticamente significativa (£ < 0,05) en el ensayo
homéologo (SP/SP) (Fig. 16).
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Fig. 16. Numero de vermes en abomaso al finalizar el ensayo en todos los grupos de caprinos. Se
representa la media de cada grupo junto con el error estandar.

4.1.3. SEGUIMIENTO DEL NIVEL DE PROTECCION MEDIANTE
ELISA

Se tomaron muestras de sangre semanalmente a todos los animales para
realizar un seguimiento de la respuesta desarrollada durante la inmunizacién y
subsiguiente infecciéon con el pardsito. Para ello, se analizé la evolucion de los
niveles de anticuerpos (IgG) especificos mediante un test ELISA indirecto, utilizando
como antigeno las proteinasas utilizadas en las inmunizaciones. Los resultados
obtenidos se analizaron de forma individual en cada animal, y a partir de ellos se
calculd la media y el error estandar de cada grupo experimental durante todas las
semanas del estudio. Los valores que se obtuvieron se expresaron en porcentaje
relativo, como ya se indic6 en el apartado de Material y Métodos. Esta
transformacién se realizé a fin de eliminar posibles variaciones entre placas.

4.1.3.1. Inmunizacién en ovinos frente a infecciones con la cepa NA

En los ovinos inmunizados e infectados experimentalmente con la cepa NA
(NA/NA) se observaron valores significativamente mads elevados de IgG que en el
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grupo control (@/NA) en los muestreos llevados a cabo entre la semana 4 (P< 0,05) y
el final del estudio (P < 0,05). Excepcionalmente, también se apreciaron diferencias
significativas a las dos semanas del estudio (P < 0,01), coincidiendo con el periodo de
inmunizacion.

Como se observa en la Fig. 17, los niveles de IgG especificos fueron
aumentando progresivamente a lo largo del estudio en los animales inmunizados
(NA/NA), sufrieron una ligera disminucién a partir de la 72 semana, coincidiendo
con el infeccién experimental, y volvieron a incrementarse a partir de la 82 semana,
alcanzandose los mayores valores en la semana 12 de la experiencia. Los niveles de
IgG del grupo control (¥/NA) permanecieron practicamente inalterables desde el
comienzo del estudio y fueron similares a los de los animales no inmunizados ni
infectados (0/9Q).

140,00
120,00 >
100,00

80,00 -
60,00 |
40,00 -
20,00

Porcentaje relativo de IgG

0,00
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 2 3 4 5
Tttt 1 {
_a OVINO (NA/NA) —s_ OVINO (@/NA) OVINO (2/9)

Semanas

Fig. 17. Representacién comparativa semanal de la evolucién de los niveles de IgG especificas entre el
grupo de ovinos inmunizados e infectados con NA (NA/NA), el grupo control ovino no inmunizado e
infectado (@/NA) y el grupo control ovino no inmunizado y no infectado (9/0). Se representa la
media semanal de cada grupo con su error estindar. Estan marcadas con flechas las cinco semanas
donde se llevaron a cabo las inmunizaciones, asi como la semana donde se inocularon las larvas
infectantes (semana 7).

4.1.3.2. Inmunizacién en caprino frente a infecciones con la cepa SP

Los caprinos inmunizados e infectados con L3 de la cepa SP (SP/SP)
presentaron niveles de IgG especificos mas elevados que los observados en el grupo
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control (©Q/SP) (valores de P entre < 0,001 y < 0,05) durante todas las semanas de la
experiencia.

Como puede observarse en la Fig. 18, los niveles de IgG especificos
aumentaron progresivamente a lo largo del estudio en los animales inmunizados
(SP/SP), alcanzadndose valores maximos al finalizar la experiencia. Los valores de IgG
disminuyeron desde la 62 semana, coincidiendo con la semana posterior a la ultima
dosis del antigeno, hasta la semana 10, pero aun asi se mantuvieron las diferencias
significativas entre animales inmunizados (SP/SP) y no inmunizados (0/SP). A la 112
semana de comenzado el estudio se produjo un nuevo incremento de los niveles de
IgG, que se mantuvieron elevados hasta el final de la experiencia.

120,00,

100,00, \ 4

80,001
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_s— CAPRINO (SP/SP) —»— CAPRINO (@/SP)  CA (2/Q)

Fig. 18. Representacién comparativa semanal de la evolucién de los niveles de IgG entre el grupo de
caprinos inmunizados e infectados con SP (SP/SP), el grupo control caprino no inmunizado e
infectado (/SP) y el grupo control caprino no inmunizado y no infectado (/@). Se representa la
media semanal de cada grupo con su error estindar. Estan marcadas con flechas las cinco semanas
donde se llevaron a cabo las inmunizaciones y la semana donde se inocularon las larvas infectantes
(semana 7).
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4.2. ANALISIS DE POLIMORFISMO GENETICO MEDIANTE
SSCP.

4.2.1. GEN GCP-7

El producto de PCR amplificado para este gen mostré un tamaiio de 620 bp
aproximadamente. Al evaluar todas las muestras en los diferentes grupos
experimentales se obtuvo un total de 7 alelos (M-A7, M-B;, M-C7, M-D;, M-E7, M-F;
y M-G?), 4 de ellos presentes sélo en la cepa de Gran Canaria (SP) (M-D;, M-E7 M-F>
y M-G7), y los otros 3 en ambas cepas. En la Fig. 19 se representan los productos
amplificados de estos 7 alelos en un gel de agarosa al 1,2%. Como puede apreciarse
en la imagen, tnicamente el alelo M-£7 presentd diferencias de peso molecular con
respecto al resto de alelos. En la Fig. 20 se representan los patrones SSCP para cada

alelo.

Fig.19. Productos de PCR en gel de agarosa al 1,2% para el Jocus GCP-7 De izquierda a derecha: DNA
Molecular Weight Marker II (0.12-23.1 kbp), homocigotos para los alelos A7-A7 al M-Gry DNA
Molecular Weight Marker XIV (100-1.500 bp).
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Fig. 20. Patrones de SSCP encontrados en el gen codificador de proteasas tipo cisteina GCP-7. Se
representan los homocigotos encontrados para los 7 alelos.

Las frecuencias de los diferentes patrones de SSCP para el gen GCP-7 en los
diferentes grupos experimentales estudiados estdn recogidas en las Tablas 16 y 18
(ver Anexo “Tablas”), al igual que las correspondientes frecuencias alélicas (Tablas
Anexo 17 y 19). Los resultados obtenidos para las frecuencias alélicas de todos los
grupos fueron evaluados comparativamente con el fin de valorar los distintos
factores objeto de estudio, tal y como se recoge en la Tabla 31 (ver Anexo “Tablas”).
A continuacién se describen los resultados de las comparaciones en las que se
observaron diferencias significativas o, en su defecto, las que fueron relevantes para
la valoracién global del estudio de polimorfismo genético planteado.

4.2.1.1. Factor inmunizacién

Se observaron diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre las
frecuencias alélicas de vermes aislados de los ovinos inmunizados e infectados con la
cepa NA (NA/NA) y su correspondiente grupo control (J/NA). Tales diferencias
fueron probablemente debidas a una menor presencia del alelo A/-C7 en el grupo
inmunizado, como puede apreciarse en la Fig. 21. El menor nimero de alelos //-C>
también se observd en ovinos inmunizados con la cepa SP e infectados con la cepa
NA (SP/NA), si bien las diferencias no fueron estadisticamente significativas. No
hubo diferencias entre los dos grupos de ovinos inmunizados (Fig. 21). Coincidiendo
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con la disminucién del alelo M-C7 se observé un aumento del alelo A/-A7 en los
grupos en los que se observé inmunoproteccién (ovino NA/NA y ovino SP/NA).
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0,7 1
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0,1 1
0
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B M-A-
B M-B;
0 M-C»

Frecuencia

OV (NA/NA) OV (SP/NA) OV (@/NA)
N=164 N=136 N=170

Fig. 21. Distribucién comparada de alelos para el gen GCP-7 en la poblacién de machos obtenidos de
ovinos infectados con la cepa NA. Se representan los grupos inmunizados, tanto con la cepa homdloga
(NA) como con la heteréloga (SP), y el grupo control no inmunizado.

También se observaron diferencias significativas (£ < 0,05) cuando se
compararon las frecuencias alélicas de los caprinos inmunizados e infectados con la
cepa SP (SP/SP) con las del correspondiente grupo control (/SP). En esta ocasidn, el
grado de significacién se atribuyd a la menor presencia del alelo A/-D en el grupo
inmunizado (Fig. 22). Estas diferencias, sin llegar a ser significativas, también se
observaron en vermes obtenidos en caprinos inmunizados con enzimas aisladas de la
cepa NA e infectados con larvas de la cepa SP (NA/SP). No hubo diferencias entre los
grupos de caprinos inmunizados, si bien el alelo A-D; se observé con menor
frecuencia en el grupo de caprinos inmunizados con la cepa homdloga (SP/SP) (Fig.
22). Al igual que en los ovinos, en los grupos en los que se observo
inmunoproteccién (caprinos SP/SP y caprinos NA/SP), la frecuencia del alelo AM-A-
se encontrd aumentada con respecto a los controles.

Al igual que en el ensayo homélogo con NA en ovino (NA/NA), en el grupo
de ovinos inmunizados con proteinasas de la cepa SP y posteriormente infectados
con esta misma cepa de H. contortus (SP/SP) se observé una disminucién del alelo
M-C7y un aumento del M-A7 En este mismo grupo de animales (SP/SP) y en los
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inmunizados con NA (NA/SP), el alelo M-D; estuvo también disminuido con
respecto al grupo control (J/SP). Por su parte, los caprinos infectados con la cepa NA
(tanto inmunizados como no inmunizados) (SP/NA, NA/NA y @/NA) presentaron
frecuencias alélicas con tendencias también similares a las de los correspondientes
grupos inmunoprotegidos (caprinos SP/SP y NA/SP).
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E’L: 05 - B M-D»
5 04 - B M-E;
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0,1 - I
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Fig. 22. Distribucién comparada de alelos para el gen GCP-7 en la poblacién de machos obtenidos de
caprinos infectados con la cepa SP. Se representan los grupos inmunizados, tanto con la cepa
homologa (SP) como con la heterdloga (NA), y el grupo control no inmunizado.

Excepcionalmente también se observd variacién de la frecuencia en otros
alelos. Por ejemplo, el alelo M/-G7 se encontré aumentado en los ovinos inmunizados
con NA e infectados con SP y en los caprinos inmunizados e infectados con SP,
presentando valores muy superiores al resto de los grupos.

Al agrupar todos los lotes de animales inmunizados y los no inmunizados y
compararlos entre si, se observaron diferencias estadisticamente significativas (7 <
0,001). Tales diferencias podrian atribuirse a un menor numero de los alelos M-,
M-D;y M-F7, y a un aumento de los alelos M-Ar y M-G7 en los animales
inmunizados. Por el contrario, los alelos M-B7y M-E7 permanecieron con valores
semejantes en los animales inmunizados y en los controles (Fig. 23).

Cuando se agruparon todos los ovinos inmunizados y se compararon con los
no inmunizados, se observé no sé6lo una disminucién del alelo AM-C7 sino un
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aumento destacado del alelo A/-G7 en los animales inmunizados. En la misma
comparacion realizada en caprino también se observé la misma tendencia, aunque de
forma menos destacada; ademads de esta circunstancia se encontré una disminucién
del alelo M-F7en los caprinos inmunizados.
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Fig. 23. Distribucién comparada de alelos para el gen GCP-7. Se representan agrupados todos los
vermes procedentes de grupos inmunizados con independencia del hospedador y la cepa utilizada en
las inmunizaciones y en las inoculaciones, comparando siempre con el correspondiente lote control.

4.2.1.2. Factor cepa

Al realizar las comparaciones teniendo en cuenta la cepa inoculada, se
observo que la cepa SP presentaba de forma constante un numero adicional de alelos,
que se sumaba a los encontrados en la cepa de origen norteamericano (NA), lo que
propicié diferencias significativas en todas las comparaciones.

El alelo M-A- fue el predominante en ambas cepas. Sin embargo, en la cepa
SP el segundo alelo predominante fue el alelo M-D7, que no estuvo presente en la
cepa NA, donde el alelo M-C fue el que ocup6 esa categoria. Debido a la diferencia
en el numero de alelos entre las cepas SP y NA, cuando se compararon las
frecuencias alélicas correspondientes tras inoculaciones en hospedadores ovinos y
caprinos, se observaron importantes variaciones en el niumero de alelos presentes en
cada poblacién de machos, lo que provocéd que los alelos A-A7 y M-C7 se viesen
disminuidos en la cepa SP, un fenémeno que se ha convenido denominar “efecto de
redistribucién alélica”. A diferencia, el alelo A/-B7no sufrié variacién significativa en
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ninguna de las comparaciones realizadas, si bien se mantuvo siempre con valores mas
elevados en la cepa SP (Fig. 24 y 25).
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Fig. 24. Distribucién comparada de alelos para el gen GCP-7 en la poblacién de vermes machos
obtenidos de ovinos no inmunizados e infectados con las cepas NA y SP.
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Fig. 25. Distribucién comparada de alelos para el gen GCP-7 en la poblacién de machos obtenidos de
caprinos no inmunizados e infectados con las cepas NA y SP.

4.2.1.3. Factor hospedador

Cuando se compararon los grupos de ovinos y caprinos inmunizados e
infectados con la cepa NA se observé que, aunque no de manera significativa, el
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ovino presentaba un menor numero de alelo M-C7 que el caprino (Fig. 26), no
apreciandose diferencias en el resto de alelos.
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Fig. 26. Distribucién comparada de alelos para el gen GCP-7 en la poblacién de vermes machos
obtenidos en los grupos de ovinos y caprinos inmunizados e infectados con la cepa NA.

En la misma comparacién entre inmunizaciones homdlogas, pero utilizando
la cepa SP (SP/SP), se observd que el alelo M-D; estaba disminuido en caprino de
forma similar a como lo estaba el A/-C7 en el ovino, aunque tampoco las diferencias
fueron significativas (Fig. 27). Por el contrario, los alelos M-C; y M-Gr se
encontraron aumentados en los caprinos con respecto a los ovinos.
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Fig. 27. Distribucién comparada de alelos para el gen GCP-7 en la poblacién de vermes machos
obtenidos en los grupos ovinos y caprinos inmunizados e infectados con la cepa SP.
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Por ultimo, cuando se compararon los grupos control de inmunizacién
infectados con la cepa NA, se observé que el alelo A/-C7se encontraba aumentado en
el ovino (Fig. 28); mientras que cuando la inoculacién se realiz6 con la cepa SP fue el
alelo M-Dr el que se encontré aumentado en el caprino (Fig. 29).
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Fig. 28. Distribucién comparada de alelos para el gen GCP-7 en la poblacién de vermes machos
obtenidos en ambos hospedadores tras la inoculacién con L3 de la cepa NA.
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Fig. 29. Distribucién comparada de alelos para el gen GCP-7 en la poblacién de vermes machos
obtenidos en ambos hospedadores tras la inoculacién con L3 de la cepa SP.
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4.2.2. GEN AC-1

El producto de PCR amplificado para este gen presenté un tamafio de 360 bp
aproximadamente. Al evaluar las muestras de todos los grupos experimentales se
obtuvo un total de 7 alelos para este gen (M-A:, M-Bi, M-Ci, M-D:, M-E1, M-Fiy M-
G1), 3 de ellos presentes solo en la cepa de Gran Canaria (SP) (M-D:;, M-E1y M-Gi), y
otros 4 presentes en ambas cepas. En la Fig. 30 se representan los productos
amplificados de estos 7 alelos en un gel de agarosa al 1,2% y en la Fig. 31 los patrones
para cada alelo obtenidos mediante SSCP.

Fig. 30. Productos de PCR en gel de agarosa al 1,2% para el Jocus AC-1. De izquierda a derecha: DNA
Molecular Weight Marker II (0.12-23.1 kbp), homocigotos para los alelos M-A; al M-G; y DNA
Molecular Weight Marker XIV (100-1.500 bp).

Las frecuencias de los diferentes patrones de SSCP para el gen AC-1 en los
vermes obtenidos de los diferentes grupos experimentales estudiados estan recogidas
en las Tablas 20 y 22 (ver Anexo “Tablas”), al igual que las correspondientes
frecuencias alélicas (Tablas 21 y 23). Los resultados obtenidos para las frecuencias
alélicas de todos los grupos fueron evaluados comparativamente con el fin de valorar
los distintos factores objeto de estudio, tal y como se describe a continuacién.
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Fig. 31. Patrones de SSCP encontrados en el gen codificador de proteasas tipo cisteina AC-1. Se
representan los homocigotos encontrados para los 7 alelos.

4.2.2.1. Factor inmunizacién

Al comparar los vermes procedentes de ovinos inmunizados (ya sea con NA o
con SP) y posteriormente infectados con la cepa NA, y aquellos correspondientes al
grupo control (J/NA), se observé una menor frecuencia del alelo AM-A; y mayor
frecuencia del alelo M-B: (Fig. 32), diferencias que resultaron estadisticamente
significativas con valores de P< 0,05 y < 0,01 para los inmunizados con la cepa NA y
con la cepa SP, respectivamente. Comparando los dos grupos de ovinos inmunizados
entre si, se observo que las diferencias en las frecuencias alélicas eran mas acusadas
en los inmunizados con inmunégenos procedentes de la cepa SP.

En los caprinos infectados con L3 de la cepa SP, los grupos inmunizados tanto
con productos purificados de la cepa SP (SP/SP) como de la cepa NA (NA/SP)
presentaron frecuencias del alelo A-A:; mas elevadas que las del correspondiente
grupo control (Q/SP), y frecuencias inferiores de los alelos M-E:y M-F: (Fig. 33).
Estas diferencias resultaron en un valor P préximo a la significacién al comparar las
frecuencias observadas en vermes procedentes de caprino inmunizado con
proteinasas tipo cisteina de la cepa NA respecto a su correspondiente grupo control
(9/SP) (P=0,084).
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g B M-A:
;L::) B M-B:
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E 0 M-Dx
B M-E:
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OV (NA/NA) OV (SP/NA) OV (@/NA)
N=150 N=144 N=190

Fig. 32. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-1 en la poblacién de machos obtenidos de
ovinos infectados con la cepa NA. Se representan los grupos inmunizados, tanto con la cepa homdloga
(NA) como con la heteréloga (SP), y el grupo control no inmunizado.
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Fig. 33. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-1 en la poblacién de machos obtenidos de
caprinos infectados con la cepa SP. Se representan los grupos inmunizados, tanto con la cepa
homologa (SP) como con la heteréloga (NA), y el grupo control no inmunizado.
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En los ovinos inmunizados e infectados con la cepa SP (SP/SP), las frecuencias
de los alelos comunes a la cepa NA (M-A:;, M-B: y M-Ci) permanecieron
practicamente iguales. Este mismo grupo de animales y el grupo de ovinos
inmunizados con la cepa NA (NA/SP) presentaron ademds una disminucién del alelo
M-E7 y un aumento del M-D;, al compararlos con el grupo control (J/SP). Las
diferencias encontradas estuvieron proximas a la significacién, con valores de P =
0,064 y P= 0,059, respectivamente.

En los vermes obtenidos de caprinos infectados con L3 de la cepa NA no hubo
significacion estadistica en ninguna de las comparaciones realizadas entre las
frecuencias alélicas de los vermes de los grupos inmunizados y los no inmunizados.

Al agrupar las frecuencias alélicas obtenidas en muestras procedentes de todos
los ovinos inmunizados con la cepa NA y los ovinos inmunizados con SP, y
compararlos con todos los ovinos no inmunizados, los grupos que recibieron
inmunizacién presentaron una disminucién del alelo AM-A; y un aumento de los
alelos M-B:y M-Fi. Esta diferencia fue mas acusada en los inmunizados con SP, cuya
comparacién resulté ser estadisticamente significativa (£ < 0,05) (Fig. 34). Al realizar
la misma comparacién pero en caprino, en los animales inmunizados se observé un
aumento del alelo A/-A;y una disminucién de los alelos M-E7y M-Fi, siendo estas
diferencias estadisticamente significativas en los caprinos inmunizados con la cepa
NA (P< 0,05).
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Fig. 34. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-1 en la poblacién de vermes machos
obtenidos de ovinos inmunizados con SP. Se representan los grupos inmunizados, tanto con la cepa
homologa (NA) como con la heteréloga (SP), y el grupo control no inmunizado.
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4.2.2.2. Factor cepa

Al realizar las comparaciones teniendo en cuenta la cepa inoculada se observé
que la cepa SP presentaba de forma constante un mayor numero de alelos que la cepa
de origen norteamericano (NA), lo que propicié diferencias significativas en todas las
comparaciones (Fig. 35 y 36).

El alelo M-A: fue el predominante en ambas cepas. En cambio, en todas las
comparaciones se observd que la frecuencia alélica del alelo AM-B; fue inferior en la
cepa SP. De esta forma, que en la cepa NA dicho alelo era el segundo mayoritario,
mientras que en la cepa SP esta categoria recayd en el alelo A/-F: (Fig. 35 y 36). El
alelo predominante AM/-A: presentd una frecuencia relativa inferior en la cepa SP,
s6lo en vermes procedentes de grupos experimentales no inmunizados (tanto en
ovino como en caprino).
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Fig. 35. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-1 en la poblacién de vermes machos
obtenidos de ovinos no inmunizados tras la infeccién con L3 de las cepas NA y SP.

4.2.2.3. Factor hospedador

Cuando se compararon todos los grupos inmunizados entre si, los ovinos
presentaron una menor frecuencia del alelo A/-A: que los respectivos caprinos, y
justo lo contrario se observé cuando las comparaciones se realizaron entre los grupos
no inmunizados.
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En las muestras obtenidas de los ovinos inmunizados con la cepa NA, ademas
de la disminucién del alelo A/-A:ya indicada, se observé un aumento del alelo A/-5;,
ligera disminucién del alelo A/-C7 y un aumento del alelo A/-F; en comparacién con
los resultados obtenidos en caprino.
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Fig. 36. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-1 en la poblacién de vermes machos
obtenidos de caprinos no inmunizados tras la infeccién con L3 las cepas NA y SP.
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Fig. 37. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-1 en la poblacién de vermes machos
obtenidos de ovinos y caprinos inmunizados con la cepa SP [(SP/SP) + (SP/NA)]
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Cuando se compararon los grupos inmunizados con SP entre si se observé una
mayor frecuencia alélica del alelo A/-F7 en los ovinos, circunstancia que se invirti6 al
comparar entre hospedadores no inmunizados. Ademas de esto, al agrupar todos los
ovinos inmunizados con la cepa SP (SP/SP y SP/NA) y compararlos con la
correspondiente agrupacién en hospedadores caprinos, no sélo se observd una
disminucion de la frecuencia del alelo //-A: (como ya se ha indicado) sino también
del M-E7; los alelos M-Bi, M-Ciy M-D: estuvieron por el contrario aumentados. En
este caso las diferencias significativas estuvieron cercanas a la significacién (P =
0,064) (Fig. 37). El alelo M-G7 sdlo estuvo presente en el ovino, si bien su frecuencia
(0,1% del total de la poblacién) fue poco representativa.

4.2.3. GEN AC-3

El producto de PCR amplificado para este gen tenia un tamafio de 345 bp
aproximadamente. Al evaluar las muestras de todos los grupos experimentales se
obtuvo un total de 8 alelos (M-As, M-Bs, M-C3, M-Ds, M-E3, M-F3, M-Gsy M-H3), 3
de ellos presentes s6lo en la cepa de Gran Canaria (SP) (M-F3, M-Gsy M-H3) y 2 sblo
en la cepa de Norteamérica (NA) (M-Bsy M-Ds), mientras que los restantes 3 alelos
(M-As, M-Csy M-E3) se observaron en ambas cepas. En la Fig. 38 se representan los
productos amplificados de estos 8 alelos en un gel de agarosa al 1,2% y en la Fig. 39
los diferentes patrones obtenidos mediante SSCP para cada alelo.

Fig. 38. Productos de PCR en gel de agarosa al 1,2% para el Jocus AC-3. De izquierda a derecha: DNA
Molecular Weight Marker II (0.12-23.1 kbp), homocigotos para los alelos A-As al M-Hs y DNA
Molecular Weight Marker XIV (100-1.500 bp).
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Fig. 39. Patrones de SSCP encontrados en el gen codificador de proteasas tipo cisteina AC-3. Se
representan los homocigotos encontrados para los 8 alelos.

Las frecuencias de los diferentes patrones de SSCP para el gen AC-3 en los
diferentes grupos experimentales estudiados estdn recogidas en las Tablas 24 y 26
(ver Anexo “Tablas”), al igual que las correspondientes frecuencias alélicas (Tablas 25
y 27). Los resultados obtenidos para las frecuencias alélicas de todos los grupos
fueron evaluados comparativamente con el fin de valorar los distintos factores objeto
de estudio, tal y como se describe a continuacién.

4.2.3.1. Factor inmunizacién

Independientemente de la cepa utilizada en la inmunizacién, las muestras
obtenidas en los ovinos inmunizados e infectados con la cepa de NA presentaron
diferencias estadisticas significativas (P < 0,001) al compararlas con su
correspondiente grupo control no inmunizado (J/NA) (Fig. 40A). En ambos grupos
(NA/NA y SP/NA) se observé una mayor frecuencia del alelo A/-As y menor
frecuencia de los alelos M-Cs, M-Dsy M-Es Ademas, al comparar los dos grupos de
ovinos inmunizados entre si se observé que los valores de las frecuencias alélicas
eran similares, salvo la de los alelos M-Bsy M-Ej, el primero de ellos s6lo presente en
los inmunizados con NA y el segundo en menor proporcién en el mismo grupo. Estas

120



4. Resultados

dos circunstancias motivaron que las frecuencias alélicas de ambos grupos fueran
estadisticamente significativas (P< 0,05) (Fig. 40A).
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Fig. 40A. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-3 en la poblacién de vermes machos

Frecuencia

obtenidos de ovinos infectados con la cepa NA. Se representan los grupos inmunizados, tanto con la
cepa homdloga (NA) como con la heteréloga (SP), y el grupo control no inmunizado.
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Fig. 40B. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-3 en la poblacién de vermes machos
obtenidos de ovinos infectados con la cepa SP. Se representan los grupos inmunizados, tanto con la
cepa homdloga (SP) como con la heteréloga (NA), y el grupo control no inmunizado.

Todos los grupos de caprinos infectados con L3 de la cepa SP, previamente
inmunizados con cualquiera de las dos cepas (SP/SP y NA/SP), presentaron un
aumento del alelo A/-£3 mientras que los alelos M-Cs y M-Hs presentaron
frecuencias relativas menores cuando se compararon con el grupo control. Estas
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variaciones en las frecuencias alélicas se tradujo en diferencias significativas (P <
0,001) (Fig. 40B).

En las infecciones de ovinos con la cepa SP de origen caprino hay que
destacar varios aspectos. Por un lado, al analizar los dos grupos de ovinos
inmunizados e infectados con esta cepa (SP/SP y NA/SP) se observé una frecuencia
similar para el alelo AM-As mientras que los alelos A-E3 y M-F3 estuvieron
aumentados en el grupo homologo SP/SP. Aparte, en este ultimo grupo no se
encontraron los alelos M-Cs M-Gs y M-Hs, todo lo cual motivéd que hubieran
diferencias significativas (£ < 0,001), tanto al comparar los dos grupos inmunizados
entre si, como al comparar los resultados del grupo inmunizado con NA (NA/SP) con
el control (@/SP) (Fig. 41A).
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Fig. 41A. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-3 en la poblacién de vermes machos
obtenidos de ovinos infectados con la cepa SP. Se representan los grupos inmunizados, tanto con la
cepa homéloga (SP) como con la heteréloga (NA), y el grupo control no inmunizado.

Por su parte, en las muestras procedentes de caprinos infectados con la cepa
de origen ovino (NA), al comparar los grupos inmunizados e infectados (SP/NA y
NA/NA) con el grupo control correspondiente (@/NA), sélo se observaron
diferencias estadisticamente significativas cuando la inmunizacién se realizé con la
cepa SP, si bien en todos los inmunizados la proporcién de alelos A/-Asy M-E5 fue
menor, y mayor la del alelo A7-Ds (Fig. 41B). La tnica pero importante diferencia
fue la ausencia de alelo 1/-Cs en los vermes de animales inmunizados de forma
homdloga (NA/NA) en comparacién con los inmunizados de forma heterdloga
(SP/NA), en los que este alelo se encontrd con una frecuencia del 16%. Esta
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caracteristica, unida a una menor frecuencia del alelo A/-E3 en este mismo grupo
motivé que hubiese diferencias estadisticamente significativas (2 < 0,001) entre los
dos lotes de caprinos inmunizados.
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Fig. 41B. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-3 en la poblacién de vermes machos
obtenidos de caprinos infectados con la cepa NA. Se representan los grupos inmunizados, tanto con la
cepa homdloga (NA) como con la heteréloga (SP), y el grupo control no inmunizado.

Al agrupar y comparar los resultados procedentes de todos los infectados con
L3 de la cepa NA que previamente habian sido inmunizados, se observo una menor
proporcién del alelo AM-FE5 con respecto a los no inmunizados (@/NA). Estas
diferencias fueron mads acusadas cuando las inmunizaciones se realizaron con su
hospedador originario, es decir, grupos NA/NA en el ovino.

4.2.3.2. Factor cepa

Como ya se ha indicado, el gen AC-3 presentd 8 alelos distintos. Tres de ellos
fueron alelos comunes de ambas cepas (M-As, M-Cs 'y M-E3), otros tres solo se
observaron en la cepa SP (M-F3, M-Gsy M-H3) y dos sélo aparecieron en la cepa NA
(M-B3y M-Ds) (Fig. 42). La presencia o ausencia de alelos junto con las variaciones
de frecuencia alélica entre ambas cepas provocaron que en todas las comparaciones
analizadas hubiese diferencias estadisticamente significativas con el mayor grado de
significacion (P< 0,001).
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En la cepa NA el alelo que se presentd en mayor proporciéon fue el N/-As,
seguido del M-E5 M-Cs M-Ds; y M-Bs mientras que en la cepa SP el alelo
mayoritario fue el M-£3, seguido del M-F3, M-Cs, M-As, M-H3y M-Gs.
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Fig. 42. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-3 en la poblacién de vermes machos
obtenidos tras la inoculacién con L3 de ambas cepas a partir de todos los grupos experimentales,
independientemente del hospedador, de la inmunizacién y tipo de antigeno utilizado en las
inmunizaciones.

Cuando se compararon los grupos de ovinos no inmunizados e infectados con
las distintas cepas entre si (J/NA vs @Q/SP), se observo que los alelos M-Asy M-Cs
estaban muy disminuidos en la cepa SP, todo lo contrario que el alelo A/-£5. Por el
contrario, al realizar la misma comparacién en el ganado caprino, el alelo M-C5 se
encontré muy aumentado en la cepa SP, y se detectaron los alelos M-Gsy M-Hs en
dicha cepa.

En los vermes procedentes de caprinos infectados con NA donde unicamente
hubo mayor presencia del alelo AM-Cs fue en aquellos que previamente se habian
inmunizado con proteinasas de la cepa SP.

4.2.3.3. Factor hospedador.

Una vez realizadas todas las comparaciones, se observo que las muestras de
ovinos no inmunizados e infectados con NA (J/NA) presentaron menor frecuencia
de los alelos M-Asy M-E3 que los caprinos (Fig. 43), mientras que todo lo contrario
ocurrio con los alelos A/-Csy M-Ds. Sin embargo, en la misma comparacién pero con
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la cepa SP (/SP) se observd justo la situacién inversa (con la salvedad de que en esta
cepa no se encontrd el alelo M-Ds), es decir, mayor presencia de los alelos M-Asy
M-E3, y menor del M-Csen los grupos ovinos. Por otro lado, en los vermes aislados
de caprinos infectados con la cepa SP no se encontraron alelos A/-Bs ni M-Ds (Fig.
44). En ambas comparaciones las diferencias fueron estadisticamente significativas (7P
< 0,001).
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Fig. 43. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-3 en la poblacién de vermes machos
obtenidos en ovinos y caprinos no inmunizados e infectados con la cepa NA.
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Fig. 44. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-3 en la poblacién de vermes machos
obtenidos en ovinos y caprinos no inmunizados e infectados con la cepa SP.
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Cuando se valoraron los animales inmunizados con proteinasas de la cepa NA
(independientemente de la cepa con que fueron posteriormente infectados (NA/NA,
NA/SP)), y se compararon con los controles correspondientes, se observéd un
aumento de la frecuencia alélica del alelo A/-C3y una menor frecuencia del alelo M-
E5 en los grupos ovinos en relacion a las correspondientes de caprinos. Por el
contrario, cuando se compararon los grupos inmunizados con SP
(independientemente de con qué cepa fueron posteriormente infectados (SP/SP,
SP/NA)) y se compararon los controles de dicha cepa, se observé un aumento de la
frecuencia alélica del alelo M/-£3y una menor del alelo //-C3 en las muestras aisladas
de ovinos en relacién a las correspondientes de caprinos. En ambos casos estas
diferencias fueron significativas (P< 0,001 y P< 0,01, respectivamente).

Al agrupar todos los datos de ovinos no inmunizados y compararlos con la
misma agrupacién pero en caprino, se observo un alto nivel de significacién (P <
0,001), presentandose en las muestras de origen ovino una mayor frecuencia de los
alelos M-Asy M-Dsy menor del M-C3, no estando presentes los alelos M-Gsy M-Hs.
En todas las comparaciones donde se agruparon distintos lotes experimentales para
evaluar el factor hospedador se observo una tnica tendencia del alelo A/-As, presente
siempre con una mayor frecuencia en los grupos de ovino (Fig. 45).
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Fig. 45. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-3 en la poblacién de vermes machos

obtenidos en ambos hospedadores.

Por otro lado, cuando se agruparon todos los lotes ovinos y todos los caprinos,
con independencia de los factores “inmunizacién” y “cepa”, hubo diferencias
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préximas a la significacién (P = 0,057), con mayor frecuencia de los alelos A/-As, M-
B3y M-Ds en los ovinos y mayor frecuencia de los alelos M-Csy M-Es en los
caprinos. Los valores de los alelos M-F3 M-Gs y M-H3 fueron practicamente
similares en ambos hospedadores (Fig. 45).

4.2.4. GEN AC-4

El producto de PCR amplificado para este gen tuvo un tamafio de 330 bp
aproximadamente. Al evaluar todas las muestras de todos los grupos experimentales
se obtuvo un total de 6 alelos (M-A+ M-Bsy, M-Cs M-Ds, M-Esy M-Fi), 3 de ellos
presentes sélo en la cepa de Gran Canaria (SP) (M-Dsy, M-Esy M-Fi) y el resto en

ambas cepas. En la Fig. 46 se representan los productos amplificados de estos 6 alelos
en un gel de agarosa al 1,2% y en la Fig. 47 los patrones obtenidos mediante la
técnica SSCP.

Fig. 46. Productos de PCR en gel de agarosa al 1,2% para el Jocus AC-4. De izquierda a derecha: DNA
Molecular Weight Marker II (0.12-23.1 kbp), homocigotos para los alelos M-A+ al M-Fiy DNA
Molecular Weight Marker XIV (100-1.500 bp).

Las frecuencias de los diferentes patrones de SSCP para el gen AC-4 en los
diferentes grupos experimentales estudiados estdn recogidas en las Tablas 28 y 30
(ver Anexo “Tablas”), al igual que las correspondientes frecuencias alélicas (Tablas 29
y 31). Los resultados obtenidos para las frecuencias alélicas de todos los grupos
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fueron evaluados comparativamente con el fin de valorar los distintos factores objeto
de estudio, tal y como se describe a continuacidn.

Fig. 47. Patrones de SSCP encontrados en el gen codificador de proteasas tipo cisteina AC-4. Se
representan los homocigotos encontrados para los 6 alelos.

4.2.4.1. Factor inmunizacién

Se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar las
muestras de vermes procedentes de ovinos inmunizados con productos procedentes
de la cepa NA e infectados con la misma cepa (NA/NA) (P< 0,05) al compararlas con
los resultados obtenidos en su correspondiente grupo control (O/NA). A su vez, al
comparar este mismo grupo control con el grupo de vermes procedentes de ovinos
inmunizados con antigenos de la cepa SP e infectados con L3 de la cepa NA (SP/NA),
se obtuvo un nivel préximo a la significacién (P = 0,053). En ambos casos, las
diferencias fueron probablemente debidas a una menor proporcién del denominado
alelo M/-A4 como puede apreciarse en la Figura 48. Por otro lado, en los dos grupos
inmunizados (NA/NA y SP/NA) se observo un ligero aumento del alelo M-C:y en
los vermes obtenidos en ovinos inmunizados con antigenos de la cepa NA, también
del alelo M-B.. No hubo diferencias entre los grupos de ovinos inmunizados pero las
variaciones de las frecuencias alélicas fueron mas acentuadas en el grupo inmunizado
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con proteinasas obtenidas a partir de la cepa homdloga (grupo NA/NA); en dicho
grupo la proporcion del alelo 17-A+se encontro especialmente disminuida.
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Fig. 48. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-4 en la poblacién de vermes machos
obtenidos de ovinos infectados con L3 de la cepa NA. Se representan los grupos inmunizados, tanto
con antigenos de la cepa homdloga (NA) como de la heterdloga (SP), asi como el grupo control no
inmunizado.

Al igual que ocurri6 en el ganado ovino, en las muestras obtenidas de los
caprinos infectados experimentalmente con la cepa SP que fueron inmunizados
(SP/SP y NA/SP), se observé una disminucion del alelo //-A+y una mayor presencia
del alelo M-Bs mientras que el M-Csse mantuvo en valores similares al realizar las
respectivas comparaciones con el correspondiente grupo control (Q/SP). Las
diferencias no llegaron a ser significativas pero volvieron a estar mas acentuadas en
el ensayo homologo (SP/SP) (Fig. 49).

Esta tendencia fue idéntica en los ovinos infectados con L3 de la cepa SP, es
decir, todos los inmunizados (SP/SP y NA/SP) presentaron una menor proporciéon
del alelo M-A+y una mayor frecuencia de los alelos M-B:y M-Ci si bien estas
diferencias no llegaron a ser significativas respecto al control (@/SP). En este caso,
tanto los ovinos inmunizados con enzimas obtenidas a partir de la cepa SP (SP/SP)
como los ovinos inmunizados con proteinasas de la cepa NA (NA/SP) presentaron la
misma proporcion de alelos M-Ax
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Finalmente, en las muestras procedentes de ganado caprino infectado con la
cepa de origen ovino NA, no se observé ningun tipo de tendencia en las frecuencias
alélicas a destacar, salvo que los vermes de caprinos inmunizados con proteinasas de
la cepa SP y posteriormente infectados con larvas NA (SP/NA) presentaron unos
niveles de alelos 1/-A+ similares a los observados en las muestras de los ovinos del
grupo control para la cepa NA (J/NA).
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Fig. 49. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-4 en la poblacién de machos obtenidos de
caprinos infectados con la cepa SP. Se representan los grupos inmunizados, tanto con la cepa
homaologa (SP) como con la heteréloga (NA), y el grupo control no inmunizado.

Independientemente de las diferencias en las frecuencias alélicas, sdlo se
observaron alelos A/-E: en los grupos control de la cepa SP (&/SP) en ambos
hospedadores, y alelos M-Fis6lo en los caprinos del grupo control de dicha cepa
(Q/SP). El alelo M-Fifue el tercer-cuarto alelo predominante, de hecho, su ausencia
en el grupo control unido a la menor presencia del alelo //-A+en los vermes aislados
en los caprinos inmunizados (SP/SP y NA/SP) propicié que existiesen diferencias
estadisticamente significativas entre las frecuencias alélicas obtenidas en los caprinos
inmunizados y los no inmunizados tras la infeccién experimental con la cepa SP, con
valores de significacién mas altos en el ensayo homélogo (SP/SP).

Al agrupar los datos procedentes de todos los animales inmunizados y
compararlos con los correspondientes a los no inmunizados, se observaron
diferencias estadisticamente significativas (P<0,001), acentuandose los patrones de
frecuencias ya descritas anteriormente, es decir, frecuencias alélicas M-A+
disminuidas y aumento de la frecuencia de los alelos M-B:y M-Cx.
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4.2.4.2. Factor cepa

Tras analizar todos los patrones de SSCP, se encontr6 que la cepa SP
presentaba 3 alelos mas que la cepa de Norteamérica, concretamente los alelos 1/-Ds,
M-E+y M-F: (Fig. 50 y 51). Esto motivé que al hacer las comparaciones las
diferencias asociadas al factor cepa fueran estadisticamente significativas en todos los
casos.

La cepa SP, tanto en muestras obtenidas en ovino como en caprino, presentd
una mayor proporcion del alelo 1/-Bsy menor proporcion del alelo A/-Csen todas las
comparaciones con respecto a la cepa NA.

En ambas cepas los alelos predominantes fueron el M-A+y el M-B4, siendo el
M-Ci el tercer alelo mas frecuente. A pesar de que la cepa SP presenté mayor
variedad de alelos, estos tres alelos se mantuvieron en frecuencias similares a los de
la cepa NA. Los alelos M-Dsy M-E: se encontraron como alelos minoritarios en las
dos cepas, y el alelo M-Fs, que sélo se presentd en muestras de caprino no
inmunizado e infectado experimentalmente con la cepa SP, mostré una frecuencia
alélica similar a la del alelo A/-C¥ (Fig. 50 y 51).
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Fig. 50. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-4 en la poblacién de vermes machos
obtenidos de ovinos infectados experimentalmente con las cepas NA y SP.
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Fig. 51. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-4 en la poblacién de vermes machos
obtenidos de caprinos infectados experimentalmente con las cepas NA y SP.

4.2.4.3. Factor hospedador

Las muestras de vermes machos procedentes de ovinos no inmunizados
(OQ/NA) presentaron una mayor frecuencia del alelo A-A+ al compararlo con los
resultados del correspondiente grupo caprino (J/NA), aunque las diferencias no
llegaron a ser significativas. Esta tendencia se invirtié cuando se compararon los
ovinos inmunizados (independientemente de la cepa utilizada en las
inmunizaciones) con los respectivos grupos caprinos.

En relacioén a la cepa SP, también los vermes machos de ovinos inmunizados
(SP/SP y NA/SP) presentaron una menor frecuencia del alelo 1/-A4 sin tampoco
llegar a ser significativas las diferencias con respecto a sus homoélogos caprinos. No se
observaron diferencias entre ambos hospedadores en los grupos no inmunizados e
infectados con esta cepa (J/SP).

En general, las frecuencias de los alelos A/-B:y M-Cs se mantuvieron con
valores ligeramente mads elevados en las muestras procedentes de ovinos. Las unicas
excepciones se encontraron en el grupo control de la cepa NA (@/NA), donde el
alelo M-B: se presento ligeramente en menor proporcién en los grupos ovinos, y en
el grupo control de la cepa SP (0/SP), donde el alelo M-C: presentd también valores
menores en dicho hospedador.
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Fig. 52. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-4 en la poblacién de vermes machos
obtenidos en todos los animales infectados experimentalmente con la cepa NA. Se representan los
ovinos infectados con dicha cepa frente a sus homoélogos caprinos, independientemente de la
inmunizacién y tipo de antigeno utilizado en las inmunizaciones.
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Fig. 53. Distribucién comparada de alelos para el gen AC-4 en la poblacién de vermes machos
obtenidos en todos los animales infectados experimentalmente con la cepa SP. Se representan los
ovinos infectados con dicha cepa frente a sus homoélogos caprinos, independientemente de la
inmunizacién y tipo de antigeno utilizado en las inmunizaciones.
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Al agrupar los resultados de los grupos ovinos infectados experimentalmente
con la cepa NA y compararlos con los grupos caprinos infectados con L3 de la misma
cepa, se confirmé que todos los vermes aislados de ovinos infectados con la cepa NA
presentaron menor frecuencia del alelo 1/-A+y mayor frecuencia de los alelos /-5
y M-C: (Fig. 52); no obstante, estas diferencias no fueron lo suficientemente
importantes como para alcanzar una significacion estadistica.

Al igual que en la cepa NA, cuando se agruparon todos los resultados
obtenidos en los animales infectados con la cepa SP, se observé menor frecuencia del
alelo M-A+ y mayor presencia del alelo A-Bs en los ovinos, mientras que tanto el
alelo M-C: como el M-D: permanecieron aproximadamente iguales en ambos
hospedadores (Fig. 53).

Agrupando todos los resultados obtenidos en ovinos y compardndolos con
todos los obtenidos en caprinos, se confirmé lo descrito con anterioridad en las
comparaciones sectoriales, es decir, menor frecuencia del alelo M-A« y mayor
frecuencia de los alelos M-Bs, M-Csy M-Dsen los ovinos.

4.3. ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD GENETICA

4.3.1. GEN GCP-7

Tabla 11. Estimacién de la variabilidad nucleotidica dentro y entre las distintas cepas (NA y SP) en el
gen GCP-7 de Haemonchus contortus. Se representa el numero de sitios polimérficos (S5), la
diversidad nucleotidica () y la heterocigosidad por sitio nucleotidico (€). Los errores estdndar se
muestran entre paréntesis.

CEPA NA CEPA SP
S 82 109

T 0,1024 (0,0283) 0,0954 (0,0130)

0 0,1018 (0,0615) 0,0969 (0,0440)

Distancia media dentro de grupos 0,0890 (0,0120) 0,1030 (0,0100)
Distancia media entre grupos 0,0830 (0,0090)
Distancia minima del total de la poblacién 0,0240 (0,0070)
Distancia méxima del total de la poblacién 0,1570 (0,0200)
Diversidad media del total de la poblacién 0,0930 (0,0090)
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Fig. 54. Dendrograma de las secuencias del gen GCP-7 de proteinasas tipo cisteina de Haemonchus
contortus de Espafia y Norte América. El arbol se obtuvo mediante 500 réplicas usando los métodos
Jukes Cantor y Neighbour-Joining en MEGA versién 4.0. Los nimeros junto a las ramas son los
porcentajes de probabilidad en base a los 500 muestreos aleatorios. La escala representa las distancias
Jukes Cantor entre los alelos de los diferentes /ocr analizados.

El gen GCP-7 mostré mayor nimero de sitios polimérficos (S) en la cepa SP,
con un total de 109, frente a los 82 que se encontraron en la cepa NA. Por otro lado,
también en la cepa SP fue donde la distancia media dentro de grupos fue mayor, con
un valor de 0,103 frente al valor de 0,089 encontrado en la cepa NA.

4.3.2. GEN AC-1

En el gen AC-1 también se encontrdé un mayor nimero de sitios polimoérficos
(S) en la cepa SP, con un total de 30, frente a los 27 de la cepa NA. Sin embargo, fue
la cepa NA la que mostré una mayor distancia media dentro de grupos, con un valor
de 0,049.

En el gen AC-1 se diferenciaron 2 grandes grupos que partieron de un tronco
comun para conformar dos ramas filogenéticas bien diferenciadas. Una de ellas
englobod a los alelos M-A:y M-G: (éstos mas relacionados entre si) y al alelo M-B:. La
otra rama incluyd al resto de alelos, de los cuales el A-F; se encontré mas
distanciado filogenéticamente (Fig. 55).
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Tabla 12. Estimacién de la variabilidad nucleotidica dentro y entre las distintas cepas (NA y SP) en el
gen AC-1 de Haemonchus contortus. Se representa el numero de sitios polimérficos (.5), la diversidad
nucleotidica (1) y la heterocigosidad por sitio nucleotidico (6). Los errores estdndar se muestran entre

paréntesis.
CEPA NA CEPA SP
S 27 30
T 0,0477 (0,0099) 0,0389 (0,0066)
0 0,0453 (0,0254) 0,0376 (0,0179)
Distancia media dentro de grupos 0,0490 (0,0090) 0,0400 (0,0070)
Distancia media entre grupos 0,0370 (0,0070)
Distancia minima del total de la poblacién 0,0030 (0,0030)
Distancia méxima del total de la poblacién 0,0640 (0,0140)
Diversidad media del total de la poblacién 0,0400 (0,0070)
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Fig. 55. Dendrograma de las secuencias del gen AC-1 de proteinasas tipo cisteina de Haemonchus
contortus de Espafia y Norte América. El arbol se obtuvo mediante 500 réplicas usando los métodos
Jukes Cantor y Neighbour-Joining en MEGA versién 4.0. Los niimeros junto a las ramas son los
porcentajes de probabilidad en base a los 500 muestreos aleatorios. La escala representa las distancias
Jukes Cantor entre los alelos de los diferentes Jocr analizados.

4.3.3. GEN AC-3

El gen AC-3 mostré mayor numero de sitios polimérficos (S) en la cepa SP,
con un total de 47, frente a los 37 de la cepa NA. Asi mismo, la cepa SP fue la que
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mostré mayor distancia media dentro grupos, con un valor de 0,067 tal y como
puede apreciarse en la Tabla 13.

Tabla 13. Estimacién de la variabilidad nucleotidica dentro y entre las distintas cepas (NA y SP) en el
gen AC-3 de Haemonchus contortus. Se representa el numero de sitios polimoérficos (.5), la diversidad
nucleotidica (1) y la heterocigosidad por sitio nucleotidico (6). Los errores estdndar se muestran entre
paréntesis.

CEPA NA CEPA SP
S 37 47

T 0,0552 (0,0161) 0,0636 (0,0074)

0 0,0584 (0,0302) 0,0719 (0,0349)

Distancia media dentro de grupos 0,0560 (0,0090) 0,0670 (0,0090)
Distancia media entre grupos 0,0560 (00080)
Distancia minima del total de la poblacién 0,0040 (0,0030)
Distancia méxima del total de la poblacién 0,0890 (0,0180)
Diversidad media del total de la poblacién 0,0580 (0,0090)
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Fig, 56. Dendrograma de las secuencias del gen AC-3 de proteasas tipo cisteina de Haemonchus
contortus de Espafia y Norte América. El arbol se obtuvo mediante 500 réplicas usando los métodos
Jukes Cantor y Neighbour-Joining en MEGA versién 4.0. Los nimeros junto a las ramas son los
porcentajes de probabilidad en base a los 500 muestreos aleatorios. La escala representa las distancias
Jukes Cantor entre los alelos de los diferentes Jocs analizados.

El gen AC-3 present6 2 ramas filogenéticas bien distintas, en una de ellas se
agruparon los alelos M-As, M-C3y M-Gsy en la otra el resto. En esta tltima rama, el
alelo M-Hsestuvo claramente separado del resto (Fig. 56).
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4.3.4. GEN AC-4

El gen AC-4 mostré mayor numero de sitios polimérficos (S) en la cepa SP,
con un total de 17 sitios polimérficos, frente a los 14 de la cepa NA. Por el contrario,
en la cepa SP fue donde la distancia media dentro de grupos fue menor (Tabla 14).

Tabla 14. Estimacién de la variabilidad nucleotidica dentro y entre las distintas cepas (NA y SP) en el
gen AC-4 de Haemonchus contortus. Se representa el numero de sitios polimérficos (5), la diversidad
nucleotidica (1) y la heterocigosidad por sitio nucleotidico (6). Los errores estdndar se muestran entre

paréntesis.

CEPA NA CEPA SP
S 14 17
T 0,0318 (0,0104) 0,0273 (0,0049)
0 0,0318 (0,0202) 0,0254 (0,0130)
Distancia media dentro de grupos 0,0330 (0,0090) 0,0280 (0,0070)
Distancia media entre grupos 0,0240 (0,0060)
Distancia minima del total de la poblacién 0,0030 (0,0030)
Distancia méxima del total de la poblacién 0,0490 (0,0140)
Diversidad media del total de la poblacién 0,0270 (0,0060)
9 M-A4
100 M-Cx
M-E:4
M-Bs
M-Dy
73 M-Fx
0.006 0.005 0.004 0.003 0.002 0.001 0.000

Fig. 57. Dendrograma de las secuencias del gen AC-4 de proteasas tipo cisteina de Haemonchus
contortus de Espafia y Norte América. El drbol se obtuvo mediante 500 réplicas usando los métodos
Jukes Cantor y Neighbour-Joining en MEGA versiéon 4.0. Los nimeros junto a las ramas son los
porcentajes de probabilidad en base a los 500 muestreos aleatorios. La escala representa las distancias
Jukes Cantor entre los alelos de los diferentes Joci analizados.
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El arbol filogenético del gen AC-4 agrupé los seis alelos encontrados en dos
ramas. En una de ellas se englobaron los alelos A/-A+ M-Csy M-E4 los dos primeros
con un origen comun. En la segunda rama se incluyeron a los alelos M-By, M-D:y
M-Fi, de los cuales el AM-B« present6 un origen distinto (Fig. 57).
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5. Discusion

5.1. Aspectos generales sobre la variabilidad genética e inmunoproteccién
frente a proteinasas tipo cisteina de Haemonchus contortus

Son varios los trabajos que han sefalado la variacién a nivel molecular de las
poblaciones de parasitos (Maizels y Kurniawan-Atmadja, 2002; Jiménez et al, 2005;
Nolan y Cribb, 2005; Troell er al, 2006a). En general, las modificaciones de las
secuencias génicas de un organismo, a veces debidas a diferencias en un tunico
nucleétido, pueden provocar cambios en la secuencia de aminoacidos y, por tanto, la
sintesis de proteinas distintas, o con conformaciones distintas (Lozano et al, 2005).
Esto naturalmente podria significar que las proteinas resultantes pudieran tener
diferentes funciones en el parasito (Lehninger er al, 1993; Lozano et al, 2005). De
hecho, como ya se ha comentado previamente, el desarrollo de mutaciones
constituye uno de los mecanismos que tienen los organismos para su supervivencia y
evolucién.

Si bien el cambio en un nucleétido puede modificar hasta la funcién de una
proteina, también es posible que haya cambios a nivel genético que no influyan en la
sintesis proteica. De hecho, existen regiones en los genes (intrones) que no se
expresan, y que por tanto no juegan ningun papel en la sintesis de aminoacidos.
Incluso, el hecho de que la variacién tenga lugar en las regiones de la secuencia que
si codifican la sintesis de aminoacidos (exones) tampoco tendria por qué significar un
cambio en la funcionalidad de la proteina que codifica (Lehninger ez al, 1993).

En el nematodo Haemonchus contortus (H. contortus) la variabilidad
genética se ha observado en varios genes (Karanu et al, 1993; Knox et al, 1993;
Karanu et al, 1997; Jasmer et al, 2004; Troell et al, 2006b), entre ellos, genes que
codifican proteinasas tipo cisteina (Ruiz et al, 2004b). Debido a las importantes
funciones que se adscriben a este tipo de proteinasas, ya descritas en capitulos
anteriores, un acercamiento al conocimiento de los genes que las codifican podria
aportar informacién valiosa sobre el control inmunoldgico de la nematodosis
producida por este pardsito. Las proteinasas codificadas por los diferentes alelos de
cada uno de estos genes no necesariamente tendrian por qué desempenar funciones
idénticas (Larminie et al, 1996) y, por consiguiente, podrian jugar un papel mas o
menos importante en el ciclo vital de este organismo. Aparte, su poder inmundgeno,
y por tanto la capacidad del sistema inmune del hospedador para reconocer y actuar
frente a las diferentes proteinasas, podria ser diferente. En cualquier caso, aunque el
sistema inmune interaccionase frente a todas las proteinasas de forma similar, es
posible que la neutralizaciéon de algunas de ellas fuese mas determinante debido al
rol que pudiesen estar jugando en la supervivencia del parasito en el hospedador.
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En el presente estudio se ha realizado una evaluacién detallada de la
variabilidad genética en proteinasas tipo cisteina mediante ensayos guiados de
inmunoproteccién frente a la haemonchosis, tratando de identificar aquellos alelos
con mayor potencial inmunoprotector y evaluando el resultado de dicha proteccion
sobre las poblaciones parasitas resultantes. Tanto la inmunoproteccién como la
propia variabilidad genética se valoraron en base a la influencia del tipo de cepa y
tipo de hospedador utilizados en las inmunizaciones (factores cepa y hospedador,
respectivamente), para lo cual se realizaron inoculaciones cruzadas con dos aislados
geograficos de H. contortus (SP y NA) en hospedadores ovinos y caprinos.

Tal y como se ha detallado en el capitulo de Resultados, los andlisis
estadisticos realizados entre las frecuencias génicas de grupos inmunizados y no
inmunizados demostraron que en algunos de los genes analizados existian diferencias
significativas. Teniendo en cuenta que a priors la tunica diferencia entre algunos
grupos estuvo determinada por la inmunizacién, las diferencias en las frecuencias
alélicas de las poblaciones de los vermes adultos en estos grupos podrian deberse a la
influencia de este factor. Una disminucién importante de un alelo en animales
inmunizados podria por tanto significar que las proteinasas codificadas por dicho
alelo habian sido mas facilmente interceptadas por el sistema inmune del
hospedador. Como se sefialé anteriormente, o bien tales proteinasas tendrian mayor
poder inmundgeno que las demas, o bien estarian implicadas de una forma mas
determinante en funciones vitales para la supervivencia del parasito.

A la hora de interpretar los resultados, se ha de tener presente que se ha
realizado un estudio comparativo entre dos especies distintas (ovino-caprino), y que
los sustratos que supuestamente digieren las proteinasas no tienen por qué ser los
mismos, es decir, las enzimas proteoliticas de los parasitos procedentes de Canada
podrian ser especificas para degradar proteinas de ovino y, a su vez, las mismas
enzimas del pardsito aislado en caprino podrian sélo digerir sustratos presentes en
dicho hospedador. Esta circunstancia, si bien parece obvia, se encuentra avalada por
numerosos trabajos que ponen en evidencia las peculiaridades fisiologicas de cada
una de estas especies, como las relacionadas con la eficacia digestiva de algunos
nutrientes. Por ejemplo, se ha demostrado la mayor capacidad del caprino frente al
ovino para digerir determinados tipos de fibra (Reid et al, 1990), mientras que en
otros trabajos se ha encontrado que la digestibilidad de la materia seca y la materia
organica en los ovinos es mayor que en los caprinos (Ademosum, 1970). Las
diferencias metabodlicas entre ambos hospedadores no se deben sélo a la capacidad
para digerir el alimento sino también, por ejemplo, a la capacidad para metabolizar
farmacos. A pesar de esto, la mayoria de farmacos de uso veterinario para pequefios
rumiantes se prescriben generalmente para ovinos, siendo pocos los productos que
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incluyen también al caprino, en parte debido a la falta de ensayos comparativos para
identificar las dosis eficaces particulares de cada hospedador. De hecho, existen
estudios que atribuyen la frecuente aparicidn de resistencias a antihelminticos en
cabras al continuo uso de dosis terapéuticas similares a las de ovino (Jabbar et al,
2006). A estos datos, cabria afiadir las diferencias relacionadas con los mecanismos
inmunes desarrollados por ambas especies frente a distintos agentes patégenos.

En el presente estudio, la capacidad inmunoprotectora de las proteinasas tipo
cisteina se ha evaluado mediante el analisis coprolégico de los animales investigados
(recuentos fecales de huevos), la determinacién de la carga parasitaria, asi como
mediante la determinacién de los niveles séricos de inmunoglobulinas especificas.
Por su parte, el estudio de la variabilidad genética se llevé a cabo mediante el analisis
de polimorfismo genético utilizando la técnica SSCP (Single Strand Conformational
Polymorphism) y posterior secuenciacién. Esta metodologia ha sido utilizada en
estudios similares, como en la determinacién del polimorfismo de ADN en la regién
central de 432-pb del gen de la cruzipaina, que codifica el sitio activo de una
proteinasa tipo cisteina del grupo de la catepsina L (De Leén ez al, 1998); también en
la determinacién de la variabilidad genética de genes de canales de cloro ligados al
glutamato en cepas de Cooperia oncophora resistentes y susceptibles a la ivermectina
(Njue y Prichard, 2004), o en el andlisis de la variacién de la secuencia de ADN
mitocondrial del pardsito de humanos Gnathostoma spinigerum (Ngarmamonpirat et
al, 2005). La utilidad de la técnica empleada en este trabajo para detectar el
polimorfismo en genes codificadores de proteinasas tipo cisteina del grupo catepsina-
B so6lo ha sido previamente demostrada por Ruiz er al (2004b). Al igual que estos
autores, los patrones de bandas obtenidos mediante SSCP para cada uno de los 4 Joci
evaluados en este estudio, amplificados previamente por PCR a partir de las
secuencias de los genes AC-1 (Pratt et al, 1990), AC-3 y AC-4 (Pratt et al, 1992) y
GCP-7 (Rehman y Jasmer, 1998), fueron caracterizados ficilmente una vez
determinadas las condiciones Optimas para dicho método. Se han podido distinguir
alelos con diferencias en un solo nucleétido, como es el caso de los alelos M-Bsy M-
Ds. La variacién en los patrones de SSCP entre todos los alelos encontrados (28
patrones) demostrd la existencia de variabilidad genética, siendo dicha variacion
ligeramente superior a la descrita previamente por Ruiz er al (2004b) (19 alelos).
Este hecho, junto con la reproducibilidad de los resultados de la SSCP, indica que la
PCR unida a la SSCP proporcionan un método fiable para demostrar variaciones en
la secuencia de genes de proteinasas tipo cisteina de /. contortus.

Si bien no era el objetivo de este trabajo, se encontrd variaciéon en las
secuencias de aminoacidos correspondientes a los diferentes alelos encontrados para
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cada uno de los genes investigados. La interpretacidn de estos resultados deberia ser
evaluada y analizada en mayor profundidad en futuros estudios.

5.2. Diferencias intrinsecas entre cepas y variabilidad genética

Uno de los objetivos planteados en el trabajo fue la valoraciéon del
comportamiento bioldgico-epidemioldgico de las dos cepas utilizadas, la relacion
parasito-hospedador, y sus posibles correlaciones con la variabilidad genética en
genes codificadores de proteinasas tipo cisteina de vermes adultos del parasito. Con
esta finalidad se pretendid esclarecer observaciones de trabajos previos realizados en
nuestra unidad (datos no publicados) sobre la distinta adaptabilidad de cepas
foraneas de H. contortusen distintas especies de hospedadores.

Todos los ovinos infectados experimentalmente con la cepa NA de AH.
contortus (cepa homologa) tuvieron un periodo prepatente de 3 semanas,
coincidiendo con lo publicado por otros autores para distintas cepas ovinas
(Anderson, 1992; Urquhart er al, 2001; Alunda et a/, 2003; Vanimisetti et al, 2004;
Smith, 2007), aunque también se han descrito periodos de prepatencia ligeramente
menores (Knox et al, 1999; Bakker er al, 2004; Gonzilez er al, 2008a), o incluso
mayores, COIMo ocurre en razas ovinas consideradas resistentes al parasito (Yazwinski
et al, 1980). En el presente estudio, la evolucién de los recuentos fecales de huevos
(HPG) se produjo de la misma forma que en infecciones naturales de ovinos por H.
contortus, con un aumento paulatino del nimero de HPG a partir de la tercera
semana post-infecciéon (p.i.), observiandose niveles mdaximos a las dos semanas
siguientes (52 semana p.i.) (Alunda er al, 2003; Vanimisetti et al, 2004; Smith et al,
2007), o bien en torno a los 10 dias del comienzo de la eliminaciéon de huevos en
cepas con menor periodo de prepatencia (Knox et al, 1999; Bakker et al, 2004;
Gonzdlez et al., 2008a).

La eliminacién media de huevos en ovinos infectados con la cepa NA fue de
aproximadamente 13.000 HPG, llegando incluso a valores préximos a los 30.000
HPG en algunos animales a la 52 semana p.i.. En funcién de ciertos factores, como la
dosis infectante o la cepa utilizada, los recuentos medios y méaximos de HPG
descritos por otros autores son muy dispares, aunque en general menores a los
registrados en el presente trabajo. Asi, Alunda er al (2003), utilizando una cepa
espafiola  (Peninsula Ibérica), obtuvieron unos recuentos madaximos de
aproximadamente 4.000 HPG (30 dias p.i) tras inocular ovinos con 300 L3/Kg peso
vivo. En concordancia, Smith (2007) describié recuentos maximos de 1.500 HPG a
los 40 dias p.i. en ovinos infectados con 5.000 L3 de una cepa sudafricana de A.
contortus'y Bakker et al. (2004) recuentos medios de aproximadamente 2.000 HPG y
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maximos de 3.500 HPG a los 27 dias p.i. en ovinos de raza Zwart-Bles infectados con
5.000 L3 de una cepa ovina de UK. Por su parte, Knox et al (1999) encontraron
recuentos maximos de 5.500 HPG a los 25 dias p.i. en un cruce de raza ovina
Greyface/Suffolk con la misma cantidad de L3 infectantes de la cepa UK, lo que
indicarfa que, aparte de la dosis infectante y de la cepa de H. contortus, el tipo de
hospedador rumiante seria otro factor condicionante de los recuentos fecales. La
influencia del hospedador en el nivel de HPG también se pone de manifiesto en los
trabajos de Gonzélez et al (2008a), que encontraron recuentos medios en el dia 27
p-1i. proximos a los 25.000 HPG en la raza canaria de lana (la misma empleada en el
presente estudio) en contraste con los 5.500 HPG de media observados en la raza
ovina de pelo Pelibuey, ambas inoculadas con 20.000 L3 de una cepa procedente de
UK. Al igual que con los recuentos fecales de huevos, el nimero de adultos también
fue variable en funcién de la dosis inoculada, la cepa del parasito y la raza
hospedadora. Alunda et al (2003) obtuvieron recuentos de algo mas de 1.000 adultos
y Bakker et al. (2004) valores sensiblemente superiores a los 2.000 vermes, en ambos
casos comparativamente inferiores a los resultados del presente estudio, donde la
carga parasitaria media fue ligeramente superior a los 3.000 vermes adultos en
abomaso. También fueron inferiores los recuentos de vermes observados por
Gonzilez et al. (2008a) en ovinos de pelo Pelibuey (unos 2.000 vermes), en contraste
con los mas de 4.000 registrados en la raza ovina canaria de lana. De todo lo anterior
se puede concluir que la tasa de infeccién y la prolificidad de la cepa NA en ovinos
canarios de lana son comparables a las obtenidas al inocular la cepa UK procedente
de Moredun Research Institute al mismo hospedador (Gonzilez er al, 2008a), en
ambos casos superiores a los resultados de otras cepas de H. contortus inoculadas en
diferentes razas de ovinos (Knox et al, 1999; Alunda er al, 2003; Bakker et al., 2004;
Vanimisetti et al, 2004; Smith, 2007).

En el segundo ensayo de inoculacién homdloga (caprinos infectados
experimentalmente con la cepa SP de H. contortus) el periodo de prepatencia fue de
4 semanas, una semana mas que lo descrito anteriormente para la cepa NA ovina.
Estos datos coinciden con lo descrito por otros autores que utilizaron la misma cepa
SP en ganado caprino (Molina er al, 2005), aunque también se han encontrado
periodos de prepatencia ligeramente superiores (5 semanas) (Ruiz er al, 2004a) o
incluso inferiores (3 semanas) (Jasmer y McGuire, 1991; Yanming et al, 2007) en
otras cepas caprinas de H. contortus. En cualquier caso, tanto en este estudio como
en otras inoculaciones experimentales llevadas a cabo en ganado caprino, los niveles
maximos de HPG se produjeron a la 62 semana p.i. (Ruiz et al, 2004a; Molina et al,
2005; Yanming er al., 2007).
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Los recuentos medios de HPG en la cepa SP inoculada al ganado caprino
estuvieron préximos a los 4.000 HPG, llegando hasta 9.000 HPG aproximadamente
en algunos animales (6* semana p.i.). Recuentos ligeramente superiores (en torno a
5.000 HPG a la sexta semana de la primera infeccion) han sido descritos previamente
tras inocular de forma seriada caprinos con 12.000 L3 de la misma cepa SP utilizada
en este estudio (Molina et al,, 2005). Por el contrario, Ruiz et al. (2004a) obtuvieron
recuentos medios considerablemente mds bajos (unas 10 veces menores a los
observados en el presente trabajo) inoculando caprinos con 10.000 L3 de otra cepa
caprina aislada con anterioridad en Gran Canaria. Finalmente, Jasmer y McGuire
(1991) registraron valores similares a los del presente estudio (entre 3.000 y 4.000
HPG) al inocular una cepa estadounidense de /. contortus, en ambos casos inferiores
a los valores medios proximos a los 12.000 HPG observados a partir de infecciones
con 5.000 L3 de una cepa de origen chino (Yanming et al, 2007). Los recuentos de
vermes adultos en abomaso también mostraron diferencias en caprinos infectados
con diferentes cepas de /. contortus. En el presente trabajo, la carga parasitaria
obtenida al utilizar la cepa SP fue ligeramente superior a los 1.000 vermes, valores
muy similares a los encontrados por otros autores (Ruiz et al, 2004a; Molina et al,
2005), incluso cuando los recuentos fecales fueron mucho mas bajos (Ruiz et al,
2004a). Esta misma tendencia entre recuentos fecales de huevos y carga parasitaria
también se ha observado en los trabajos de Jasmer y McGuire (1991) y Yanming et
al. (2007), quienes en relaciéon con los recuentos descritos anteriormente citaron
cargas de vermes abomasales en torno a 3.000 y 1.000, respectivamente.

En su conjunto, las evidencias descritas anteriormente ponen de manifiesto
que existen claras diferencias entre las distintas cepas de /. contortus, incluso entre
cepas aisladas de un mismo tipo de hospedador rumiante. Las discrepancias entre las
cepas empleadas en el presente estudio fueron igualmente evidentes. En concreto, la
cepa NA ovina presentd una tasa de infeccién y una prolificidad tres veces superior a
la cepa SP caprina, al tiempo que un menor periodo de prepatencia (una semana
menos aproximadamente). Hasta el momento se ha hecho referencia a aspectos de
indole bioldgica o epidemioldgica, pero son numerosos los trabajos en los que
también se sefalan diferencias a nivel genético entre diferentes cepas de H.
contortus (Karanu et al, 1997; Ruiz er al, 2004b; Redmond y Windham, 2005;
Troell er al, 2006a; Hunt et al, 2008; Redman et al, 2008). Aunque es sabido que
todo cambio fenotipico tiene un trasfondo genético, no se conoce hasta el momento
qué tipo de correlacién existe entre las peculiaridades bioldgicas de las diferentes
cepas y la variabilidad a nivel molecular. Siguiendo un procedimiento similar al
utilizado por Ruiz et al (2004b), se confirm6 que también a nivel molecular se
observaban importantes diferencias entre las dos cepas, tal y como se discute a
continuacion.
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Segtn se recoge en el capitulo de resultados, el gen AC-1 (Pratt et al, 1990)
present6 un total de 7 alelos (AM-A:, M-B:, M-Ci, M-Di, M-E1, M-Fiy M-Gi), 3 de
ellos presentes sélo en la cepa de Gran Canaria (SP) (M-D:, M-E:y M-Gi). Cuatro de
los alelos encontrados en este trabajo en el gen AC-1 no habian sido descritos en
trabajos previos (Ruiz et al, 2004b). En concreto, no se encontraron los alelos AM-D;,
M-E1 y M-Gi, todos ellos presentes solo en la cepa espafiola (SP), ni el alelo A-F7,
que si fue descrito en el presente estudio en ambas cepas. Las secuencias de los demas
alelos (M-A:, M-Bi, y M-Ci) coincidieron en un 100% con los alelos Az, B, y D:
descritos por Ruiz et al (2004b), respectivamente. Estos autores describieron ademas
2 alelos distintos a los encontrados en este trabajo para este gen, los alelos C71y £7, el
primero descrito en ambas cepas y el segundo sélo en la cepa norteamericana (NA).

Por otro lado, en el gen AC-3 (Pratt et al, 1992) se obtuvieron un total de 8
alelos (M-As, M-Bs, M-Cs, M-Ds, M-Es M-Fs5, M-Gsy M-H3), 3 de ellos presentes
s6lo en la cepa de Gran Canaria (SP) (M-F3, M-Gs y M-H3) y 2 sélo en la cepa de
Norteamérica (NA) (M-Bsy M-Ds), mientras que los otros 3 (M-As, M-C3y M-Ej3) se
observaron en ambas cepas. Cinco de estos ocho alelos (M-As, M-Cs, M-Ds, M-F3y
M-G3) fueron 100% coincidentes con alelos descritos en un estudio previo realizado
por Ruiz et al. (2004b): M-As= Ds, M-Cs= As, M-Ds = Es, M-F>= H3y M-Gs= Gs. En
el presente trabajo se encontraron tres nuevos alelos: el A/-Bs, s6lo presente en la
cepa NA, el M-Hs,s6lo en la cepa de Gran Canaria (SP), y el M-E3 presente en ambas
cepas. En contrapartida no se hallaron secuencias coincidentes con las de los alelos
Bs, Csy Fsdescritos por Ruiz er al. (2004b).

También se observo variabilidad entre ambas cepas al analizar el gen AC-4
(Pratt et al., 1992). Se obtuvieron un total de 6 alelos (M-A+ M-Bs+, M-Cs M-Ds, M-
Esy M-Fy), 3 de los cuales aparecieron sélo en la cepa de Gran Canaria (SP) (M-Dx,
M-E:y M-Fy), mientras que los otros 3 se observaron en ambas cepas. De los seis
alelos encontrados para este gen dos coincidieron con los descritos en trabajos
previos realizados por Ruiz et al (2004b) (M-B:= A +y M-Ci= Bi). Se encontraron
por tanto cuatro nuevos alelos en este estudio: M-A+ M-Ds, M-E+y M-Fi, el primero
de ellos presente en ambas cepas de H. contortusy los otros tres presentes sélo en la
cepa SP.

Finalmente, el cuarto gen objeto de estudio, GCP-7 (Rehman y Jasmer, 1998),
mostrd un total de 7 alelos distintos (M-A7, M-B;, M-C7, M-D;, M-E7, M-F;y M-G5).
Cuatro de estos alelos estuvieron presentes sélo en la cepa de Gran Canaria (SP) (M-
Dy, M-E7, M-F;y M-G7), mientras que los otros 3 se observaron en ambas cepas. De
los siete alelos encontrados para este gen cuatro fueron 100% coincidentes con los
descritos en trabajos previos realizados por Ruiz et al (2004b): M-Ar= A7 M-Cr= D,
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M-D;= C7y M-F;= B. Aparte se encontraron tres nuevos alelos (-5, M-E7, y M-
G7) el primero de ellos presente en ambas cepas y los otros dos s6lo en la cepa
espafiola (SP).

Los nuevos alelos encontrados en este trabajo y las diferencias con los
descritos por Ruiz et al. (2004b) podrian ser atribuidas a varias razones, entre ellas las
diferentes condiciones de electroforesis y sistemas de tincién empleados en el
desarrollo de la técnica SSCP. En concordancia con esta posibilidad, los alelos M/-F7y
M-B7, muy préximos entre si genéticamente, presentaron patrones SSCP en sus
correspondientes homocigotos practicamente indistinguibles (Fig. 20). Otras posibles
causas, menos probables, pudieron haber sido el diferente numero de vermes adultos
analizados, que fue sensiblemente mayor en el presente estudio, o bien que en el
transcurso de las diferentes inoculaciones a donantes se hubiese establecido un
proceso selectivo que incrementara la presencia de alelos y variase la frecuencia de
los mismos.

Segun los resultados de SSCP, los genes que codifican proteinasas tipo cisteina
en H. contortus mostraron un considerable grado de polimorfismo. Todos los Joci
analizados fueron polimérficos y se encontrd un total de 28 alelos, con un rango
entre 6 y 8 por Jocus, frente a los 19 alelos descritos previamente (Ruiz et al, 2004b).
El Jocus AC-3 fue el mas polimdrfico seguido del GCP-7 y del AC-1, siendo el AC-4,
con 6 alelos distintos, el que menos variabilidad presenté. Este mismo rango de
polimorfismo entre los cuatro /oci fue el observado por Ruiz er al (2004b). Como
sefalaron estos autores, el grado de variacién alélica detectado mediante SSCP en el
presente estudio también coincidi6 con las estimaciones de la variabilidad
nucleotidica para todos los /oci, excepto para el gen GCP-7, en el que el nimero de
sitios polimorficos (5), la diversidad nucleotidica () y la heterocigosidad por sitio
nucleotidico () presentaron valores mas altos de lo que cabria esperar para la
variacién alélica, tanto para la cepa espafiola (SP) como para la norteamericana (NA).
La discrepancia entre los resultados de la SSCP y los andlisis de variabilidad
nucleotidica para el Jocus GCP-7 sugieren que el numero de regiones de
emparejamiento de bases, en lugar de la estructura primaria de la molécula, es el
principal factor que determina la conformacién espacial de la tinica cadena de ADN,
ya que mutaciones puntuales pueden ser detectados mediante SSCP en fragmentos

de >600 pares de base (Kukita et al. 1997; Ruiz et al, 2004b).

La existencia de variabilidad en proteinasas tipo cisteina entre distintos
aislados geograficos del parasito también ha sido sugerida en otros trabajos (Karanu
et al., 1993; Knox et al., 1993; Karanu et al. 1997). Estos dltimos autores, al estudiar
las proteinasas de productos de excrecidn-secrecion de H. contortus en cepas del

148



5. Discusion

parasito procedentes de Kenia y Estados Unidos, observaron que los aislados no sélo
difieren de forma significativa en relacién a su peso molecular sino también en
cuanto a su actividad: mientras que las estadounidenses mostraron actividad tipo
cisteina, la actividad observada en las de origen africano fue mayoritariamente del
tipo de las metaloproteinasas y tipo serina. Es importante destacar de este trabajo
que, aparte de las variaciones intergeograficas, también se encontrd variabilidad
entre los dos aislados de Kenia estudiados (KI y KII). Por otro lado, Skuce er al
(1999a), tras realizar un panel de 5 cDNAs codificadores de cisteina proteinasas tipo
catepsina B de H. contortus, observaron mediante Southern blot que algunas de esas
enzimas estaban codificadas por una tnica copia de genes, mientras que otras lo
estaban por multiples copias. El posterior andlisis secuencial de estas proteinasas
mostrd que existen claras diferencias a nivel molecular entre las proteinasas tipo
cisteina procedentes de dos aislados del Reino Unido (UK) y los Estados Unidos de
América (USA) (Skuce et al, 1999a). Similares evidencias de variabilidad genética
habian sido ya descritas en proteinasas tipo cisteina del tipo catepsina B (CBL) en /.
contortus por otros autores (Cox et al, 1990; Pratt er al, 1990; Pratt et al, 1992;
Rehman y Jasmer, 1998; Skuce et al, 1999a; Jasmer et al, 2001; Jasmer et al, 2004),
pero la magnitud de dicha diversidad genética sélo habia sido medida previamente
en un mismo grupo de genes dentro y entre diferentes cepas del parasito por Ruiz et

al. (2004b).

La variabilidad alélica también ha sido estudiada en otros genes de .
contortus, entre ellos genes codificadores de 2 pB-tubulinas del parasito (Kwa et al,
1993; Beech er al., 1994; Eng er al, 2006; Hoglund et al, 2009), varias glicoproteinas
P (Pgps) (Blackhall er al, 1998a; Sangster er al, 1999; Blackhall er al, 2008), 2
subunidades de canales de cloro ligados al glutamato, un receptor de N-acetilcolina y
una fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (Blackhall er al, 1998b). Por ultimo, la
diversidad genética en H. contortus también ha sido probada en galectinas de
repeticién tipo tdindem (Greenhalgh et al, 1999; Wang et al., 2007), el elemento de
transposicién Tcl y transposén de integracion (Hoekstra et al, 1999, Hoekstra et al,
2000) y en anadlisis de microsatélites (Hoekstra et al, 1997; Otsen et al, 2000;
Redman er al, 2008). La variabilidad genética no es por tanto un fenémeno exclusivo
de las proteinasas tipo cisteina de /. contortus. Ademas, el polimorfismo en
proteinasas tipo cisteina no sélo ha sido demostrado en H. contortus; también ha sido
descrito en otros parasitos como Leishmania donovani, donde la variabilidad
genética se vio asociada a distintos comportamientos patogénicos (Hide y Bafiuls,
2008), o Trypanosoma cruzi, donde permiti6 diferenciar entre dos cepas del parasito
(Rojas et al, 2007). Incluso se ha observado variabilidad en proteinasas tipo cisteina
de plantas (Bah et al, 2006) y en otras proteinasas como la calpaina y su modulador,
la calpastatina (Palmer ez al, 2000; Nassiry ez al, 2007).
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Numerosos estudios han demostrado la influencia humana en la ecologia,
distribucién geografica y la diversidad genética entre diferentes organismos,
incluyendo plantas (Sarracenia leucophylla o Aegiceras corniculatum) (Wang et al.,
2004; Deng et al., 2009), animales (£nhydra lutris) (Larson et al., 2002) y parasitos
protozoos como Plasmodium falciparum o Neospora caninum, trematodos y diversos
nematodos (Blouin er al, 1992, 1995; Read y Taylor, 2001; Wootton er al, 2002;
Alasaad et al, 2008; Gentile y Oliveira, 2008; Al-Qassab er al, 2009; Stear et al,
2009). El comercio internacional entre Europa y Norteamérica podria haber
provocado el flujo genético entre animales de abasto y por consiguiente en los
parasitos que albergan. Sin embargo, al igual que describieron Ruiz et al (2004b), en
este estudio se han encontrado importantes diferencias en algunos /oc7 entre cepas de
Espafia y USA. Las frecuencias alélicas basadas en los resultados de SSCP fueron
significativamente distintas entre las dos poblaciones para cada uno de los Joci
estudiados (G test), con algunos alelos encontrados sélo en la cepa SP (M-Dy, M-E,
M-F;, M-G7, M-Di, M-E1, M-G1, M-Fs, M-G3s, M-Hs, M-Ds, M-Esy M-Fy) y otros s6lo
en la cepa NA (M-Bs y M-Ds). En concordancia, la estimacién de la variabilidad
nucleotidica entre cepas se tradujo en una distancia media entre grupos que vario
entre 0,0240 (0,0060) (locus AC-4) y 0,0830 (0,0090) (locus GCP-7), y en general fue
mucho mayor que la variabilidad encontrada dentro de una misma cepa. En este
mismo sentido, tras analizar mediante pirosecuenciacién vermes de H. contortus de
ovinos de Kenia y ovinos y caprinos de Suecia, Troell et al. (2003) demostraron una
mayor variabilidad genética entre vermes geograficamente separados que entre
vermes de distintas especies hospedadoras de la misma region. Posteriormente, se
realizaron estudios de variabilidad genética en distintas poblaciones de H. contortus,
en total en 19 cepas distintas procedentes de 14 paises de todos los continentes
habitados. Mediante analisis AFLP de secuencias nad4 del genoma mitocondrial se
encontré que la variabilidad era alta, asi como la estructura genética, lo que indicaria
un flujo limitado de los genes entre las diferentes cepas y poblaciones de cada
continente, la mayoria formando grupos monofiléticos en el andlisis filogenético.
Mucha de la variacién genética fue debida a diferencias individuales dentro de una
poblacién, mientras que una menor variacion se atribuyé a diferencias entre
poblaciones dentro de dreas de un mismo continente (Troell et al, 2006a). Por otro
lado, utilizando la técnica SSCP para analizar el polimorfismo del ADN mitocondrial
dentro y entre diferentes especies de Capillaria sensu lato, Zhu et al (2000)
encontraron mayor variaciéon entre las morfoespecies originarias de diferentes
hospedadores que dentro de morfoespecies de un mismo hospedador. Por tanto,
aunque la variabilidad intergeogrifica puede ser consecuencia de un cierto
aislamiento geografico, la influencia de las especies hospedadoras (los caprinos sobre
la cepa SP y los ovinos sobre la cepa NA) en la divergencia genética deberia también
tenerse en cuenta, tal como se discutira posteriormente.
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Como se recogi6 en el capitulo de Revisién Bibliografica dedicado al
Polimorfismo Genético, diferentes estudios indican que la variacién genética en los
nematodos es de vital importancia desde el punto de vista morfolégico, bioldgico,
terapéutico e inmunoldgico (Goyal y Wakelin, 1993). La variabilidad genética
descrita en los genes codificadores de proteinasas tipo cisteina supondria un abanico
muy amplio de posibilidades cuya implicacién funcional no es posible deducirla de
los resultados del presente estudio. Se ha documentado, no obstante, que este tipo de
proteinasas parece desarrollar importantes funciones, como la digestiéon de
nutrientes (Cox et al, 1990; Pratt et al, 1990; Rhoads y Fetterer, 1995; Fetterer y
Rhoads, 1997), degradacién de la matriz (Rhoads y Fetterer, 1996) o la evasién de la
respuesta inmune (Chapman y Mitchell, 1982; Wilson er al, 1998). La variabilidad
genética podria por tanto condicionar la relaciéon parasito-hospedador y en
consecuencia traducirse en alteraciones en el comportamiento epidemioldgico del
parasito, como han descrito previamente Wakelin ez al (2002), o en cambios en la
interacciéon inmunoldgica con el hospedador (Wilson et al, 1998).

5.3. Variabilidad genética y factor hospedador

Comparando entre si las cepas de H. contortus usadas en el presente estudio
en los respectivos ensayos homologos, es decir, inoculaciones con NA en ovino y con
SP en caprino, se apreciaron claras diferencias en el periodo prepatente, recuentos
fecales y carga parasitaria, tal y como se ha discutido previamente. Con el objeto de
estudiar si estas diferencias se mantenian al inocular la cepa a hospedadores no
habituales se realizaron infecciones cruzadas infectando ovinos con la cepa SP y
caprinos con la cepa NA. De esta forma se traté de evaluar mas en profundidad la
influencia del tipo hospedador rumiante en la relacién parasito-huésped.

En este sentido, bien debido a una mayor resistencia del hospedador o a la
falta de adaptacién del parasito (Yazwinski et al, 1980), en los caprinos infectados
con la cepa NA se observo un aumento de una semana en el periodo de prepatencia
(4 semanas frente a las 3 semanas observadas en ovino). Ademas, si bien la
eliminacién de huevos siguié el mismo perfil que en los ovinos, no pudo apreciarse
un marcado pico en la dinamica de eliminacién de huevos fecales. Por otro lado, los
recuentos medios y maximos de HPG en ganado caprino infectado con la cepa NA
fueron significativamente menores a los del ganado ovino, llegando la media a 1.200
y el maximo valor registrado a 2.000 HPG. Todo ello, junto con la menor carga
parasitaria registrada (proxima a los 3.000 vermes), podria indicar que la raza caprina
de la Agrupacién Caprina Canaria en su variedad majorera seria mas resistente a la
infeccion por la cepa NA de H. contortus.
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El mismo fenémeno se observd al inocular la cepa caprina SP a hospedadores
ovinos. A pesar que en el ensayo de infeccién cruzada el ganado ovino infectado con
la cepa SP presentdé un periodo de prepatencia y un patrén de evoluciéon del HPG
similar al caprino, los ovinos mostraron menores recuentos de HPG y menor carga
parasitaria, siendo la media de los recuentos fecales de huevos de unos 1.500 con
maximos de 3.000 a la 72 semana p.i., lo que en su conjunto indicaria una mayor
resistencia de los ovinos a dicha cepa.

La relativa resistencia que acontece cuando se inocula una cepa del parasito
en un hospedador no habitual se ha observado en infecciones experimentales con /.
contortus realizadas en nuestra unidad con posterioridad a las del presente estudio
(datos no publicados), coincidiendo con lo descrito por otros autores (Rahman y
Collins, 1991; Pralomkarn er al, 1997). Pralomkarn et al (1997) al evaluar el
comportamiento de 2 razas caprinas (raza originaria de Tailandia y Anglo Nubia) y
del cruce de ambas tras inoculaciones experimentales con una cepa ovina de /.
contortus, determinaron que la raza caprina rudstica, en este caso la originaria de
Tailandia, era mas resistente a la enfermedad. Por otro lado, Aumont et al (2003)
realizaron un ensayo de infecciones cruzadas empleando dos razas ovinas, Black
Belly (BB) (originaria de las Islas Guadalupe) e INRA 401 (Francia), y dos cepas de H.
contortus, una cepa de las Islas Guadalupe (Hc Gua) y otra de Francia (Europa) (Hc
Fra). Ambas cepas se obtuvieron originariamente de caprinos de cada regién para
posteriormente ser sometidas a 3 pases de inoculacidn en ovino antes del comienzo
del estudio. También en este caso la raza autéctona BB fue mds resistente a la
infeccion por Hc Fra, en comparacién con su cepa original, que presentd mayores
recuentos de HPG y una mayor carga parasitaria. Este fenémeno no se observo en la
raza INRA 401, que se mostrd igualmente susceptible a ambas cepas, probablemente
debido al intenso proceso de seleccién que ha sufrido esta raza ovina. En relacién
con esto ultimo, se observé cdmo la raza BB fue también mas resistente a la cepa Hc
Gua que la raza INRA 401, lo que confirmaria la mayor resistencia de las razas
rusticas a la infeccidén por H. contortus. Algo similar podria haber ocurrido al
inocular la raza caprina Canaria con la cepa NA del parasito.

Otros autores defienden incluso que los caprinos en general podrian ofrecer
mds resistencia a la parasitaciéon por nematodos. Asi, Nwosu et al (2007), en un
estudio llevado a cabo en Nigeria, observaron mayores cargas en ovino que en
caprino, al igual que Fritsche er al (1993) en trabajos realizados en Gambia, en los
que se analizaron nematodos gastrointestinales y cestodos en ambos hospedadores.
Las distintas susceptibilidades entre ganado ovino y caprino han sido descritas
también en otros trabajos (Pomroy et al, 1985; Hoste y Chartier, 1998).
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Sin embargo, no se debe dejar de lado la relacién parasito-hospedador desde
el punto de vista del parasito, y valorar la posibilidad de que una determinada cepa
de H. contortus esté mas adaptada a unos hospedadores que a otros en los que su
desarrollo serd mas desfavorable. En este sentido, Achi et al (2003) realizaron un
estudio sobre la especificidad de hospedador que tienen 3 especies de Haemonchus
spp. en una region de Costa de Marfil donde pastaban todo el afio 4 posibles
hospedadores rumiantes: el cebu (Bos indicus), la vaca (Bos taurus), la cabra y la
oveja. Aunque se encontraron infecciones mixtas en los cuatro hospedadores, las
infecciones mas frecuentemente encontradas fueron las monoespecificas. Asi, en
ganado ovino predomind la infeccién monoespecifica por H. contortus, al igual que
en la cabra. Por el contrario, en ganado bovino las infecciones se produjeron
fundamentalmente por H. placei y H. similis, y en rara ocasién se encontrd H.
contortus, siendo H. placei la mas frecuente. H. similis fue la especie predominante
en cebtes, aunque también se encontr6 en esta especie hospedadora H. placei con
una frecuencia moderada. Teniendo en cuenta que todos los hospedadores estaban
expuestos en igual proporcién a la infeccidn por cualquiera de las 3 especies del
parasito, fue obvia la preferencia de cada una de las cepas por una determinada
especie hospedadora, poniendo de manifiesto la dificultad que tendrian para
desarrollarse en un hospedador distinto. También en infecciones naturales,
Amarante et al (1997) observaron una mayor adaptacién de H. contortus al ganado
ovino que al ganado vacuno. En el mismo sentido, Jacquiet et al. (1998) encontraron
que la infeccién experimental por H. contortus no se desarrollé en cebtes y sélo
escasamente en dromedarios, siendo el ganado ovino y el caprino el principal
hospedador del parasito. No obstante, a nivel de cepa, las diferencias en la
adaptacién del parasito al hospedador parecen ser menos evidentes, especialmente si
consideramos infecciones homologas, es decir, con cepas aisladas e inoculadas en el
mismo hospedador. Asi, en un ensayo experimental llevado a cabo en ovino en
Suecia, Troell et al (2006b) no encontraron diferencias entre dos aislados ovinos de
H. contortus de distinta localizacién geografica (Suecia y Kenia), al menos en cuanto
a eliminacién de huevos en las heces y carga parasitaria de los ovinos infectados, si
bien es cierto que la cepa ovina original de Kenia se mantuvo en laboratorio en
Suecia durante varios afios, tras varios pases en inoculaciones experimentales en
ovino.

También en relacién con la dificultad de desarrollo de una cepa en
hospedadores no habituales, diversas inoculaciones experimentales con H. contortus
en roedores han demostrado repetidamente la dificultad para completar el ciclo
bioldgico y, por tanto, una adaptaciéon mas deficiente que en cualquier hospedador
rumiante (Wagland er al, 1989, Hutchinson y Slocombe, 1976, Mapes y Gallie 1977,
Conder et al, 1992).
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El hecho de que un parasito modifique su comportamiento epidemioldgico o
patogénico al cambiar de especie hospedadora habitual, también ha sido demostrado
en otros nematodos como por ejemplo 7Zoxocara spp. o Dirofilaria immitis,
nematodos parasitos de canidos y félidos que al infectar a humanos no completan su
ciclo vital normal y desarrollan migraciones en localizaciones erraticas, provocando
una patologia clinica distinta a la que estos mismos pardsitos ocasionan en sus
hospedadores habituales. Este mismo fenémeno se ha observado también en el
protozoo parasito Iritrichomonas foetus, agente etiolégico de la trichomonosis
genital bovina, cuya parasitacién en gatos jovenes se ha asociado con la aparicién de
diarreas crénicas (Stockdale ez al, 2009).

Las diferencias en el comportamiento bioldgico y epidemioldgico de un
determinado pardsito serian por tanto el resultado de la interaccién entre los
componentes del binomio parasito-hospedador, bien por la mayor resistencia
intrinseca del hospedador o bien por la inadaptaciéon de la cepa a determinados
hospedadores. Por cualquiera de las dos vias, los hospedadores rumiantes, ovinos o
caprinos, podrian condicionar selectivamente la viabilidad de H. contortus. Esta
posibilidad fue evaluada mediante analisis de polimorfismo genético en los cuatro
genes codificadores de proteinasas tipo cisteina ya referidos anteriormente,
comparando las frecuencias alélicas de vermes adultos del pardsito procedentes de
inoculaciones homdlogas (ovino infectados con la cepa NA y caprinos con la cepa
SP) y heterdlogas (infecciones cruzadas entre cepas y hospedadores).

El factor hospedador parece influir de manera significativa en las frecuencias
alélicas encontradas en este estudio para el gen AC-3. Asi, en animales donde se ha
simulado una infecciéon natural con la cepa NA, es decir, no inmunizados e
infectados con esta cepa (J/NA), se observd que las frecuencias de los alelos M-Asy
M-E3 en ganado ovino estaban disminuidas con respecto a los caprinos (J/NA), al
contrario de lo que ocurria con los alelos M-C3y M-Ds. Esta caracteristica se invirtio
cuando se cambid de cepa (J/SP), observandose en este caso mayor frecuencia de los
alelos M-Asy M-Esy menor frecuencia del alelo M-Csen el ganado ovino, a la
inversa de lo que sucedia en los caprinos (&/SP). Por otro lado, en el gen AC-4 se
observd que el ovino siempre presentaba mayor frecuencia del alelo AM-A«
independientemente de la cepa inoculada. Finalmente, los ovinos infectados con la
cepa NA tuvieron un mayor porcentaje de alelos //-C7y menor porcentaje de alelo
M-D; que cuando las inoculaciones se realizaron en el ganado caprino. Todas estas
variaciones de frecuencias estdn principalmente referidas a alelos con importancia
inmunoprotectora, tal y como se discutird mas adelante.
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Aunque los cambios en las frecuencias alélicas no fueron tan manifiestos
como los observados al comparar de forma intrinseca ambas cepas entre si en los
ensayos de inoculaciéon homologa, los resultados anteriores ponen de manifiesto que
el hospedador podria influir efectivamente sobre el parasito, y esta influencia podria
conducir a una seleccién génica. Estos cambios son por otro lado importantes, en
tanto que las variaciones en las frecuencias alélicas se produjeron tras realizar un solo
pase de la cepa por un hospedador no habitual. Probablemente dichas variaciones se
verian acentuadas a medida que fueran realizindose sucesivos pases, de forma
paralela a la adaptacion de la cepa al nuevo hospedador.

5.4. Niveles de inmunoproteccién conferidos por las TBSP-PBS frente a la
haemonchosis

Al igual que en trabajos previos, el parametro empleado para determinar si se
produjo una respuesta a la inmunizacién por parte del hospedador fue el nivel sérico
de IgG especificas. El aumento de este parametro ha sido constatado previamente en
rumiantes inmunizados frente a H. contortus mediante el empleo de diversos
antigenos, como extractos de detergente procedentes de vermes adultos enriquecidos
para proteinasas tipo cisteina de membrana (TBSP) (Redmond y Knox, 2004; Knox et
al,, 2005) o formas recombinantes de dicho antigeno (Redmond y Knox, 2006). Tal
incremento también fue observado por Ruiz et al (2004a) al utilizar como antigeno
fracciones solubles en PBS y enriquecidas para proteinasas tipo cisteina mediante
columnas de Thiol-Sepharosa (PBS-TBSP). La respuesta sérica de IgG, aun siendo
muy inferior a la que genera este tipo de inmunizaciones, también se produce de
forma natural en parasitaciones por nematodos gastrointestinales tal y como se ha
descrito previamente en numerosos trabajos, como los realizados por Schallig er al
(1995a) en ovinos infectados con H. contortus, y otros (Mansour et al, 1990;
Cuquerella ez al, 1991; Nansen ez al, 1993; Bambou et al, 2008). Esta circunstancia
ha sido empleada por diversos autores en encuestas sero-epidemioldgicas con el fin
de determinar la prevalencia de determinados helmintos (Kloosterman et al, 1985;
Frankena, 1987; Ploeger et al., 1990; Balic et al., 2000).

En concordancia con estos autores, en el presente trabajo se detecté un
incremento significativo en los niveles de IgG en todos los animales inmunizados
con respecto a los no inmunizados. La producciéon de IgG en los animales que no
recibieron inmunizacién pero que fueron infectados con L3 del parasito (J/SP,
J/NA) fue poco representativa, pero aun asi mayor que la que presentaron los grupos
experimentales que no estuvieron en contacto con el parasito (9/0), corroborando el
incremento sérico de los niveles de IgG especificas frente a estos antigenos que tiene
lugar en las infecciones naturales por nematodos gastrointestinales descrito
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previamente (Mansour et al, 1990; Nansen er al, 1993; Bambou er al, 2008). El
perfil sérico de IgG anti- proteinasas tipo cisteina en los animales inmunizados, tanto
caprinos como ovinos, fue muy similar al observado en trabajos anteriores (Ruiz et
al, 2004a), y también como estos autores, se observo una relacidon entre los niveles
de IgG y la inmunoproteccién conferida. La correlacién entre los niveles de IgG
especificos frente a proteinasas tipo cisteina y la resistencia frente a otras parasitosis
también ha sido demostrada. Asi, Authié er al (1993) estudiaron la respuesta de IgG
frente a una proteinasa tipo cisteina (congopaina) de 33 kDa de 7rypanosoma
congolensey su relacién con la tripanotolerancia de vacunos frente a la enfermedad,
observando un claro aumento de los niveles séricos de IgG especifica para estas
proteinasas en animales resistentes. Con posterioridad, la congopaina se propondria
como posible candidato antigénico en ensayos de inmunoproteccién (Lalmanach et
al, 2002). La implicacién de la IgG en la inmunoproteccién frente a helmintos
parasitos también fue abordada por Britton et al (1992), en un ensayo de
inmunizacién en ganado bovino con proteinasas obtenidas a partir de
homogenizados en PBS de vermes adultos de Dictyocaulus viviparus. En tal estudio
demostraron la capacidad de la IgG sérica de inhibir in vitro la actividad proteinasa
del antigeno, tanto en animales inmunizados como en infectados de manera natural.
La caracterizaciéon de dicho antigeno demostrd la existencia de actividad serina,
metalo y cisteina proteinasa. A la implicacién del sistema inmune humoral en el
control inmunolégico de la haemonchosis, habria que sumarle también la
intervencién de la respuesta inmune celular, tanto a nivel sistémico como local
(Schallig, 2000; Amarante et al, 2005; Miller y Horohov, 2006; Shakya et al., 2009).
Todas ellas son posibilidades que podrian explicar la relaciéon entre la
inmunoproteccidon observada en el presente estudio y la correspondiente respuesta
inmune, pero el mecanismo intrinseco de inmunoproteccién desarrollada por el
antigeno utilizado (PBS-TBSP) no puede deducirse a partir de los andlisis efectuados
hasta el momento.

Tal y como se ha explicado en capitulos previos, para valorar la eficacia de la
respuesta inmunoprotectora se estimaron los mismos pardmetros considerados por
otros autores que realizaron ensayos similares, entre ellos la reduccién de los
recuentos fecales y de la carga parasitaria (Schallig y van Leeuwen, 1997; Jacobs et
al, 1999; Knox et al, 1999; Newton y Munn, 1999; Vervelde er al, 2002;
Dominguez-Torafio et al, 2003; Bakker et al., 2004; Redmond y Knox, 2004; Ruiz et
al, 2004a; Redmond y Knox, 2006; Reszka et al, 2007; Smith, 2007).

156



5. Discusion

5.4.1. Inmunizaciones homdlogas

Segtin se describié en el capitulo de Resultados, los ovinos inmunizados con
antigeno extraido de la cepa NA desarrollaron una respuesta protectora frente a
dicha cepa, asocidndose tal proteccién con una reduccién significativa de los
recuentos de HPG y del nimero de vermes adultos en abomaso. El descenso de los
recuentos fecales se tradujo en diferencias estadisticamente significativas entre
animales inmunizados (NA/NA) y no inmunizados (d/NA) a partir de la 12 semana
después de haberse completado el periodo de prepatencia. Esta tendencia se mantuvo
hasta el final de la experiencia y result6 en una reduccion del HPG de
aproximadamente el 84%. En relacion con estos niveles de eliminacién de huevos,
los ovinos inmunizados con la cepa NA (NA/NA) presentaron una reduccién del 92%
de la carga parasitaria en comparacién con los ovinos no inmunizados. Se podria
concluir, por tanto, que la inmunizacién con fracciones solubles en PBS y
enriquecidas para proteinasas tipo cisteina mediante columnas de Thiol-Sepharosa
(PBS-TBSP) a partir de vermes adultos de H. contortus de la cepa NA es capaz de
conferir una inmunoproteccion eficaz en ganado ovino posteriormente infectado con
la misma cepa.

Con un grado de proteccion variable segun el protocolo de inmunizacién y
tipo de antigeno utilizado, hasta el momento se ha realizado un importante nimero
de ensayos de inmunizacién en ganado ovino frente a H. contortus. Los ensayos
llevados a cabo en el presente trabajo se podrian incluir entre los estudios que han
empleado como inmunégeno antigenos solubles o productos de E/S. Dos de los
antigenos de E/S ensayados previamente, denominados £S575y ES24, presentes tanto
en L4 como en vermes adultos (Schallig y van Leeuwen, 1997; Vervelde ez al, 2002),
fueron capaces de disminuir los recuentos fecales entre el 32-77%, y la media de
vermes en abomaso entre el 64-85%, reducciones sensiblemente menores que las
halladas en el presente trabajo. Otros autores emplearon con éxito proteinas de E/S
con afinidad por grupos thiol para inmunizar al ganado ovino. Este antigeno se
purifico6 siguiendo un protocolo similar al utilizado en nuestro estudio -a partir de
eluciones de una columna de Thiol Sepharose, mediante el uso de cisteina, seguida
de DL-dithiothreitol (DTT). Los resultados obtenidos también fueron menos
efectivos que los encontrados en este trabajo, ya que los animales inmunizados
(ovinos de aproximadamente 9 meses de edad) apenas lograron sobrepasar el 50% de
reduccién tanto del nivel de HPG como de la carga parasitaria en el abomaso (Bakker
et al, 2004). Tampoco las inmunizaciones en ganado ovino con otros antigenos
naturales como el Hc-sL3 mostraron mayor grado de inmunoprotecciéon que el
encontrado en el presente estudio (Jacobs et al., 1999).
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La protecciéon que se registré en este trabajo en ganado ovino utilizando
fracciones solubles en PBS y enriquecidas para proteinasas tipo cisteina fue
equiparable a la descrita por otros autores que han llevado a cabo inmunizaciones
usando antigenos ocultos. La inmunoproteccién fue incluso mayor que la descrita
por autores que emplearon como inmundgeno el antigeno oculto mejor
caracterizado de H. contortus, una glicoproteina de la membrana del intestino de
vermes adultos denominada H11 (Smith er al, 1993b). Se ha observado que dicho
antigeno provoca niveles muy altos de anticuerpos con proteccién inmunomediada
y, de promedio, la reduccion de huevos puede llegar a ser del 90% y mas del 75% la
carga de vermes en abomaso (Andrews et al, 1995; Newton y Munn, 1999; Smith,
1999; Reszka et al, 2007). Pese a los esfuerzos realizados al respecto, hasta el
momento no se ha logrado inducir una respuesta inmune y provocar un descenso en
la carga parasitaria con la forma recombinante del antigeno H11 (Reszka er al,

2007).

Otros antigenos ocultos no han presentado mejores niveles de proteccién en
ganado ovino, como el denominado H-gal-GP procedente de la membrana del
intestino de H. contortus, que fue capaz de inducir reducciones en torno al 89% en
los recuentos de huevos en heces, y del 60% en las cargas parasitarias (Smith y
Smith, 1996; Newton y Munn, 1999; Smith, 2007). Tampoco se consiguieron unos
niveles de inmunoproteccién tan elevados como los del presente estudio en ovinos
inmunizados con la cepa NA en trabajos donde se utilizaron otros antigenos ocultos
como la contortina (Munn et al, 1987). En esta misma linea de discusién se
encuentran los trabajos de Smith er al (1993a, 1993b), que detectaron un grupo de
tres proteinas (p45, p49y p53) conocidas como complejo P1 capaces de reducir en
ovino el HPG en un 69% y entre el 38 y 20% los recuentos de hembras y machos de
H. contortus, respectivamente, asi como los resultados obtenidos por Dominguez-
Torafio er al (2000, 2003) a partir de fracciones somaticas purificadas denominadas
p26/23.

Cuando se empled como antigeno extractos de detergente procedentes de
vermes adultos enriquecidos para proteinasas tipo cisteina de membrana de intestino
(TBSP), las reducciones medias del HPG y de la carga parasitaria fueron del 77% y
47%, respectivamente (Knox et a/, 1995a; 1999; Knox y Smith, 2001). Los porcentajes
de reduccién de huevos y vermes son comparables a los obtenidos por Knox et al
(1999) cuando se utilizaron proteinasas tipo cisteina purificadas a partir de proteinas
asociadas a membrana solubles en Triton X-100 (S3), método que ha sido utilizado
con el mismo éxito en otros estudios en los que se empleo el mismo tipo de antigeno
(Redmond y Knox, 2004; Knox er al, 2005). Por el contrario, Knox et al (1999),
usando la misma metodologia, obtuvieron una menor reduccién de los recuentos
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fecales cuando emplearon una combinacién de extractos de proteinas asociadas a
membranas solubles en Tween 20 (S2) y solubles en PBS (S1). La disparidad de estos
resultados en relacién a los del presente estudio, donde se empleé como inmundgeno
fracciones solubles en PBS (S1) enriquecidas para proteinasas tipo cisteina, puede
deberse a la peculiaridad de cada ensayo. En realidad, aunque la cantidad de
antigeno fue aproximadamente la misma en ambos estudios, el numero de
inmunizaciones, la dosis de antigeno utilizado en cada inmunizacién y el periodo
entre inmunizaciones fueron diferentes. Ademas, en los ensayos con S1/52 de Knox
et al. (1999) se emple6 adyuvante de Freund completo en las tres inmunizaciones,
mientras que en este estudio se emple6 adyuvante completo de Freund en la primera
inmunizacién e incompleto en las cuatro restantes, tal como se ha especificado en el
apartado de Material y Métodos. Por otro lado, las proteinasas usadas en los ensayos
de inmunoproteccién con S1/52 de Knox et al (1999) tenian un peso molecular entre
50 y 55 kDa, mientras que las empleadas en este trabajo, idénticas a las descritas por
Ruiz er al. (2004a), eran fracciones de 35 kDa enriquecidas para proteinasas tipo
cisteina, de similar peso molecular a las identificadas por Cox et al (1991) en un
complejo con capacidad de degradar el fibrinégeno.

Los diferentes ensayos de inmunizaciéon homéloga realizados en este estudio
(utilizando extractos obtenidos a partir de la cepa de origen caprino SP),
demostraron que el ganado caprino también resultaba protegido frente a la
inoculacién experimental con L3 de H. contortus de dicha cepa. La reduccién de
recuento fecal fue alrededor del 78% en comparacién con el grupo de caprinos no
inmunizados (J/SP), y se asocid a una disminucién también significativa de la carga
parasitaria, que estuvo en torno al 66%. Estos resultados son similares a los obtenidos
por otros autores que emplearon el mismo método de obtenciéon del antigeno y el
mismo protocolo de inmunizacién también en ganado caprino (Ruiz et al, 2004a) y
equiparables a los niveles de inmunoprotecciéon obtenidos en la misma especie
hospedadora cuando se emplearon diferentes proteinas intestinales (Jasmer y
McGuire, 1991). Por otro lado, la inmunizacién con el complejo proteico GA1 (en el
que se incluyen los antigenos denominados p46y p52) también fue capaz de proteger
a cabras frente al parasito, pero sin conseguir los niveles de proteccién observados en
este trabajo. La reduccion de la carga de vermes adultos fue de un 60%, mientras que
la reduccién en el recuento de huevos en heces no super6 el 50% (Jasmer et al, 1993;
Jasmer et al, 1996). Recientemente, otros autores han llevado a cabo ensayos de
inmunizaciéon en ganado caprino de 9 a 10 meses de edad frente a H. contortus
empleando como antigeno galectinas recombinantes (rHco-gal-m'y rHco-gal-f), con
porcentajes de reduccion del nimero de HPG en heces y de la carga parasitaria en
torno al 40-50% (Yanming er al, 2007).
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5.4.2. Inmunizaciones heterdlogas o cruzadas

Los intentos de inmunoproteccion cruzada han sido uno de los objetivos en
ensayos de inmunizacion frente a diferentes helmintos, incluyendo /. contortus. En
dichos trabajos se ha evaluado la eficacia de un mismo antigeno frente a diferentes
hospedadores, asi como la posibilidad de que la inmunizacién natural con una
determinada cepa del pardsito sea capaz de proteger frente a otras cepas, otras
especies o, incluso, frente a otros parasitos con cierta proximidad filogenética.

Este objetivo fue abordado en el presente trabajo al valorar, en lo que se han
venido a denominar “ensayos de inmunizacidn heterdloga o cruzada” (grupos SP/NA
ovinos y NA/SP caprinos), la capacidad inmunoprotectora de antigenos procedentes
de distintas cepas del parasito H. contortus tras la posterior infecciéon con una cepa
diferente a la utilizada en las inmunizaciones. Los resultados obtenidos muestran que
efectivamente existe proteccion cruzada en ganado ovino frente a la cepa NA cuando
se inmuniz6 con antigeno procedente de la cepa SP (SP/NA). Los recuentos fecales
de huevos fueron similares a los del ensayo homoélogo (NA/NA) y significativamente
menores que los del grupo control (J/NA), y se asociaron a una importante
disminucién del nimero de vermes adultos en abomaso (83%), aunque en esta
ocasién las diferencias con respecto a los controles @/NA no llegaron a ser
significativas, probablemente debido a la elevada varianza que se asocia a este tipo de
ensayos. Se podria concluir por tanto que la inmunizacién con fracciones solubles en
PBS y enriquecidas para proteinasas tipo cisteina de vermes adultos de /. contortus
(cepa SP) es capaz de conferir una inmunoproteccién en el ganado ovino infectado
con la cepa NA, con una eficacia similar a la observada en la inmunizacién
homadloga, es decir, cuando se utilizan antigenos procedentes de esta misma cepa. En
el ganado caprino también se observé que la inmunizacién cruzada con antigenos
procedentes de la cepa NA estuvo asociada con una eficaz proteccion frente a
infecciones con la cepa SP (NA/SP), lograndose una reduccion significativa del HPG
similar a la del ensayo homdlogo (SP/SP). Sin embargo, como ocurrié en el ensayo de
inmunizaciéon cruzada en ovino (SP/NA), la disminucién de la carga parasitaria,
aunque considerable (56%), no llegd a ser estadisticamente significativa. Por
consiguiente, con independencia de la utilizacién de antigeno homdlogo (SP) o
heterélogo (NA) en las inmunizaciones, también el ganado caprino mostro
proteccidn frente a la cepa de referencia SP de H. contortus. No obstante, en ambos
hospedadores (ovinos y caprinos), la inmunizaciéon homoéloga siempre resultd ser mas
eficaz, en tanto que, ademas de la reduccion significativa del HPG, hubo una menor
carga parasitaria en aquellos animales inmunizados e infectados con la cepa
homologa de referencia (grupos NA/NA ovino y SP/SP caprino).
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La mayor proteccién que confieren los ensayos de inmunizacién homologa, es
decir, aquellos en los que se utilizan antigenos procedentes de la misma cepa que
posteriormente se inocula también se ha descrito en otros trabajos en diferentes
grupos de helmintos. Goyal y Wakelin (1993) realizaron ensayos de inmunizacién
cruzada con tres cepas de 7richinella spiralis de localizaciones geograficas distintas
(Londres, Polonia y Espafa) y demostraron una protecciéon mas eficaz en los ensayos
homologos que en los heterélogos. Por su parte, Hackett et al (1987) demostraron
igualmente la mayor eficacia de la inmunizacién homdloga en trematodos tras
evaluar la capacidad inmunoprotectora de antigenos de superficie de dos aislados
geograficos de Schistosoma mansoni (Puerto Rico y Egipto), tanto en humanos como
en ratones. Por otro lado, Martin et al. (1997), realizando inmunizaciones naturales
con dos cepas de laboratorio y tres aislados geograficos distintos de Eimeria maxima,
observaron niveles de proteccién variables entre las inmunizaciones homologas y las
heterélogas. Aunque dos cepas de laboratorio y una cepa aislada en Carolina del
Norte fueron capaces de proteger frente a todas las cepas empleadas en el estudio,
otras dos cepas aisladas de Maryland y Florida s6lo fueron eficaces en los ensayos de
inmunizacién homologos.

Dada la reactividad cruzada existente entre los diversos nematodos, los
ensayos de inmunoproteccién cruzada se han realizado no sélo entre diversas cepas
de una misma especie de parasito, sino incluso entre diferentes géneros. En este
sentido, ciertos autores encontraron también mayor efectividad en los ensayos
homologos cuando se realizaron inmunizaciones cruzadas frente a diversos
nematodos gastrointestinales utilizando glicoproteinas de membrana de . contortus
y Teladorsagia circumcincta (7. circumcincta) como inmundgeno. La inmunizacién
de ovinos con el antigeno aislado de H. contortus tuvo efecto sélo en el ensayo
homdlogo, pero no frente a 7. circumcincta, Trichostrongylus axei o Cooperia
oncophora. Por el contrario, la inmunizacién de ovinos con antigeno de T.
circumcincta no tuvo efecto en el ensayo homologo, ni frente a 7richostrongylus o
Cooperia, pero si frente a H. contortus (Smith et al, 2001), una circunstancia que fue
explicada por la capacidad hematéfaga que unicamente /. contortus presenta y que
le habilitaria para ingerir una mayor cantidad de inmunoglobulinas del hospedador,
responsables de dicha inmunoproteccién (Smith et al, 2001).

En contraste con lo anteriormente expuesto, Bolas-Fernindez y Wakelin
(1992) encontraron la misma efectividad tanto en inmunizaciones homdlogas como
en heterdlogas tras realizar ensayos de inmunizacién con preparaciones antigénicas
parcialmente purificadas de seis cepas de 7richinella spiralis. La efectividad de la
inmunizacién cruzada frente a diferentes cepas de un mismo pardsito también se ha
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demostrado en protozoos, entre ellos Theileria sp. (Morrison, 1996) y Babesia sp.
(Montenegro-James, 1989).

También entre diferentes géneros se ha descrito la eficacia de la inmunizacién
cruzada. En este sentido, Stankiewicz et al (2000) observaron una disminucion de la
carga parasitaria de 7. circumcincta en ovinos sometidos a varias infecciones de A.
contortus controladas con antihelminticos. Por otro lado, ovejas inmunizadas de
manera artificial con infecciones truncadas de 7. colubriformis mostraron una ligera
proteccion cruzada frente a Nematodirus spathiger (Harrison et al, 2002). Se ha
observado incluso proteccién cruzada en ensayos en los que se han empleado
antigenos procedentes de géneros parasitos de distinto hospedador. De esta forma, se
ha comprobado que ovinos inmunizados con glicoproteinas de membrana de
Ostertagia ostertagi resultan eficazmente protegidos frente a H. contortus, con una
reduccion de HPG entre un 81% y 97% y del recuento de vermes adultos entre el
57% y 84% (Smith et al, 2000a). Por ultimo, la inmunizacién cruzada se ha
demostrado también efectiva frente a especies de nematodos con localizacién
diferente a la gastrointestinal, tal y como publicaron Achukwi et al (2007) tras
observar que la inmunizacién de bovinos con larvas de Onchocerca volvuluslograba
reducir en un 83-87% el numero de vermes adultos en animales posteriormente
infectados con Onchocerca ochengi.

Existen igualmente numerosas evidencias sobre la eficacia de inmunizaciones
cruzadas entre distintos géneros de diferentes clases de pardsitos, entre ellos
trematodos, cestodos y protozoos. Asi, la proteina de unién de acidos grasos (FABP)
de Fasciola hepatica ha mostrado reaccién y proteccion cruzada frente a otros
trematodos como Schistosoma mansoni (Hillyer, 2005). Del mismo modo, mediante
el empleo de antigenos procedentes de 7aenia ovis se han obtenido niveles de
proteccion considerables frente a otras especies de tenias (Lightowlers, 1989), al
igual que la enzima esterol 24-c-methyltranferase (SMT) obtenida a partir
Leishmania infantum se ha demostrado capaz de generar una proteccién cruzada y
eficaz frente a diferentes formas de leishmaniasis (Goto et al, 2009). Por dltimo,
también en vacunas comerciales frente a Boophilus spp., usando el antigeno
recombinante Bm86 procedente del intestino de Boophilus microplus (B. microplus),
se ha observado proteccién cruzada efectiva frente a B. annulatus, B. decoloratus e
incluso frente a cepas resistentes a agentes quimicos de B. microplus (De la Fuente et

al, 1999).

La eficacia de la proteccién cruzada ha sido descrita no sé6lo a nivel de cepa,
especie o género, sino incluso a nivel de clase. En este sentido, se ha demostrado que
la inmunizacién de conejos con un complejo antigénico compuesto con 6

162



5. Discusion

polipéptidos del nematodo 7richinella spiralis es capaz de inducir una
inmunoproteccidn eficaz frente al desafio con el trematodo Fasciola gigantica (Abdel
Rahman y Abdel Megeed, 2005). Del mismo modo, diversos autores han descrito la
capacidad inmunoprotectora de ciertos epitopos antigénicos imitadores de péptidos
cortos de Trichinella spiralis en ratones infectados experimentalmente por el
trematodo Schistosoma japonicum (Zhou et al., 2001). Por dltimo, una fraccién de 5
polipéptidos del nematodo 7oxocara vitulorum se ha identificado como antigeno con
capacidad para generar inmunoprotecciéon cruzada frente a F. gigantica, estando
asociada dicha inmunoproteccién a un incremento de los niveles séricos especificos
de IgG y a una reduccién del 60% de la carga parasitaria (Abdel Megeed y Abdel
Rahman, 2004).

En otro orden se encuentran los estudios de inmunoproteccién cruzada donde
un mismo antigeno se utiliza para inmunizar distintos hospedadores. En esta linea de
investigacién se encuentran los ensayos de inmunoprotecciéon frente a coccidios en
varias lineas de pollos usando antigenos extraidos de Eimeria maxima, en los que se
ha demostrado que la proteccién en los ensayos homoélogos fue 100% eficaz mientras
que en los ensayos heterdlogos la eficacia varié en un amplio rango (de 0 a 100%)
dependiendo de las caracteristicas genéticas del hospedador (Smith er al, 2002). En
concordancia con esta observacidn, la utilizacién de inmundgenos purificados a
partir de una cepa de H. contortus de origen ovino (los anteriormente descritos
antigenos p46 y p52) indujo niveles de inmunoproteccién diferentes segin el
hospedador (ovinos o caprinos) (Jasmer et al, 1993; Jasmer et al, 1996; Smith et al,
2000b).

De todo lo anterior se puede concluir que, del mismo modo que se observaron
claras diferencias entre las inoculaciones homdlogas y heterélogas de /. contortus,
mediadas probablemente por la influencia tanto del tipo de cepa utilizada (NA o SP)
como por el tipo de hospedador (ovino o caprino), también fueron diferentes los
resultados de inmunoproteccion. Se abordarda a continuacién la medida en que la
inmunoproteccién modificé la variabilidad genética en los diferentes ensayos y su
relacién con el tipo de cepa y tipo de hospedador empleados.

5.5. Inmuproteccion y variabilidad genética

Probablemente, el objetivo de mayor relevancia del presente estudio ha sido
la valoracién del efecto inmunoprotector de las proteinasas tipo cisteina (PBS-TBSP)
en pequefios rumiantes y su relacién con la variabilidad genética de algunos de los
genes codificadores de dichas enzimas.
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Desde el punto de vista practico, el objetivo de investigar los mecanismos
intrinsecos que correlacionan variabilidad genética e inmunoprotecciéon no es otro
que definir los alelos con mayor potencial inmunoprotector, en este caso alelos de
genes codificadores de proteinasas tipo cisteina, para valorar su posterior aplicacion
al control inmunoldgico de las nematodosis. Al mismo tiempo, los ensayos llevados a
cabo podrian aportarnos informacion sobre el efecto selectivo que produce sobre el
parasito la inmunizacién con este tipo de antigenos. Para cualquiera de los cuatro
genes analizados en el presente estudio, los alelos cuyas frecuencias resultaron
disminuidas en animales inmunoprotegidos se consideraron alelos codificadores de
posibles inmundgenos diana, esto es, proteinasas tipo cisteina susceptibles de ser
reconocidas por el sistema inmune del hospedador, tras cuya destrucciéon o
inactivacion la viabilidad del verme adulto se compromete. Para referirse a ellos se
ha convenido denominarlos “alelos inmunoprotectores”. Similares evidencias de
variabilidad genética vinculada o asociada a la inmunizacién han sido descritas por
otros autores en diversos organismos. Asi, Hoffmann ez al (2008), en ensayos de
inmunizacién en personas infectadas con el virus VIH con la proteina viral Nef
observaron importantes cambios en la secuencia genética en el gen codificador de
dicha proteina. Asi mismo, en ensayos de inmunizacién con la proteina Tat en
monos infectados con el virus VIH del simio, se demostré que los animales
inmunizados presentaban una respuesta antiviral amplia a pesar de no resultar
totalmente protegidos y que tal respuesta se asociaba a una disminucién de la
capacidad del virus para desarrollar mutaciones (Ridolfi er al, 2008). También se ha
demostrado la existencia de variabilidad genética en diferentes estudios de
inmunizacioén frente a Plasmodium falciparum. En inmunizaciones que incluyen el
alelo 3D7 de la proteina 2 de superficie del merozoito (MSP2) como una de las 3
subunidades de la vacuna Combination B, Flick et al (2007) observaron que los
parasitos de los animales inmunizados presentaban un menor porcentaje del alelo
3D7 inclindndose la selecciéon a favor del alelo tipo FC-27. También frente a
Plasmodium falciparum, Takala et al (2007) realizaron un estudio de cohorte
prospectivo en Mali (Africa) entre los afios 1999 y 2001 tratando de correlacionar
polimorfismo genético e inmunoproteccién. En el estudio demostraron que el gen
codificador de la proteina 1 de superficie del merozoito MSP-1 (19) utilizada en las
inmunizaciones varidé genéticamente tras el proceso de inmunizacidn, lo cual resulté
en la aparicion de 14 haplotipos.

En concordancia con lo anteriormente expuesto, la evaluacién de los
resultados de polimorfismo genético realizados en el presente estudio en los
diferentes ensayos de inmunoproteccién revel6 que en todos los genes analizados se
observaron diferencias alélicas estadisticamente significativas entre los vermes
procedentes de ovinos inmunizados frente a la cepa NA (NA/NA y SP/NA) y el
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grupo de ovinos no inmunizados (J/NA). En tres de los cuatro genes, las diferencias
alélicas fueron mas destacadas en el ensayo homdlogo (NA/NA).

En el gen GCP-7, fue el M-C7el que se presentd en menor proporcién en los
ovinos inmunizados (NA/NA y SP/NA), de la misma manera que lo fueron los alelos
M-C5, M-Dsy M-Esen el gen AC-3, especialmente el alelo M-£5 y el alelo M-A+en
el gen AC-4. La disminucién de la frecuencia de estos alelos tras la inmunizacidn,
que se han considerado como los principales alelos inmunoprotectores para dichos
genes (M-C7 M-E3 y M-Ci), se observd de forma mds pronunciada en el grupo
inmunizado homdlogo. Contrastando con esta tendencia, el principal alelo
inmunoprotector en el gen AC-1 (alelo M-A;) present6 una disminucién mayor de la
frecuencia alélica en los animales inmunizados con la cepa SP (SP/NA).

También en el ganado caprino inmunizado y posteriormente infectado con la
cepa SP, todos los genes analizados mostraron diferencias alélicas estadisticamente
significativas entre los caprinos inmunizados (SP/SP y NA/SP) y el grupo de caprinos
control (@/SP). Coincidiendo con lo descrito en el ovino inmunizado e infectado
experimentalmente con la cepa NA, en los mismos tres genes (GCP-7, AC-3 y AC-4)
las diferencias alélicas fueron mads destacadas en el ensayo homodlogo (SP/SP). Los
caprinos inmunizados experimentaron una reduccién significativa del alelo A/-D- en
el gen GCP-7, de los alelos M-C3y M-Hs en el gen AC-3 y del alelo A/-A4 de los
cuales, los alelos AM-D; M-Hsy M-A4 considerados como los principales alelos
inmunoprotectores para estos genes, presentaron menores frecuencias alélicas en los
ensayos homologos (SP/SP). De nuevo, los alelos del gen AC-1 que fueron
considerados como inmunoprotectores y que, por tanto, presentaron frecuencias
alélicas reducidas (alelos AM-Fi y M-E7) tampoco estuvieron mas disminuidos en los
ensayos homdlogos.

Ademas de los alelos considerados anteriormente como posibles codificadores
de proteinasas con poder inmundgeno (alelos inmunoprotectores), se encontraron
alelos cuya frecuencia también se vio considerablemente reducida en determinados
grupos en los que se generd una proteccion eficaz, pero cuya baja frecuencia per se
en la cepa hizo que su contribucién al proceso general de inmunoproteccion fuese
probablemente escasa. En el gen GCP-7, uno de los alelos inmunoprotectores
minoritarios que posiblemente estuvo involucrado en la inmunoproteccién de los
caprinos frente a la cepa SP fue el alelo M-F7 Asi mismo, las diferencias alélicas
entre los caprinos inmunizados (SP/SP y NA/SP) y el grupo control (0/SP) en el gen
AC-4 pudieran no ser debidas exclusivamente al alelo inmunoprotector mayoritario
M-A4 sino también a otros de menores frecuencias como los alelos M-E:y M-Fu.
Estos alelos, que se ha convenido en denominarlos “alelos inmunoprotectores
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minoritarios” para diferenciarlos de los anteriores, estuvieron presentes sélo en la
cepa SP, que fue en la que se encontré mayor variedad de alelos y por tanto alelos
con mas baja frecuencia.

La relacién que en general se ha encontrado entre el grado de
inmunoproteccidén y la variacién de las frecuencias génicas sostendria la hipétesis de
partida segun la cual la poblaciéon de vermes adultos con los denominados alelos
inmunoprotectores se vio mermada en la misma medida que aument6 la eficacia de
la inmunizacién. En este sentido, tal y como se ha demostrado tanto en ovino como
en caprino para la mayoria de los genes estudiados, las reducciones mas significativas
de los alelos inmunoprotectores se produjeron en los ensayos homologos (grupos
NA/NA ovino y SP/SP caprino), donde precisamente se observaron mayores indices
de proteccién, es decir, mayor descenso del HPG y de la carga parasitaria. En
concordancia con esta teoria no se observaron diferencias significativas en las
frecuencias alélicas de ninguno de los genes analizados en aquellos grupos
experimentales que no resultaron eficazmente protegidos tras el protocolo de
inmunizacién (grupos SP/SP y NA/SP ovinos y grupos NA/NA y SP/NA caprinos). Se
entenderia pues que al no haber inmunoproteccién no hubo una seleccién que
disminuyese la frecuencia de los machos con alelos inmunoprotectores.

La ausencia de protecciéon en los grupos inmunizados con proteinasas tipo
cisteina de cualquiera de las dos cepas, y posteriormente infectados con la cepa
heteréloga (grupos SP/SP y NA/SP ovinos y grupos NA/NA y SP/NA caprinos) no ha
sido discutida hasta el momento. La primera hipdtesis que cabria plantearse al
explicar la falta de proteccién en estos grupos seria la incapacidad del inmundgeno
para generar respuestas inmunoprotectoras, algo poco probable ya que tanto las
proteinasas purificadas de la cepa NA como las de la cepa SP fueron capaces de
generar una proteccion eficaz en determinados ensayos realizados en ovino (NA/NA
y SP/NA) y en caprino (SP/SP y NA/SP). De nuevo, la ausencia de proteccién se
consideré mas relacionada con la cepa y hospedador utilizados en las inoculaciones
que con el inmundgeno en si.

Se discutié anteriormente que la inoculacién heterdloga, esto es, la infeccién
con la cepa SP en ovino (9/SP) y con NA en caprino (J/NA), resultaba en un pobre
desarrollo del parasito, valorado en términos de prepatencia, recuentos fecales de
huevos y carga parasitaria. Se explicaba esta circunstancia por una deficiente
adaptacién parasito-hospedador atribuible, bien a la resistencia del hospedador
rumiante a la cepa heterdloga o a la inadaptacién de la cepa al hospedador. Los
intentos fallidos de proteccién en los ensayos de inmunizaciéon cruzada (grupos
SP/SP y NA/SP ovinos y grupos NA/NA y SP/NA caprinos) serian pues debidos, no a
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la ineficacia del inmundgeno en si, sino de la incapacidad del protocolo de
inmunizacién para demostrar una posible reduccién de los niveles de HPG y ntiimero
de vermes mas alld de los ya disminuidos valores que presentaron los
correspondientes controles no inmunizados (J/SP en ovino y ©@/NA en caprino). Asi
pues, los ovinos infectados con la cepa heteréloga SP, independientemente de si
estuvieron o no inmunizados, tuvieron niveles de HPG y carga parasitaria similares a
los ovinos que resultaron inmunoprotegidos (NA/NA y SP/NA). Del mismo modo,
todos los grupos caprinos infectados con la cepa NA presentaron valores de
recuentos fecales y nimero de vermes adultos en abomaso similares a los caprinos
que tuvieron niveles de proteccién eficaces (SP/SP y NA/SP).

A nivel genético también se encontraron evidencias que apoyarian la teoria
segun la cual los vermes obtenidos en animales infectados con una cepa no habitual,
(infeccién heterdloga), tenderian a comportarse de forma similar a los vermes
procedentes de los animales protegidos de la especie hospedadora a la que esta
adaptada la cepa del parasito. De esta forma, en los genes GCP-7, AC-1 y AC-3 las
frecuencias alélicas de los adultos recogidos de ovinos controles no inmunizados e
infectados con la cepa SP (©/SP) presentaron valores con tendencias similares a los
vermes de los caprinos inmunizados que resultaron protegidos (SP/SP y NA/SP). Del
mismo modo, en los vermes adultos aislados en caprinos infectados con la cepa ovina
NA (©@/NA) las frecuencias alélicas de los genes GCP-7 y AC-1 estuvieron muy
proximas a las que se observaron en los vermes procedentes de los ovinos
inmunoprotegidos (NA/NA y SP/NA). En concordancia con lo anterior, no se
encontraron diferencias significativas en las frecuencias alélicas entre los tres grupos
de ovinos infectados con la cepa heteréloga SP (&J/SP, NA/SP y SP/SP), ni entre los
correspondientes grupos caprinos infectados con la cepa ovina (J/NA, SP/NA y
NA/NA).

Por otro lado, a pesar de las diferencias existentes entre las frecuencias
alélicas entre cepas, la seleccion alélica entre los grupos sometidos a inmunizacion
homdloga y heterdloga derivéo en importantes coincidencias. Asi, alelos que
resultaron ser inmunoprotectores para la cepa SP en caprinos se vieron disminuidos
en ovinos inmunizados y posteriormente infectados frente a esta misma cepa, y
viceversa, alelos inmunoprotectores en ovinos para la cepa NA se vieron disminuidos
en los mismos grupos caprinos. Esta circunstancia se observé en el gen GCP-7, donde
la frecuencia del alelo M-F7 fue similar tanto en los grupos ovinos infectados con la
cepa heterdloga (O/NA, SP/SP y NA/SP) como en los caprinos inmunizados
eficazmente frente a la cepa SP, y lo mismo se observé en el gen AC-1 con el alelo
M-E}. Por su parte, en el analisis del gen AC-3, el alelo M-Esse encontrd disminuido
en todos los caprinos inmunizados e infectados con NA, al igual que en los
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correspondientes grupos ovinos (NA/NA y SP/NA), en los que si hubo
inmunoproteccién. Por ultimo, también en el gen AC-4, el alelo M-A+ estuvo
disminuido en todos los ovinos inmunizados e infectados con SP (SP/SP y NA/SP) al
igual que en los grupos caprinos protegidos frente a dicha cepa. Y viceversa, todos los
caprinos inmunizados e infectados con NA (NA/NA, SP/NA, y @/NA) presentaron
frecuencias de alelo M-A+ similares a las de los ovinos inmunizados y protegidos
frente a la cepa nortamericana (NA/NA y SP/NA). No es posible discernir en base a
los resultados del presente estudio si los mecanismos por los cuales se produjo la
seleccion alélica en los ensayos de inmunizacién homdlogos, discutidos
anteriormente, son los mismos que conducen a la seleccién alélica registrada en las
inoculaciones heterdlogas. Por un lado, la falta de adaptacién de la cepa SP al ganado
ovino podria ser debida a la capacidad per se del sistema inmune del ovino de
interaccionar con las mismas proteinasas con las que interactda el sistema defensivo
inmunoestimulado del caprino. Y de la misma manera ocurriria en el ganado
caprino, donde la capacidad para defenderse de la infeccién producida por la cepa
NA se veria reflejada en la disminucién de determinados alelos con importancia
funcional, considerados inmunoprotectores para el ganado ovino.

La posibilidad de que la seleccién alélica también pudiese ser una
consecuencia de las limitaciones que presenta una cepa para adaptarse a un
hospedador al que no estd habituado resulta aqui menos probable. Una vez
fundamentada la disminucién de los denominados “alelos inmunoprotectores”, bien
por la inmunoestimulacidén, bien por la capacidad de respuesta inmune intrinseca del
hospedador, es poco probable que sean los mismos alelos los que se vean disminuidos
simplemente porque los adultos portadores de las proteinasas codificadas por ellos
sean incapaces de digerir los nutrientes necesarios para su supervivencia en los
nuevos hospedadores. Pese a todo, simplemente por las diferencias existentes a nivel
de frecuencias alélicas, y en general de variabilidad genética, entre los aislados
geograficos NA y SP de H. contortus, la influencia de la cepa en el proceso de
inmunoproteccién deberia ser analizada en mayor profundidad. La cepa SP, mucho
mads variable, se ha demostrado que presenta un mayor numero de alelos, y los
comunes se encuentran en proporciones distintas a la cepa NA, posiblemente como
consecuencia de la importancia funcional que pudiesen tener las proteinas
expresadas para la supervivencia del parasito en los correspondientes hospedadores.

Se da la circunstancia de que los alelos considerados inmunoprotectores se
presentaron en mayor proporcion en el hospedador no inmunizado pero susceptible
de ser protegido eficazmente, en comparacién con la proporcién encontrada en los
hospedadores a los que no protege o protege en menor medida. La mayor expresion
génica de las correspondientes proteinasas aseguraria el desarrollo de las funciones
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vitales que pudiesen estar cumpliendo en el hospedador y, por el mismo motivo,
explicaria por qué su inactivacién inmunomediada comprometeria la supervivencia
del parasito, tal y como se ha comentado anteriormente. De esta forma el alelo A/-A:
(gen AC-1) de la cepa NA y el alelo M-F; de la cepa SP, considerados
respectivamente los principales alelos inmunoprotectores en ovino y caprino, fueron
los que se encontraron en mayor proporcién en los vermes aislados de los animales
no inmunizados (J/NA y @/SP). Lo mismo ocurrié en el gen GCP-7, donde se
observd mayor proporcion de los alelos considerados inmunoprotectores
mayoritarios M-D;y M-C7 en caprinos y ovinos no inmunizados, respectivamente.
En cierta medida también se observo este mismo fendmeno en el gen AC-4, donde el
alelo inmunoprotector M-A+ fue el mismo para ambas cepas. En esta ocasion la
frecuencia del alelo M-A+ fue mayor en ovino (J/NA) que en caprino (Q/SP)
coincidiendo con la mayor inmunoproteccién observada en los ovinos.

Los alelos inmunoprotectores mayoritarios de las dos cepas son por tanto
coincidentes para algunos de los genes codificadores de proteinasas tipo cisteina,
pero no para todos ellos, lo cual ha de tenerse en consideracion si en el futuro se
plantease la posibilidad de disefiar vacunas recombinantes con este tipo de
inmundgenos. De hecho, predomina la diversidad. Asi, mientras que los principales
alelos inmunoprotectores identificados para la cepa NA ovina fueron los alelos M-A;,
M-E3, M-A+y M-C7, para la cepa SP caprina lo fueron los alelos AM-Fi, M-Hs, M-C,
M-A+y M-D;. El alelo M-A+y algunos alelos inmunoprotectores secundarios en el
gen AC-3 fueron las tnicas coincidencias entre ambas cepas.

La elaboracidn y fabricacién de una vacuna recombinante comercializable se
considera como uno de los principales retos para el control inmunolégico de muchas
de las enfermedades animales producidas por parasitos. Hasta el momento se han
obtenido resultados prometedores mediante la inmunizacién con proteinas
recombinantes en el control de parasitos metazoos complejos como Boophilus
microplus y Taenia ovis (Knox, 2000). De hecho, existe una vacuna recombinante
comercializable en Australia usada frente a Boophilus microplus que utiliza una
glicoproteina de 89 kDa, proteinas localizadas en el intestino del parasito (Willadsen
et al, 1995), y también se ha registrado en Nueva Zelanda una vacuna frente a
Taenia ovis utilizando proteinas de fusidn tipo -galactosidasa (Rickard et al, 1995).
Otros autores han obtenido incluso buenos resultados a partir de vacunas
recombinantes de proteinasas tipo cisteina del grupo de la catepsina-B en modelos
animales a partir del parasito de humanos Necator americanus (Ranjit et al, 2008).

Como en éstos y otros tantos parasitos animales, la obtencién de vacunas
recombinantes frente a la haemonchosis producida por H. contortus es una tarea
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ardua (Knox er al, 2003; Bethony et al, 2006). Algunos autores han intentado sin
éxito inducir una respuesta inmune y provocar un descenso en la carga parasitaria en
H. contortus con la forma recombinante del antigeno H11 (Reszka et al, 2007).
Redmond y Knox (2004; 2006), por su parte, inmunizaron ovejas con una fraccién de
membrana (TSBP) con gran actividad proteasa tipo cisteina cuya forma
recombinante no fue capaz de reducir la eliminacién de huevos en las heces, aunque
si la carga parasitaria (38%). La dificultad en el correcto disefio de vacunas
recombinantes, y por tanto de obtener resultados eficaces, podria tener numerosos
origenes. Posibles causas serian la inapropiada glicosilacion (antigeno H11), la falta
de informacién sobre el componente activo del complejo inmunoprotector (H-gal-
GP) o por un fallo en la obtencién de clones del cDNA (Newton y Meeusen, 2003).
Si ademas se trabaja con antigenos variables como parece ser el caso de las
proteinasas tipo cisteina, las complicaciones a la hora de encontrar el complejo
recombinante mas eficaz se multiplican. A priori, en base a los resultados obtenidos
en el presente trabajo, lo recomendable para el disefio de una futura vacuna
recombinante seria elaborar una combinacién de todos los alelos inmunoprotectores
encontrados para cada uno de los genes analizados en el estudio. Se habrian de
incluir por tanto alelos tanto de la cepa norteamericana como de la cepa espafiola.
Otra alternativa seria la elaboracién de vacunas recombinantes autélogas, es decir,
disefiadas exclusivamente para una cepa y su correspondiente hospedador, lo cual, a
efectos de comercializacién, resulta en general menos apropiado.

Tal y como se sefial6, esta forma de proceder seria solamente necesaria
cuando en la vacuna recombinante se pretende incluir inmundgenos variables
genéticamente entre aislados geograficos o cepas. No tendrian tanta importancia en
el desarrollo de vacunas obtenidas a partir de las proteinas integrales de membranas
de adultos de H. contortus descritas por Redmond y Windham (2005), que
demostraron presentar una relativamente limitada variaciéon geografica entre las
diferentes cepas del parasito en funciéon de su pH o6ptimo, tamafio molecular y
especificidad del sustrato. Ademds, los autores demostraron un alto grado de
similitud en el perfil peptidico de dichas cepas, las cuales reaccionaron con
antisueros frente a antigenos aislados tnicamente de la cepa Moredun de A
contortus.

En un intento de evitar este problema, De Vries et al (2009) basindose en la
ausencia de polimorfismo genético descrito en el gen AC-5 (Ruiz er al, 2004b),
inmunizaron ovinos con la proteinasa tipo cisteina codificada por el mismo, si bien
solo registraron una reduccién de la carga parasitaria del 36% y de los recuentos
fecales de huevos del 32%.
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La variabilidad genética no ha de considerarse sin embargo como un proceso
estable. El hecho de que la frecuencia de ciertos alelos haya disminuido debido a la
intervencién del sistema defensivo del hospedador, bien inmunoestimulado o de
forma natural, llevé siempre paralelo un aumento de la frecuencia de otros alelos sin
aparente importancia inmunodgena con respecto a la frecuencia normal de las
infecciones naturales, desarrollindose este proceso con relativa rapidez como refleja
la circunstancia de que esos cambios son detectados con un solo proceso de
inmunizacion. En este sentido, se podrian citar el incremento de la frecuencia del
alelo M-G7 en caprinos protegidos frente a la cepa SP, del 17-Asen ovinos protegidos
frente a la cepa NA, del alelo A-£3en los caprinos protegidos frente a SP o del alelo
M-B4, y en menor medida del M-CY en todos los animales inmunizados.

Este fenomeno conllevaria un incremento de la baja o moderada expresion
génica que tendrian inicialmente las proteinasas codificadas por dichos alelos, las
cuales pasarian a ser decisivas a partir de ahora para la adaptacién del parasito al
nuevo habitat. Esta hipotesis explica en parte la seleccién y evolucién de las especies,
una forma en que los organismos consiguen adaptarse a la evolucién del entorno que
necesitan para sobrevivir (Webster et al, 2007). Si mayor variabilidad genética
supone mayor capacidad de adaptacién, se podria concluir que la cepa SP caprina
dispondria de mas recursos de adaptacion que la cepa norteamericana utilizada en
este estudio. En contraposicién, segin Nuismer y Otto (2004), cuando un parasito
debe evadir una respuesta inmune, la seleccion favorece a los individuos parasitos
que expresan una estrecha gama de antigenos. Todo esto sin olvidar la capacidad de
respuesta del hospedador, tanto mayor, segin estos mismos autores, cuanto mas
amplio es su abanico para el reconocimiento de moléculas. Efectivamente, el
binomio parasito-hospedador evoluciona a la par, pues el mecanismo de defensa de
uno siempre sera respondido de alguna manera por el otro y viceversa.
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Primera.- La infeccién experimental en ovinos y caprinos con una cepa de
Haemonchus contortus (H. contortus) aislada de un hospedador distinto al habitual
resulta ser menos efectiva en términos de implantacién de vermes adultos y
produccidn total de huevos. No se ha podido determinar, en base al disefio de este
estudio, si esta circunstancia estuvo relacionada con factores tales como la resistencia
intrinseca de los hospedadores o las dificultades de adaptacién de la cepa.

Segunda.- La inmunizacién con fracciones proteicas de vermes adultos de A.
contortus solubles en PBS enriquecidas para proteinasas tipo cisteina con columnas
de Thiol-Sepharosa induce niveles de inmunoprotecciéon importantes frente a la
haemonchosis experimental en pequefios rumiantes de 6 meses de edad, comparables
o incluso superiores a los resultados obtenidos con otros antigenos naturales (ocultos
o no). La proteccién se tradujo en reducciones tanto de los recuentos fecales de
huevos como del nimero de vermes en abomaso y se asocié con un incremento de
los niveles de IgG especificos.

Tercera.- El grado de inmunoproteccién conferido no se vio afectado de forma
importante en funciéon del origen (cepa) de las enzimas utilizadas en la
inmunizacién, si bien esta proteccién fue mds significativa en los ensayos de
inmunizacién homdlogos llevados a cabo en los hospedadores habituales de cada
cepa, es decir, ovinos inmunizados e infectados con la cepa NA y caprinos
inmunizados e infectados con la cepa SP.

Cuarta.- La inmunizacién y posterior infeccién con cepas no habituales del parasito
(SP en ovino, NA en caprino) no genera respuestas protectoras aparentes. Serian
necesario estudios adicionales que evaluasen la relacién pardsito-hospedador en
profundidad para determinar si esta circunstancia pudiera deberse a la escasa
implantacién de la cepa en el nuevo hospedador, tal y como se refiri6 en la primera
conclusion.

Quinta.- Los analisis de polimorfismo genético mediante SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism) confirman la existencia de una importante
variabilidad genética en los genes codificadores de proteinasas tipo cisteina
analizados en este estudio (GCP-7, AC-1, AC-3 y AC-4), tanto entre cepas como
dentro de cada cepa (SP y NA).

Sexta.- A pesar de su supuesto aislamiento geografico, la cepa SP obtenida de
caprinos en Gran Canaria demostrd ser mas variable genéticamente que la cepa NA,



especialmente en los Joci GCP-7 y AC-3, lo que indicaria que existe un importante
flujo genético en esta especie pardsita en nuestro entorno.

Séptima.- El factor hospedador no parece jugar un papel muy relevante en la
variabilidad genética de este tipo proteinasas, asociada o no al proceso de
inmunizaciéon. No obstante, los resultados del presente estudio ponen de manifiesto
que el hospedador podria influir efectivamente sobre la seleccidn génica del parasito,
incluso tras un solo pase de la cepa por un hospedador no habitual.

Octava.- La existencia de reducciones significativas en las frecuencias de
determinados alelos de vermes obtenidos en animales inmunizados frente a no
inmunizados, indicaria que tales alelos estarian codificando proteinasas (tipo
cisteina) con poder inmunoprotector.

Novena.- Los “alelos inmunoprotectores” fueron los mismos para las dos cepas en el
locus AC-4 (M-A4), pero difirieron en el resto de genes. Asi, mientras que los
principales alelos inmunoprotectores identificados para la cepa NA ovina fueron los
alelos M-A1, M-Es, M-A+y M-C7, para la cepa SP caprina lo fueron los alelos A/-F7,
M-Hs, M-Cs, M-A+y M-D:. Esta informacién habria de tenerse en consideracién si
en el futuro se plantease la posibilidad de vacunas recombinantes con este tipo de
Inmunogenos.

Décima.- De forma simultdnea a la reducciéon de frecuencias en los “alelos
inmunoprotectores”, los ensayos de inmunizacién generan una seleccién génica que
conlleva un aumento de la frecuencia en otros alelos diferentes. Esta circunstancia
deberia considerarse como un posible mecanismo de resistencia frente a la
inmunizacién, por lo que la inmunoprofilaxis con éste y probablemente otros tipos
de antigenos deberia ser integrada con sistemas de control alternativos.



7. RESUMEN




Los problemas asociados al uso de antihelminticos en el control de las
nematodosis gastrointestinales, tales como la presencia de residuos en alimentos de
origen animal o la aparicién de resistencias han estimulado el estudio del control
inmunoldgico de numerosas parasitosis. En el caso de Haemonchus contortus (H.
contortus) se han realizado varios ensayos de vacunacién usando antigenos naturales
y recombinantes. Un grupo de antigenos con demostrado valor inmunoprofilactico
lo constituyen ciertas enzimas proteoliticas del tipo de la catepsina B conocidas como
proteinasas tipo cisteina. Estas enzimas, que se han observado tanto en productos de
excrecidén-secrecién como en extractos somaticos de /. contortus, se ha sugerido que
puedan ser diferentes segin el hospedador y la distribucién geografica de una
determinada cepa, segun se ha constatado en algunos estudios comparativos de
variabilidad genética. En el presente estudio se ha evaluado el efecto de este tipo de
proteinasas como antigenos protectores atendiendo a distintos factores, dependientes
tanto del pardsito (tipo de cepa) como del hospedador (especie hospedadora); de
forma paralela se analiz6 el comportamiento epidemioldgico de las dos cepas de A.
contortus utilizadas en el estudio tras inoculaciones en hospedadores habituales y no
habituales. Se valoré asimismo la variabilidad genética de los vermes que
completaron su ciclo endégeno en animales inmunizados con el fin de identificar los
alelos con mayor efecto inmunoprotector. Con tales objetivos se inmunizaron ovinos
y caprinos con proteinasas procedentes de una cepa aislada de ganado caprino en la
isla de Gran Canaria (SP) y de otra aislada de ovinos procedente de Norteamérica
(NA). Los dos grupos de hospedadores se infectaron posteriormente con la misma
cepa utilizada en las inmunizaciones (ensayos homoélogos) o con la cepa contraria
(ensayos heterdlogos). Como inmundgeno se utilizaron fracciones solubles en PBS
enriquecidas para proteinasas tipo cisteina mediante cromatografia de afinidad con
Thiol-Sepharose a partir de vermes adultos de FH. contortus. Los resultados
confirmaron el valor inmunoprofilictico de este tipo de enzimas frente a la
haemonchosis, tanto en ganado ovino como caprino, con independencia del origen
(cepa) de los inmundgenos, observandose un mayor grado de inmunoproteccién en
los ensayos homodlogos. La protecciéon se tradujo en reducciones tanto de los
recuentos fecales de huevos como del numero de vermes en abomaso y se asoci6 con
un incremento de los niveles de IgG especificos. Independientemente de la
inmunizacién, la cepa ovina NA presenté un menor grado de adaptaciéon (en
términos de implantacién de vermes y produccién de huevos) en el ganado caprino,
y lo inverso ocurrié con la cepa caprina SP cuando se inoculé en hospedadores
ovinos. Por otro lado, en todos los genes analizados (GCP-7, AC-1, AC-3 y AC-4) se
constato la existencia de variabilidad genética entre ambas cepas, asi como dentro de
cada una de ellas. Dicha diversidad se observd también asociada al proceso de
inmunizacién. Los grupos de animales inmunizados, especialmente aquellos en los
que hubo inmunoproteccién, presentaron frecuencias alélicas estadisticamente



diferentes a las observadas en los animales no inmunizados o grupos control. Estas
diferencias alélicas, que se apreciaron en los cuatro genes analizados,
proporcionarian informaciéon sobre los alelos que podrian estar codificando
proteinasas con poder inmunédgeno, una informacién que serfa de utilidad en el
disefio de vacunas recombinantes en la lucha y control de la haemonchosis de los
pequeios rumiantes.



8 SUMMARY




Problems associated with the use of anthelmintics in the control of
gastrotintestinal nematodosis, such as the presence of residues of animal origin in
food or the emergence of resistance, has stimulated the study of the immunological
control of many parasites. In the case of Haemonchus contortus (H. contortus),
several vaccination trials using natural and recombinant antigens have been
conducted. A group of antigens with demonstrated immunoprophylactic value are
cathepsin B like proteolytic enzymes of the cysteine proteinase type. These
enzymes, which have been observed in both excretory-secretory products and
somatic extracts of H. contortus, has been suggested to be different depending on
host and geographical distribution of a given strain, as it has been demonstrated in
some comparative studies of genetic variability. In the present study the value of this
kind of proteinases as protective antigens has been assessed taking into account
different factors, including parasite-dependent (type of strain) and host (host
species) factors; simultaneously, the epidemiological behavior of the two strains of
H. contortus used in the study was assessed after inoculations to conventional and
non-conventional hosts. The genetic variability of the worms that fully developed
their endogenous cycle in immunized animals was also determined in order to
identify the alleles of most immunoprotective value. To address these objectives,
groups of sheep and goats were immunized with proteinases of a strain of A
contortus isolated from goats of Gran Canaria Island (SP) and a strain isolated from
sheep of North America (NA). Both host groups were then infected with the same or
different strain used for immunizations (homologous and heterologous assays,
respectively). PBS soluble fractions enriched for cysteine proteinases from adult
worms of H. contortus using affinity chromatography with Thiol Sepharose were
used as immunogens. The results confirmed the immunoprophylactic value of this
type of enzymes against haemonchosis in both sheep and goats, irrespectively of the

source (strain) of antigens, with a greater degree of immunoprotection being



observed in homologous trials. The protection resulted in reductions of both faecal
egg counts and the total number of worms recovered from the abomasum, and was
associated with increased levels of specific IgG. Regardless of immunization, ovine
strain NA showed a lower degree of adaptation (in terms of adult worm
development and egg production) in goats, and the reverse happened with the goat
strain SP when inoculated into sheep hosts. In all the genes analyzed in the study
(GCP-7, AC-1, AC-3 and AC-4) the presence of genetic variation between the two
strains, as well as within each strain, was confirmed. The genetic diversity was also
associated with the process of immunization. In all the immunized animals,
particularly those in which there was immunoprotection, allele frequencies were
statistically different from those observed in non-immunized control animals. The
variation of the allelic frequencies following immunization was observed in the four
genes analyzed in the study and would provide information on the alleles encoding
proteinases of immunoprophylactic value. This information could be used in the

design of recombinant vaccines to control haemonchosis in small ruminants.
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11. Anexos

11.1. FIGURAS

Fig. 58. Secuencias alineadas de los diferentes alelos encontrados en el gen GCP-7. Numero de
secuencias=7; numero de posiciones alineadas=670; posiciones homodlogas= (.); posiciones ausentes= (-)
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Fig. 59. Secuencias alineadas de los diferentes alelos encontrados en el gen AC-1. Numero de
secuencias=7; numero de posiciones alineadas=325; posiciones homoélogas= (.); posiciones ausentes=(-).
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Fig. 60. Secuencias alineadas de los diferentes alelos encontrados en el gen AC-3. Numero de
secuencias=8; numero de posiciones alineadas=308; posiciones homodlogas= (.); posiciones ausentes=(-).
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Fig. 61. Secuencias alineadas de los diferentes alelos encontrados en el gen AC-4. Numero de
secuencias=6; numero de posiciones alineadas=312; posiciones homoélogas= (.); posiciones ausentes=(-).
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Fig. 62. Alineamiento de la secuencia de aminodcidos de los alelos del gen GCP-7 deducida a partir de
BlastX.

1 10 20
MAs - - C D G G Y N A RA WK W ATTIAG V
MB - - CD GG Y NARAWTI KWATTIAG V
MC - - CD GG Y NATRAWTI KWATTIAG V
MDr G - CD GG Y NARAWI KW ATTIAG V
ME - - CD GG Y NARAWTI KWATTIATG V
MF - - CDGGYNA ARAWZ KWATTIAGV
MG - - CD GG Y NARAWTI KWATTIAG V
21 30 40
MA» V.G N T G G A Y K E XK - GNCZKP Y V F
MB V - - T G G A Y KE K - G N CZKPY V F
MC V - - T GG A Y KEK —- GNG CZXKZPYVF
MDr V - - T G G A N K E X - G NCK P Y V F
ME V - - T GG A Y KE - - G NCZKPY V F
MF V - — T G G A Y KE K V G N CZKTZPY V F
MG V - - T G G A Y KEXK - GNG CZXKZPYVF
41 50 56
MA> P Q C G A HXKGTZ KATFNNTC CP S
MB P Q C G A HKGTZ KATFNNTG CTPS
MC P Q C G A HZKGTZ KATFNNTCTPS
MDr P Q C G A HZXKGTZ KATFNNTC CP S
ME P Q C G A HKGTZ KATFNNTCTZPS
MF P Q C G A HKGZ KATFNNTGCTPS
MG P Q C G A HZXKGTE KATFNNTC CTP S

247



11. Anexos

Fig. 63. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de los alelos del gen AC-1 deducida a partir de
BlastX.

1 10 20
MA: S AT DI M T CUCRPQCGDGUCE G G
MB S A T DI MTCOCURUPQCGUDGTCE G G
Mc S AT DI MTCCRP QOCGDGCE G G
MD S AT DI MT CUCRUPQCGDGU CE GG
ME S A T DI MTCOCIRPQCGUDGTCE G G
MF S AT DI MTCUCRUPQCGDGUCE GG
MG S AT DI MTCUCRUPQCGDGTU CE GG
21 30 40
MAr W P 1T E A W K Y FIY DGV VS G G E Y
MB W P I E A W K Y FI Y DGV VS G G E Y
MCc W P 1 EA W K Y FI Y DGV VS G G E Y
MDr W P 1 E A W K Y FI1Y DGV VS G G E Y
ME W P 1 EA W K Y FI Y DGV V S G G E Y
MF W P I E A W K Y FI Y DGV VS G G E Y
MG W P T EA W K Y FI Y DGV VS G G E Y
41 50 60
MAr L T XK DV CR P Y PI HUP CGHHG N D
MB L T K GV CRPY PI HUPCGHHG N D
Mc L T K G vV CRPY PIHUPCGHHGN D
MDr L T K DV CR P Y PITIHU&PCGHUHGN D
ME L T K DV CR P Y PI HUPCGHHG N D
MF L T K G VvV CR PY PI HPCOGHUHGN D
MG L T K GV CRPY PIHU®PCGHUHGN D
61 68
MA: T Y Y G E C R G
MB T Y Y G E C R G
MC T Y Y G E C R G
MD T Y Y G E C R G
ME T Y Y G E C R G
MF T Y Y G E C R G
MG T Y Y G E C R G
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Fig. 64. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de los alelos del gen AC-3 deducida a partir de

BlastX.
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Fig. 65. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de los alelos del gen AC-4 deducida a partir de
BlastX.

1 10 20
MA« 1 L T C C N P Q G F G G G G W S IR
MBs 1 L T C C N P Q G F G G G G W S IR
Mc 1 L T CCNPQ - - - G - -- W S I R
MDs I L T C C N P Q C F G C G G W S I R
ME I L T C C N P Q F G G G G W S IR
MF I L T C C N P Q G F G C GG G W ST1IR
21 30 40
MA«|A W E Y F VY E G V V S G G E Y L + K G
MBifA W E Y F VY E G V VS G G E Y LT K G
MCcG|A W E Y F vY EGV VS G GE YL + K G
MDi)A W E Y F VY E G V V S G G E Y L T K G
ME|(A W E Y F VY E GV VS G G E YL + K G
MF|A W E Y F VY E GV V S G G E Y LT K G
41 50 60
MA|V C R P Y PI HUPCG - H - - DTY Y G
MBsfV C R P Y PI HP CGHHGNUDTY Y G
Mc|v C R P Y PI HPOCG - HGNUDT Y Y G
MD)V C R P Y PI HP CGUHHGNDT Y Y G
ME(V C R P Y PI HPCG - HGNDTY Y G
MF|V CR P Y PI HPCGHHGNDT Y Y G
61 62
M-A+| E C
M-B: | E C
M-C:|E C
M-D:s| E C
M-E:|E C
M-F: | E C
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Fig. 66. Dendrograma de todas las secuencias de los genes GCP-7, AC-1, AC-3 y AC-4 de proteasas
tipo cisteina de Haemonchus contortus de Espaiia y Norte América. El drbol se obtuvo mediante 500
réplicas usando los métodos Jukes Cantor y Neighbour-Joining en MEGA versién 4.0. Los numeros
junto a las ramas son los porcentajes de probabilidad en base a los 500 muestreos aleatorios. La escala
representa las distancias Jukes Cantor entre los alelos de los diferentes Jocs analizados.
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11.2. TABLAS

Tabla 15: Lista de comparaciones realizadas objeto de estudio.

| OV (NA/NA) | vs | OV (@/NA)
| OV (SP/NA) | vs | OV (Q/NA)
| OV (NA/NA) | vs | OV (SP/NA)
| OV (NA/SP) | vs | OV (Q/SP)
| OV (SP/SP) | vs | OV (@/SP)
| OV (NA/SP) | vs | OV (SP/SP)
| CA (NA/NA) | vs | CA (Q/NA)
| CA (SP/NA) | vs | CA (Q/NA)
| CA (NA/NA) | vs | CA (SP/NA)
| CA (NA/SP) | vs | CA (Q/SP)
| CA (SP/SP) | vs | CA (Q/SP)
| CA (NA/SP) | vs | CA (SP/SP)
[OV (NA/NA) + OV vs [OV (Q/NA) + OV (Q/SP)]
(NA/SP)]

| [OV (SP/SP) + OV (SP/NA)] | vs . [OV (Q/NA) + OV (Q/SP)]
| [CA (NA/NA) + CA (NA/SP)] | vs | [CA (@/NA) + CA (Q/SP)]
| [CA (SP/SP) + CA (SP/NA)] | vs ' [CA (Q/NA) + CA (@/SP)]
| [OV (NA/NA) + OV (SP/SP)] | vs | [OV (@/NA) + OV (Q/SP)]
| [CA (NA/NA) + CA (SP/SP)] | vs ' [CA (Q/NA) + CA (@/SP)]

[OV (NA/NA) + OV (NA/SP) vs [OV (Q/NA) + OV (Q/SP)]

+
OV (SP/SP) + OV (SP/NA)]
[CA (NA/NA) + CA (NA/SP) vs [CA (Q/NA) + CA (@/SP)]
+
CA (SP/SP) + CA (SP/NA)]
TODOS LOS vs TODOS LOS NO
VACUNADOS VACUNADOS

.~ FAcTORCEPA
| OV (SP/SP) | vs | OV (NA/NA)
| OV (NA/SP) | vs | OV (NA/NA)
| OV (SP/SP) | vs | OV (SP/NA)
| OV (@/NA) | vs | OV (@/SP)
| CA (SP/SP) | vs | CA (NA/NA)
| CA (NA/SP) | vs | CA (NA/NA)
| CA (SP/SP) | vs | CA (SP/NA)
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| CA (@/NA) | vs | CA (@/SP)
[OV (NA/SP) + OV (SP/SP) + vs [OV (NA/NA) + OV (SP/NA)
OV (Q/SP)] +
OV (Q/NA)]
[CA (NA/SP) + CA (SP/SP) + vs [CA (NA/NA) + CA (SP/NA)
CA (Q/SP)] +
CA (Q/NA)]
TODOS LOS INOCULADOS vs TODOS LOS INOCULADOS
CEPA SP CEPA NA
~ FACTORHOSPEDADOR
| OV (NA/NA) | vs | CA (NA/NA)
| OV (@/NA) | vs | CA (@/NA)
| OV (SP/SP) | vs | CA (SP/SP)
| OV (@/SP) | vs | CA (@/SP)
| OV (NA/SP) | vs | CA (NA/SP)
| OV (SP/NA) | vs | CA (SP/NA)
[OV (NA/NA) + OV vs [CA (NA/NA) + CA (NA/SP)]
(NA/SP)]
| [OV (SP/SP) + OV (SP/NA)] | vs ' [CA (SP/SP) + CA (SP/NA)]
| [OV (Q/NA) + OV (@/SP)] | vs ' [CA (Q/NA) + CA (@/SP)]
[OV (NA/NA) + OV (SP/NA) vs [CA (NA/NA) + CA (SP/NA)
+ +
OV (Q/NA)] CA (Q/NA)]
[OV (NA/SP) + OV (SP/SP) vs [CA (NA/SP) + CA (SP/SP)
+ +
OV (@/SP)] CA (Q/SP)]
| OVINOS VACUNADOS | vs ' CAPRINOS VACUNADOS
| TODOS OVINOS | vs '~ TODOS CAPRINOS
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Tabla 16. Frecuencias de patrones SSCP del gen GCP-7 en los distintos grupos experimentales de
ovinos. (/V): nimero vermes machos de H. contortus.

ov oV ov ov oV oV

(NA/NA)  (SP/NA) (O/NA) (SP/SP) (NA/SP) (0/SP)

M-AA>  0,6400 0,5400 0,4200 0,4900 0,2400 0,3700
M-B:B; 0,0100 0,0300 0,0100 0,0600 0,0400 0,0300
M-CCr 0,0300 0,0700 0,0600 0,0150 0,0500 0,0900
M-D:D;  0,0000 0,0000 0,0000 0,1100 0,0500 0,1100
M-E/E; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0150 0,0000 0,0000
M-F-F» 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100
M-G/:G- 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0400 0,0100
M-AsB; 0,1300 0,1200 0,1500 0,0900 0,1200 0,1500
M-A:C- 0,160 0,2300 0,3300 0,0600 0,1600 0,0100
M-A:D;  0,0000 0,0000 0,0000 0,1100 0,0800 0,1300
M-A7E; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-A7F 0,0000 0,0000 0,0000 0,0150 0,0000 0,0000
M-A:G, 0,0000 0,0000 0,0000 0,0150 0,1000 0,0100
M-B:Cr 0,0100 0,0000 0,0200 0,0150 0,0100 0,0100
M-B:D;  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0200 0,0000
M-B/F; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100
M-B/G» 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0500 0,0000
M-C:D;  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0000
M-CoFs 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-D/E; 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-D:G; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-EsG» 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
N=82 N=68 N=85 N=65 N=74 N=54

Tabla 17. Frecuencias alélicas del gen GCP-7 en los distintos grupos experimentales de ovinos. (/V):
numero de alelos analizados en cada grupo.

ov ov oV ov oV oV

(NA/NA) (SP/NA) (O/NA) (SP/SP) (NA/SP) (9/SP)
M-Ar 0,7900 0,7200 0,6600 0,6400 0,4700 0,5400
M-B; 0,0800 0,0900 0,1000 0,1100 0,1200 0,1200
M-C 0,1200 0,1900 0,2300 0,0500 0,1700 0,1000
M-D> 0,0000 0,0000 0,0000 0,1600 0,1300 0,1700
M-E; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0150 0,0000 0,0100
M-F> 0,0000 0,0000 0,0000 0,0070 0,0060 0,0300
M-Gr 0,0000 0,0000 0,0000 0,0070 0,0800 0,0300

N =164 N=136 N=170 N=130 N=148 N=108
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Tabla 18. Frecuencias de patrones SSCP del gen GCP-7 en los distintos grupos experimentales de
caprinos. (/V): nimero vermes machos de H. contortus.

CA CA CA CA CA CA
(NA/NA) (SBINA)  (O/NA)  (SP/SP)  NA/SP) (2/SP)

M-A47 0,530 0,5500 0,6400 0,3800 0,3000 0,2600
M-B:B;  0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0400 0,0400
M-C:C- 0,0300 0,0100 0,0700 0,0100 0,0700 0,0500
M-D:D;  0,0000 0,0000 0,0000 0,0300 0,0600 0,0900
M-E7E; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100
M-FoF; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100
M-G:G; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0400 0,0200 0,0100
M-A’B,  0,1300 0,1100 0,0700 0,0800 0,1400 0,1200
M-A-C; 0,310 0,2900 0,1900 0,0500 0,0700 0,0600
M-A:D;  0,0000 0,0000 0,0000 0,1300 0,1100 0,1600
M-AE;  0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0200 0,0000
M-A-F;  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0300 0,0400
M-A:G; 0,0000 0,0000 0,0000 0,1000 0,0400 0,0100
M-B,C;  0,0000 0,0000 0,0200 0,0400 0,0200 0,0100
M-B:D;  0,0000 0,0000 0,0000 0,0300 0,0200 0,0000
M-B/F; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-B:G,  0,0000 0,0000 0,0000 0,0300 0,0200 0,0000
M-C:D;  0,0000 0,0000 0,0000 0,0300 0,0200 0,0500
M-C/F 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0000 0,0100
M-D:E;  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0200 0,0000
M-D:G; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0200 0,0100
M-EG; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100
N=68 N=69 N=42 N=71 N=69 N=75

Tabla 19. Frecuencias alélicas del gen GCP-7 en los distintos grupos experimentales de caprinos. (/V):
numero de alelos analizados en cada grupo.

CA CA CA CA CA CA

(NA/NA) (SB/NA)  (9/NA)  (SP/SP)  (NA/SP) (2/SP)
M-A> 0,7500 0,7500 0,7700 0,5700 0,5100 0,4600
M-B; 0,0600 0,0700 0,0400 0,1000 0,1400 0,1100
M-C; 0,1800 0,1700 0,1600 0,0800 0,1200 0,1000
M-D; 0,0000 0,0000 0,0000 0,1200 0,1400 0,2100
M-E> 0,0000 0,0000 0,0000 0,0070 0,0140 0,0200
M-F; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0070 0,0140 0,0400
M-G/ 0,0000 0,0000 0,0000 0,1000 0,0500 0,0300

N=136 N=138 N=84 N=142 N=138 N=150
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Tabla 20. Frecuencias de patrones SSCP del gen AC-1 en los distintos grupos experimentales de
ovinos. (/V): nimero vermes machos de H. contortus.

oV oV ov ov ov oV

(NA/NA)  (SB/NA)  (9/NA)  (SP/SP)  (NA/SP)  (O/SP)
M-A:Ar 0,3300 0,3600 0,5300 0,4300 0,4100 0,4400
M-BBi  0,1600 0,2800 0,1300 0,0000 0,0100 0,0200

M-CiCi 0,0000 0,0100 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-D:1D: 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0200
M-EiE 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0200 0,0000
M-FiF; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0000 0,0200
M-A1B: 0,4900 0,3000 0,3100 0,0380 0,0600 0,0300
M-A:Cr 0,0000 0,0000 0,0300 0,0300 0,0500 0,0500
M-A1Dr 0,0000 0,0000 0,0000 0,2400 0,0900 0,0600
M-A:E; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0400 0,0800
M-AF; 0,0000 0,0100 0,0000 0,1600 0,2500 0,1600

M-BiC: 0,0130 0,0300 0,0000 0,0100 0,0000 0,0000
M-BiD: 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0100 0,0200
M-BiE} 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0300
M-BiFi 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0200
M-C1D: 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0200

M-CiFr 0,0000 0,0000 0,0000 0,0380 0,0000 0,0000
M-D:E} 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0200
M-DiFi 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0200
M-EiF; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0000 0,0000
M-E1Gi 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0200

N=75 N=72 N=95 N=80 N=76 N=63

Tabla 21. Frecuencias alélicas del gen AC-1 en los distintos grupos experimentales de ovinos. (/V):
numero de alelos analizados en cada grupo.

ov ov ov ov oV oV
(NA/NA)  (SB/NA)  (0/NA)  (SB/SP)  (NA/SP)  (OVSP)

M-A;s 0,5800 0,5200 0,7000 0,6600 0,6500 0,6300
M-Bi 0,4100 0,4400 0,2800 0,0400 0,0700 0,0600
M-C, 0,0060 0,0300 0,0160 0,0400 0,0300 0,0300
M-Di 0,0000 0,0000 0,0000 0,1300 0,0600 0,0800
M-Ei 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0600 0,0700
M-F, 0,0000 0,0070 0,0000 0,1200 0,1300 0,1100
M-Gi 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0080
N=150 N=144 N=190 N=160 N=152 N=126
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Tabla 22. Frecuencias de patrones SSCP del gen AC-1 en los distintos grupos experimentales de
caprinos. (/V): nimero vermes machos de H. contortus.

CA CA CA CA CA CA
(NA/NA)  (SP/NA)  (9/NA)  (SP/SP)  (NA/SP)  (@V/SP)

M-AiAr 0,4500 0,4100 0,4500 0,3900 0,5000 0,3500
M-BB,  0,1700 0,1800 0,2200 0,0000 0,0000 0,0000
M-C:Ci 0,0000 0,0200 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-D:Di 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-E:Er 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0100
M-FF, 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0000 0,0500
M-A:Bi 0,3300 0,3600 0,2700 0,0900 0,0500 0,0500
M-A:C; 0,0500 0,0000 0,0340 0,0300 0,0700 0,0400
M-A:Di 0,0000 0,0000 0,0000 0,1300 0,1300 0,1200
M-A:Er 0,000 0,0000 0,0000 0,1300 0,0700 0,1600
M-A:F; 0,0000 0,0000 0,0000 0,1800 0,1000 0,1100
M-B/C, 0,000 0,0300 0,0170 0,0000 0,0000 0,0000
M-B:Di 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100
M-BiEr  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100
M-BiF;  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0100
M-C:D; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0100 0,0000
M-CFi 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-D:Er 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0100 0,0100
M-D:iF; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0100
M-E:F;,  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0400
M-EGi 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
N=82 N=61 N=58 N=75 N=72 N=74

Tabla 23. Frecuencias alélicas del gen AC-1 en los distintos grupos experimentales de caprinos. (/V):

numero de alelos analizados en cada grupo.

CA CA CA CA CA CA
(NA/NA)  (SB/NA)  (9/NA)  (SP/SP)  (NA/SP)  (9VSP)

M-A; 0,6400 0,5900 0,6000 0,6700 0,7100 0,5900
M-Bi 0,3300 0,3700 0,3700 0,0500 0,0300 0,0400
M-Ci 0,0240 0,0300 0,0260 0,0200 0,0400 0,0200
M-Di 0,0000 0,0000 0,0000 0,0800 0,0800 0,0800
M-Ei 0,0000 0,0000 0,0000 0,0700 0,0600 0,1200
M-F; 0,0000 0,0000 0,0000 0,1000 0,0700 0,1400
M-Gi 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
N=164 N=122 N=116 N=150 N=144 N=150
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Tabla 24. Frecuencias de patrones SSCP del gen AC-3 en los distintos grupos experimentales de
ovinos. (/V): nimero vermes machos de H. contortus.

oV ov oV oV ov oV
(NA/NA)  (SP/NA)  (O/NA)  (SB/SP)  (NA/SP)  (9/SP)
M-A:As  0,7200 0,7700 0,5300 0,0800 0,0900 0,1300
M-B:B; 0,0500 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-CCs 0,0000 0,0300 0,0900 0,0000 0,1100 0,0200
M-D:Ds  0,0000 0,0300 0,0700 0,0000 0,0000 0,0000
M-EsEs  0,0500 0,0500 0,1000 0,6200 0,4700 0,5200
M-F5Fs 0,0000 0,0000 0,0100 0,2600 0,1500 0,1300
M-GsGs  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-AsB;  0,0500 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-AsC; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-AsDs  0,0900 0,0000 0,0400 0,0000 0,0000 0,0000
M-AsEs  0,0200 0,0800 0,0600 0,0400 0,0100 0,0400
M-AsF;  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0000
M-B:C; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-B:Ds  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-C:Ds 0,000 0,0000 0,0100 0,0000 0,0000 0,0000
M-CsGs 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0000
M-GsHs ~ 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1500 0,0000
M-DsEs 0,000 0,0200 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-EsF; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1300
M-FGs  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
N-=58 N =58 N=59 N=50 N=75 N-=44

Tabla 25. Frecuencias alélicas del gen AC-3 en los distintos grupos experimentales de ovinos. (/V):
numero de alelos analizados en cada grupo.

oV oV oV ov oV oV

(NA/NA)  (SB/NA)  (0/NA)  (SB/SP)  (NA/SP) (0/SP)
M-As 0,8000 0,8200 0,5800 0,1000 0,1000 0,1600
M-Bs 0,0800 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-Cs 0,0010 0,0300 0,1300 0,0000 0,1800 0,0200
M-Ds 0,0400 0,0400 0,1100 0,0000 0,0000 0,0000
M-E;s 0,0600 0,1000 0,1400 0,6400 0,4800 0,6100
M-Fs 0,0010 0,0000 0,0400 0,2600 0,1500 0,2000
M-Gs 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0060 0,0000
M-Hs 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0700 0,0000

N=-116 N=116 N=132 N=100 N=149 N=88
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Tabla 26. Frecuencias de patrones SSCP del gen AC-3 en los distintos grupos experimentales de
caprinos. (/V): numero vermes machos de /. contortus.

CA CcA CA CA CcA CA

(NA/NA) (SP/NA) (O/NA) (SP/SP) (NA/SP) (9/SP)

M-AsAs3 0,6800 0,6700 0,6700 0,0700 0,0600 0,0600
M-Bs3Bs 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-C5C3s 0,0000 0,1400 0,0200 0,0500 0,0300 0,2500
M-DsD:s 0,0600 0,0300 0,0200 0,0000 0,0000 0,0000
M-E3E3 0,1500 0,0200 0,1600 0,4800 0,6700 0,3600
M-F3F3 0,0000 0,0000 0,0000 0,1700 0,1500 0,1400
M-G3Gs 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0400
M-AsBs 0,0200 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-A3Cs 0,0000 0,0300 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-AsDs 0,0200 0,0200 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-AsE3 0,0600 0,0500 0,1100 0,0500 0,0200 0,0300
M-AsF3s 0,0000 0,0000 0,0000 0,0300 0,0000 0,0000
M-Bs3C3 0,0000 0,0200 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-B3Ds 0,0000 0,0200 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-C3D:s 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-C3E3 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100
M-CsGs 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0300
M-C3Hs3 0,0000 0,0000 0,0000 0,0200 0,0500 0,0000
M-DsEs 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-E3F3 0,0000 0,0000 0,0000 0,1200 0,0200 0,0100
M-F3G3 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100
N=47 N=58 N=43 N =58 N=61 N=69

Tabla 27. Frecuencias alélicas del gen AC-3 en los distintos grupos experimentales de caprinos. (/V):
numero de alelos analizados en cada grupo.

CA CA CA CA CA CA
(NA/NA) (SP/NA) (O/NA) (SP/SP) (NA/SP) (9/SP)
M-As 0,7300 0,7200 0,7600 0,1100 0,0700 0,0700
M-Bs 0,0100 0,0200 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-Cs 0,0000 0,1600 0,0200 0,0700 0,0600 0,2800
M-D:s 0,0700 0,0500 0,0200 0,0000 0,0000 0,0000
M-E3s 0,1800 0,0400 0,2300 0,5700 0,6900 0,3900
M-F3 0,0000 0,0000 0,0000 0,2500 0,1500 0,1500
M-G3 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100
M-Hs 0,0000 0,0000 0,0000 0,0100 0,0200 0,0700
N=94 N=116 N=86 N=116 N=122 N=138
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Tabla 28. Frecuencias de patrones SSCP del gen AC-4 en los distintos grupos experimentales de
ovinos. (/V): nimero vermes machos de H. contortus.

3% 3% 3% oV oV oV
(NA/NA)  (SP/NA)  (O/NA)  (SB/SP)  (NA/SP)  (O/SP)
M-AAs 0,1875 0,1600 0,2500 0,1800 0,1800 0,3000

M-B4B: 0,1750 0,0660 0,1150 0,2900 0,3400 0,2300
M-CiCx 0,0250 0,0260 0,0200 0,0250 0,0000 0,0000
M-D+D+ 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-FiFy 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-A+Bs 0,3000 0,4200 0,4500 0,3900 0,4000 0,3600
M-A4+Cy 0,1500 0,2000 0,1150 0,0400 0,0800 0,0160
M-A4D+ 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0160
M-A+Ey 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
M-B:+Cy 0,1625 0,1300 0,0400 0,0500 0,0800 0,0160
M-B:D+ 0,0000 0,0000 0,0000 0,0250 0,0000 0,0470
M-B4E4 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0160

N=80 N=76 N=95 N=80 N=79 N =064

Tabla 29. Frecuencias alélicas del gen AC-4 en los distintos grupos experimentales de ovinos. (/V):
numero de alelos analizados en cada grupo.

oV oV oV oV oV oV
(NA/NA)  (SE/NA)  (/NA)  (SB/SP)  (NA/SP)  (9V/SP)
M-As 0,4100 0,4700 0,5400 0,4000 0,4000 0,4900
M-Bs 0,4000 0,3400 0,3600 0,5200 0,5600 0,4500
M-C 0,1800 0,2000 0,1000 0,0700 0,0400 0,0160
M-Ds 0,0000 0,0000 0,0000 0,0130 0,0000 0,0080
M-E 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0080
M-F; 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
N=160 N=152 N=190 N=160 N=158 N=128
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Tabla 30. Frecuencias de patrones SSCP del gen AC-4 en los distintos grupos experimentales de
caprinos. (/V): nimero vermes machos de H. contortus.

CA CA CA CA CA CA
(NA/NA)  (SP/NA)  (O/NA)  (SB/SP)  (NA/SP)  (O/SP)

M-AA«  0,2100 0,3000 0,2500 0,2500 0,2700 0,2500
M-B:B:  0,1300 0,1000 0,1400 0,3100 0,2700 0,1800
M-C«C: 0,0100 0,0120 0,0300 0,0130 0,0000 0,0120
M-D:D:  0,0000 0,0000 0,0000 0,0130 0,0000 0,0000
M-FiFs 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0370
M-AB: 03600 0,3300 0,3600 0,3200 0,4100 0,4400
M-A«<C: 0,1900 0,1700 0,1100 0,0260 0,0140 0,0250
M-ADs  0,0000 0,0000 0,0000 0,0130 0,0000 0,0000
M-AE: 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0120
M-B«C: 0,100 0,0800 0,1100 0,0400 0,0280 0,0370
M-B:Ds  0,0000 0,0000 0,0000 0,0130 0,0000 0,0000
M-BE:  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
N=8  N-=84 N=64 N=77  N=20 N=81

Tabla 31. Frecuencias alélicas del gen AC-4 en los distintos grupos experimentales de caprinos. (/V):
numero de alelos analizados en cada grupo.

CA CA CA CA CA CA
(NA/NA)  (SB/NA)  (/NA)  (SB/SP)  (NA/SP)  (OVSP)
M-Aq 0,4800 0,5600 0,4800 0,4300 0,4800 0,4900
M-B: 0,3600 0,3200 0,3700 0,5000 0,4900 0,4200
M-Cs 0,1500 0,1400 0,1400 0,0400 0,0200 0,0430
M-D+ 0,0000 0,0000 0,0000 0,0300 0,0000 0,0000
M-Ex 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0430
M-Fi 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0300
N=172 ~N=164 N=128 N=154 N=140 N=162
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