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Resumen 

Varios cientos de millones de casos humanos se encuentran parasitados a nivel 

mundial por helmintos intestinales y en particular por nematodos, constituyendo un 

problema importante de salud pública para amplias regiones del planeta en especial 

aquellas que se encuentran en vías de desarrollo. Por otra parte la infestación por 

nematodos parásitos constituye una de las lacras más importantes con las que se 

enfrenta la ganadería a nivel mundial. A las pérdidas en la producción (carne, leche o 

lana) se suman los gastos derivados de la rotación del ganado o de los tratamientos con 

antihelmínticos. Se estima que dichas pérdidas pueden llegar hasta el 50 % de los gastos 

de producción. 

 En la presente tesis doctoral se pretendió la búsqueda de una fórmula vacunal 

que actuara de forma polivalente frente a las infecciones por distintos nematodos 

parásitos. También se presentó especial énfasis en la vía de inmunización, se ha 

ensayado la inmunización a través de mucosas, y en concreto la inmunización 

intranasal. 

 Se dio especial importancia a la necesidad de estudiar la transformación del 

péptido recombinante usado en lipopéptido con el objetivo para que actúe de adyuvante 

sin necesidad de otros compuestos y que inicie y sea capaz de soportar la transición 

desde una respuesta innata a una respuesta adaptativa. Dicho lipopéptido se forma de la 

unión en un solo paso, de un compuesto formado por un oleico vinil sulfona (OVS) 

unido al antígeno recombinante perteneciente a la región catalítica de la enzima serina 

treonina fosfatasa (rPP2A). De igual forma se ha estudiado el papel adyuvante de los 

lipopolisacáridos (LPS) presentes en las paredes bacterianas de la bacteria E. coli. Como 

modelo de nematodos se usó Trichuris muris y Aspiculuris tetráptera y como 

hospedador mamífero el modelo murino. 

 Para estudiar la efectividad inducida por las diferentes fórmulas vacunales en los 

ratones, se contó el número de huevos en heces y el número de vermes. Al objeto de 

evaluar la respuesta inmune desencadenada y ver qué respuesta T helper era responsable 

de la protección frente a los modelos de nematodos empleados, se procedió a medir los 

niveles de interleucinas propias de cada respuesta T helper en órganos linfoides 

mediante PCR cuantitativa en tiempo real, a su vez que se estudiaron citoquinas 



mediante microscopía láser confocal en secciones finas de intestino de los ratones 

inmunizados. 

De los resultados del presente trabajo se desprende que la inmunización con el 

péptido recombinante rPP2A desencadena una respuesta protectora muy elevada frente 

a la infección por los modelos de nematodos objeto del estudio y que dicha respuesta se 

incrementa cuando la inmunización se hizo con el lipopéptido. Por otra parte se 

comprueba que la respuesta Th17 juega un papel en la facilitación del hábitat necesario 

para la implantación intestinal del parasitismo por nematodos. 

 



Abstrac 

Several hundreds of millions of humans are parasitized worldwide by intestinal 

helminths and in particular by nematodes, constituting an important public-health 

challenge for broad regions of the planet, particularly in developing countries. In 

addition, infestation by nematode parasites constitutes one of the worst scourges in 

livestock throughout the world. Added to lost production (meat, milk, wool etc.) are the 

expenses related to the culling of the livestock or to anti-helminth treatment. These 

losses reach as much as an estimated 50% of production costs. 

 The present doctoral thesis undertakes the search for a vaccine formula that acts 

in a polyvalent way against the infections by different nematode parasites. Also, special 

emphasis is placed on the immunization route, assaying vaccination through the mucosa 

and specifically intranasal.  

 Special importance was placed on the need to study the transformation of the 

recombinant peptide used in the lipopeptide so that it would act as an adjuvant without 

the need of other compounds and could trigger and tolerate the transition from an innate 

response to an adaptive one.  This lipopeptide is formed by the single-step bonding of a 

compound formed by oleic vinyl sulfone (OVS) bonded to the recombinant antigen 

belonging to the catalytic region of the enzyme serine threonine phosphatase (rPP2A).  

Similarly, the adjuvant role of lipopolysaccharides (LPS) present in the bacterial walls 

of E. coli has also been studied. As a nematode model, Trichuris muris and Aspiculuris 

tetráptera were used while the mammal host was a murine model.   

 Induced effectiveness was studied by different vaccine formulas in mice, 

counting the number of eggs in faeces and the number of worms. As a means of 

evaluating the immune response triggered and for the determination of which T-helper 

response prompted the protection against the nematode models used, the levels of 

interleukins belonging to each T-helper response were measured in lymphoid organs by 

quantitative PCR in real time at the same time as the cytokines were studied by confocal 

microscopy in fine sections of the intestine of the immunized mice. 

 The results of the present work indicate that the immunization with the 

recombinant peptide rPP2A triggers a very strong protective response against infection 

by the nematode models under study and that this response increased when the 



immunization was made with the lipopeptide. In addition, it was confirmed that the 

Th17 response plays a role in facilitating the habitat necessary for the intestinal 

implantation of nematode parasitism. 
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1. Introducción 

1.1. Revisión bibliográfica de los helmintos 

Los helmintos son un grupo polifilético de invertebrados, de los cuales, los 

nematodos son los más abundantes con una morfología siempre de sección redondeada 

y un tamaño desde unos pocos milímetros a varios metros de longitud, como ocurre en 

las hembras de Dracunculus o Placentonema, un nematodo que vive en la placenta del 

cachalote y puede alcanzar fácilmente los 8.5 metros de longitud. Se estima que puede 

haber un millón de especies diferentes de nematodos entre las especies de vida parásita 

y los de vida libre gracias a su capacidad adaptativa al medio ambiente y a los 

hospedadores que parasitan. 

Los nematodos comparten un ciclo de vida general en el que se pueden 

encontrar 4 fases larvarias (L1-L4), con sus correspondientes procesos de muda que dan 

lugar al final de las mismas a los parásitos adultos. Por lo general son dioicos y con 

dimorfismo sexual. 

La infección por nematodos puede comenzar por la ingesta de una fase larvaria a 

la que se le denomina infecciosa, por ejemplo, en Trichuris spp. y Ascaris spp., la fase 

de huevo embrionado maduro es la forma infectante para el hospedador, mientras que 

para Trichinella spiralis es la fase larvaria L1. Otra vía de infección por parte de los 

parásitos puede ser a través de la penetración de la piel por una larva L3 como es el caso 

de Strongyloides spp. En esta última, después de la penetración de la piel, los parásitos 

migran a los pulmones a través del torrente sanguíneo afectando así las vías 

respiratorias y a continuación migran hacia la tráquea antes de llegar a su destino 

definitivo que es el tracto gastrointestinal. Dependiendo de la especie, los nematodos 

habitan diferentes nichos dentro del hospedador. Muchos de ellos son gastrointestinales 

y se pueden alojar en el lumen, otras se pueden encontrar en la capa mucosa o 

submucosa incluso pudiendo variar de nicho según el estadio del ciclo de vida en que se 

encuentren.  

Todas las infecciones de los nematodos gastrointestinales se producen por los 

estadios infectantes inmaduros del nematodo, tras su evolución en el aparato digestivo 

maduran sexualmente dentro del hospedador lo que conlleva el apareamiento y 

generación de hembras grávidas, las cuales en su mayoría, expulsan con las heces los 

huevos al medio ambiente donde vuelven a desarrollar las formas infectivas, cerrando 

así el ciclo de vida del parásito. Como regla general los nematodos gastrointestinales no 
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se multiplican dentro del hospedador. Por tanto, el número de formas infectivas que son 

ingeridas por el hospedador corresponden al número de parásitos que han causado la 

infección [1]. 

1.2. Importancia de las infecciones por nematodos 

Las infecciones por nematodos gastrointestinales en animales destinados al 

consumo causan importantes pérdidas económicas en todas las partes del mundo. La 

prevalencia de algunas de ellas puede llegar al 100 % en los rebaños con animales de 

pastoreo. El efecto de las infecciones producidas por estos parásitos no sólo determina 

una reducción de la producción láctea, sino que se traduce en otra serie de trastornos 

patológicos que se concretan en un retraso del crecimiento [2], una reducción del apetito 

y por consiguiente pérdida de peso [3] e incluso alteraciones reproductivas. Las 

pérdidas económicas y de productividad causadas por parásitos tienen un impacto 

sustancial en la rentabilidad de las explotaciones, especialmente en animales 

mantenidos en sistemas de producción extensiva. En el ganado caprino y ovino las 

parasitosis producidas por nematodos gastrointestinales se consideran como una de las 

infecciones más extendidas e importantes a nivel mundial. Por ejemplo, el costo anual 

asociado a enfermedades parasitarias en ovejas y ganado en Australia se ha estimado en 

mil millones de dólares y se proponen como decenas de miles de millones de dólares en 

todo el mundo, sólo de acuerdo con las ventas de compuestos antiparasitarios por 

compañías farmacéuticas sin tener en cuenta las pérdidas de producción [4]. En vacuno 

lechero, del que se dispone de más información, se estima que estas pérdidas podrían ser 

de 0.63 litros de leche/día.  

El ciclo de vida de nematodos parásitos incluye, para muchos de los ciclos 

biológicos, etapas de vida libre que están directamente influenciadas por el clima, 

principalmente la temperatura, las precipitaciones y la humedad, haciendo que algunas 

especies tengan una distribución geográfica determinada. 

Entre las especies de nematodos cabe destacar las especies pertenecientes a las 

familias: Trichostrongylidae: con las especies Trichostrongylus axei (parásito del 

abomaso de rumiantes y equinos); Ostertargia ostertagi y Teladorsagia circumcincta 

(parásitos de vacas, ovejas y cabras); Haemonchus contortus (parásito del abomaso de 

rumiantes); Cooperia spp. (parásito del intestino delgado de rumiantes); Nematodirus 

spp. (parásito también de rumiantes). Famila Strongylidae: con las especies Strongylus 

vulgaris, S. edentatus y S. equinus siendo esta última, la especie de nematodos parásitos 



Introducción 

5 

 

intestinales más dañina para los caballos. Familia Ancylostomatidae que incluye los 

géneros Ancylostoma con especies parásitas del perro y del hombre y el género 

Bunostomun con especies parásitas de rumiantes y Globocephalus ssp. con especies 

parásitas en los cerdos. Superfamilia Metastrongyloidea con especies parásitas del 

pulmón del ganado como Matastrongylus spp. y Protostrongylus spp. Familia 

Filaroidea; Orden Oxyurida con la especie Oxyurus equi y O. Skrabinema. Orden 

Ascaridida con las especies Ascaris; Toxocara; Toxascaris y Parascaris; Orden 

Spirurida. Superfamilia Trichinelloidea con las diferentes especies de Trichinella, y 

Trichiuris entre otros. 

Un estudio de las explotaciones de ovino del Reino Unido se llevó a cabo para 

establecer información sobre la presencia o ausencia de nematodos gastrointestinales en 

los animales, T. circumcincta era la única especie presente en el 100 % de las 

explotaciones. H. contortus fue encontrado en ~ 50 % de las explotaciones aunque 

estaba muy extendida por todo el país, y T. vitrinus, al que se encontró en el 95 % de las 

explotaciones [5].  

Por otra parte en países más fríos como es el caso de Suecia demuestran una alta 

proporción de rebaños infectados con nematodos, donde las especies más prevalentes 

son H. contortus, T. circumcincta, T. axei, Trichostrongylus colubriformis y Chabertia 

ovina. H. contortus se encontró en el 37 % de los rebaños, incluso en latitudes que se 

aproximan al círculo polar. 

En América del Norte, en Estados Unidos en 2002, el 74 % de los productores 

de ovino llevaron a cabo estudios epidemiológicos confirmando la presencia de dichos 

nematodos gastrointestinales en sus granjas [6]. En el periodo de tiempo de 2004 a 2008 

también se hicieron estudios encaminados a tomar medidas ante el problema. Para ello 

se tuvieron en cuenta el tamaño de la explotación, la ubicación de la misma y el 

esfuerzo por parte de los ganaderos para el control de los parásitos. Las prácticas más 

populares para el control fueron pastoreo rotacional, selección genética, y suplemento 

alimenticio [7].  

América latina y en concreto en Sudamérica, es una región importante para 

evaluar el impacto de los nematodos en las explotaciones ganaderas por el alto nivel de 

explotación, 100 millones de ovejas y 23 millones de cabras. El clima subtropical, a 

veces muy extendido en estas regiones, idóneo para el desarrollo del ciclo y transmisión 

de estos parásitos, con más del 70 % de las ovejas en Brasil, Argentina, Uruguay y 

Paraguay, las cuales ya en 1996 mostraban problemas por la resistencia de los animales 
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a los fármacos antihelmínticos [8]. En Brasil, las pérdidas económicas anuales son 

debidas tanto a endoparásitos del ganado como ectoparásitos, se estimaron en 2014 unas 

pérdidas de al menos 13.96 millones de dólares [9]. 

Otro estudio realizado en Canadá durante los años 2006-2008 proporcionó 

información del nivel de infección por nematodos gastrointestinales en esta región, 

demostró que los géneros de nematodos más predominantes eran Teladorsagia spp., 

Haemonchus spp. y Trichostrongylus spp. A partir de necropsias se identificaron las 

especies más frecuentes, con un 36,44 % T. axei y un 38,26 % T. colubriformis [10]. 

1.2.1. Aspiculuris tetraptera 

Aspiculuris tetraptera es un nematodo perteneciente a la familia Oxyuridae, 

orden Ascaridorida. Son parásitos que habitan el ciego y colon de ratones, ratas y otros 

roedores de laboratorio causándoles enterobiasis. Habitualmente la infección por 

oxiuros no muestra síntomas clínicos evidentes en los animales hospedadores, pero 

alguna vez pueden producir infecciones graves causando prolapso rectal, invaginación 

intestinal, enteritis, impactación fecal y pérdida de peso. Pudiendo ser considerado 

como un modelo experimental de los oxiuros que parasitan al hombre [11].  

Estos nematodos tienen un tamaño pequeño y poseen en la boca tres labios sin 

cápsula bucal, un esófago con un bulbo bien desarrollado en su extremo posterior. Su 

ciclo de vida es simple y directo, su hospedador son roedores que pueden ser infectados 

por la ingesta de los huevos embrionados [12].  

Algunas características que diferencian a A. tetraptera de otros oxiuros es que 

tienen una cola cónica. Los machos pueden medir de largo entre 2 y 2.6 mm y de ancho 

0.15 - 0.17 mm mientras que las hembras, como en general en todos los nematodos, son 

relativamente más grandes midiendo de largo de 2.6 a 4.7 mm y más gruesas que los 

machos, miden entre 0.19 y 0.25 mm de ancho. Los huevos de A. tetraptera son 

simétricos y en forma de huso. Las hembras tienen un útero prominente y ancho que 

termina abruptamente detrás del bulbo esofágico, tienen vulva que se localiza en el 

primer tercio anterior del cuerpo. Tanto machos como hembras carecen de espículas y 

los machos no presentan “gubernáculo”.  

Autores como Anya 1966 [13] and Benhke 1974 [14] hicieron una revisión 

bibliográfica del ciclo de vida de A. tetráptera (figura 1.1), en la cual llegaron a 

conclusiones como que la hembra adulta se mueve desde el extremo proximal del colon 

a la parte inferior de este para poner sus huevos. Así, a diferencia de otros oxiuros que 
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depositan sus huevos en la piel perianal como el caso de Enterobius vermicularis, los 

huevos de A. tetraptera son excretados con las heces. La puesta de huevos es 

intermitente o discontinua [15, 16]. Phillipson 1973 comprobó que la salida de huevos 

era más abundante justo antes del alba. Los huevos en el medio ambiente tardan 

aproximadamente 6 días hasta que maduran, la infección del hospedador es por la 

ingesta de huevos embrionados. Otro curioso mecanismo de infección que presentan 

estos gusanos es el proceso de retroflexión que fue demostrado experimentalmente por 

Hsu en 1951 [17]. Este mecanismo consiste en que después de la ingestión, los huevos 

eclosionan en el intestino delgado y ciego, generalmente en un intervalo de 2 horas. 

Después de la segunda muda, es decir, las larvas L2 penetran hacia las criptas de 

Lieberkühn y permanecen aquí 4 o 5 días. Al cabo de este tiempo, dejan las criptas y 

vuelven a la luz del intestino. En el séptimo día los gusanos inmaduros comienzan una 

migración ascendente [18] y se vuelven a encontrar en la región proximal del colon 

donde maduran a gusanos adultos [13]. Los machos tardan en madurar 

aproximadamente 20 días y las hembras unos 23. 

 

Figura 1.1. Ciclo de vida de A. tetráptera. 

1.2.2. Trichuris muris 

Trichuris es un género de nematodos que parasitan a muchos tipos de mamíferos 

domésticos y salvajes. El nombre de Trichuris fue aplicado por primera vez por 

Roederer en 1761, posicionando por error el extremo de la cabeza del parásito como la 

cola, también son denominados gusanos látigo, por su morfología. Son parásitos 

cosmopolitas si bien es más frecuente su parasitación en las regiones cálidas tropicales y 

subtropicales donde a veces causan un elevado número de casos, especialmente en 

niños. En zonas endémicas hasta el 50 % de los animales domésticos pueden estar 

infectados y se estima que 500 millones de personas pueden estar infectadas por T. 

trichiura. Se han identificado alrededor de 70 especies de Trichuris en las que se 



Introducción 

8 

 

incluyen especies parásitas de interés médico y veterinario [19]. La parasitación por 

Trichuris en el ser humano se ha demostrado desde muy antiguo por la presencia de 

huevos en prácticamente todas las momias desde hace unos 14000 años, habiéndose 

encontrado huevos de Trichuris en yacimientos arqueológicos tanto de Europa como del 

continente americano [20].  

El ciclo de vida del género Trichuris (figura 1.2) es monoxeno es decir, no tiene 

hospedadores intermediarios. El ciclo de vida fue resuelto gracias a los trabajos de 

Davaine en 1858 [21] y Fahmy 1954 [22], lo que permitió que a día de hoy sea posible 

el mantenimiento del ciclo de vida de T. muris en numerosos laboratorios del mundo. 

Ambos autores describieron cómo era posible la fecundación de huevos de T. muris y 

las condiciones óptimas para el desarrollo de la primera fase larvaria (L1).  

Los huevos de T. muris se eliminan con la materia fecal de los múridos 

infectados y necesitan para embrionar lugares o suelos húmedos y poco irradiados por la 

luz solar. Estos huevos embrionan entre los 30 a 60 días [23] y una vez embrionados, la 

infección con T. muris ocurre por la ingestión de estos huevos que eclosionan en el 

intestino (ciego y colon) de los animales.  

Noventa minutos después de la infección, los huevos eclosionan en el intestino 

del ratón y salen las primeras larvas (L1) produciendo una inflamación del mismo. Estas 

larvas penetran el ciego y el colon ascendente e invaden la capa epitelial donde se 

desarrollan realizando tres mudas, L2 (9-11 días post-infección), L3 (17 días post-

infección) y L4 (22 días post-infección). Los tiempos de cada muda pueden variar 

ligeramente según la cepa del hospedador. En el día 32 post-infección ya se pueden 

observar gusanos adultos en el ciego y colon ascendente de ratones infectados. Las 

hembras inician la oviposición transcurridos unos 3 meses después de la infección (2000 

- 20000 huevos/día) y viven un promedio entre 1 y 3 años dependiendo del hospedador 

y en función del tipo de respuesta inmune innata de dichas cepas de ratones. 

Todos los nematodos del género Trichuris comparten la misma estrategia de 

ciclo de vida, que es la capacidad de habitar en contacto con las mucosas intestinales del 

hospedador mamífero. Este grupo de parásitos ha desarrollado mecanismos para invadir 

el epitelio intestinal y construir en el epitelio estructuras a modo de “túneles sincitiales” 

o sincitios. Los gusanos adultos permanecen embebidos en estas estructuras en forma de 

túnel que les permite mantener la posición venciendo los movimientos peristálticos del 

intestino gracias a los movimientos de penetración, y a su parte bucal, así como a la 

acción de las enzimas proteolíticas, y a proteínas de excreción/secreción formadoras de 
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poros que afectarían a la supervivencia del nematodo [24]. Lee en 1978 [25] examinó 

los “túneles sincitiales” con técnicas de microscopía de Barrido y/o Microscopía 

Electrónica de Transmisión, el estudio permitió conocer el grado de penetración del 

parásito en los “túneles”. Dicha penetración depende del estado larvario, es decir, los 

estados tempranos se encuentran totalmente embebidos en el epitelio intestinal del 

hospedador, mientras que gusanos adultos pueden tener sólo la cabeza o parte anterior 

dentro del “túnel”. Pero nunca se encontraron gusanos adultos libres en el lumen del 

intestino. Este mismo autor caracterizó los “túneles sincitiales” como una masa 

protoplasmática con elementos celulares comunes como núcleos, mitocondrias y 

lípidos, es decir un sincitio. El sincitio se encuentra delimitado por una membrana 

plasmática tanto en la zona apical, lateral como basal. Debajo de la membrana basal del 

sincitio se encuentra la lámina basal del epitelio lo que indica que los túneles sincitiales 

se encuentran sólo a nivel de la lámina epitelial del hospedador y no se extiende a la 

lámina propia del intestino. 

 

Figura 1.2. Ciclo de vida de T. muris [19]. 

Trichuris muris constituye un modelo de estudio de las enfermedades 

gastrointestinales y en especial para parásitos de humanos como es la infección con 

Trichuris trichiura. 
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El modelo experimental con T. muris se utiliza como modelo de parasitación 

gastrointestinal ya que aporta conocimiento de la respuesta inmunológica responsable 

de la resistencia y susceptibilidad a la infección y ayuda a la búsqueda de antígenos que 

se puedan usar como vacuna o a la identificación de moléculas inmunomoduladoras de 

la respuesta inmunológica [19]. Por ejemplo, investigaciones con T. muris han dado 

nuevas explicaciones de cómo la respuesta inmunitaria del hospedador induce la 

expulsión de gusanos parásitos y esto puede ayudar a buscar nuevos tratamientos para 

combatir las enfermedades provocadas por nematodos.  

A pesar de ser T. muris un parásito específico de ratones no todas las cepas 

consanguíneas de ratones son susceptibles [26]. Tras la ingestión de los huevos 

embrionados del nematodo, incluso a dosis muy bajas, en todos las cepas de ratones, se 

desarrolla una colitis aguda, como consecuencia de la inflamación de colon, pero solo 

en aquellos ratones donde se desencadena una respuesta Th1, se desarrolla e instaura la 

parasitación por parte de los nematodos, y en aquellos hospedadores que desarrollan una 

respuesta Th2, por ejemplo en la cepa BALB/c, se produce la expulsión de los vermes 

en aproximadamente 20 días [27]. Los ratones AKR/J usados en los experimentos que 

se realizaron en la presente tesis doctoral, desencadenan una colitis crónica que indica el 

establecimiento de los nematodos en el intestino grueso de los ratones [28, 29, 30]. 

La resistencia a la infección por T. muris varía considerablemente entre distintas 

cepas de ratón. Algunas cepas como NIH y BALB/c, expulsan los gusanos 

relativamente rápido, otras un poco más lento, mientras que B10.BR y AKR/J no son 

capaces de expulsar los gusanos antes de que los mismos penetren en el epitelio 

intestinal [31], otros autores Shikhobalova en 1937 [32], Fahmy en 1954 [22] y Pike en 

1965 [33] observaron que las infecciones por gusanos adultos podrían establecerse en 

ratones albinos [19].  

Junto a la influencia genética del hospedador en la resistencia a la infección por 

T. muris, el sexo del hospedador también afecta en la expulsión de los gusanos. Estudios 

realizados por Bancroft et al. en el año 2000 demostraron que los ratones hembra y 

macho responden de forma diferente a la infección por T. muris. Los machos 

desarrollan una infección crónica mientras que las hembras son capaces de evadir la 

infección expulsando los parásitos adultos [34-36]. 
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1.3. Evasión de la infección por nematodos gastrointestinales 

Es bien conocido que los nematodos son capaces de modular o evadir la 

respuesta inmune del hospedador al que parasitan para evitar la expulsión del intestino, 

garantizar su supervivencia y continuación del ciclo de vida. En la actualidad ya hay 

numerosos grupos de investigación que relacionan el aumento de las enfermedades 

autoinmunes y el desarrollo de alergias en países desarrollados con la disminución de 

infecciones con ciertos microorganismos, y en particular helmintos. Esta relación de 

enfermedades autoinmunes y alergias con infección por helmintos es debida a la 

modulación que producen los parásitos desde una respuesta primaria inflamatoria Th1 a 

una respuesta Th9, esta última sujeta a investigación recientemente que desencadenaría 

una respuesta tipo Th2. 

Existe por tanto la necesidad de entender los mecanismos de supervivencia del 

parásito de cara al desarrollo de estrategias para el diseño de vacunas. Para llevar a cabo 

la modulación de la respuesta inmune el parásito sintetiza diversas moléculas como 

enzimas, proteínas, polisacáridos, productos de ES (excreción-secreción), e incluso 

algunas pueden tener similitud con moléculas del propio hospedador que se unen a 

receptores capaces de desencadenar la respuesta inmunitaria a favor del parásito.  

Un ejemplo de estas moléculas son glicoproteínas, en concreto se puede hablar 

de glicoproteínas del nematodo Trichuris suis que inhiben directamente la activación de 

monocitos humanos derivados de células dendríticas lo que provoca un baja secreción 

de citoquinas inflamatorias como IL-12, polarizando la respuesta inmune del 

hospedador hacia una respuesta propia de infección por nematodos Th2 [37]. A los 

lípidos sintetizados por helmintos también se les conoce actividad inmunomoduladora 

induciendo la diferenciación de células dendríticas a células T productoras de IL-10, 

llevando el sistema inmune a respuesta protectora Th2.  

Los nematodos sintetizan diversas proteínas secretoras entre las que podemos 

nombrar a las cistatinas que tienen dos funciones, inhiben las cisteín proteasas [38, 39] y 

provocan la inmunosupresión de IL-10 [40] que en el hospedador ambas son necesarias 

para la diferenciación y presentación de las APC (células presentadoras de antígenos) lo 

que produce una disminución del cebado de células T por parte de células dendríticas 

[40]. Otras proteínas implicadas en la modulación de la respuesta inmune son las 

serpinas que inhiben las enzimas serin proteasas esenciales para la catálisis enzimática 

[41], como ejemplo podemos citar a un miembro de esta familia de proteínas como es la 
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SPN-2 de la microfilaria B. malayi que inhibe las enzimas de los neutrófilos como 

catepsina y elastasa [42]. Los nematodos gastrointestinales son capaces de secretar 

acetilcolinesterasa, esta enzima es activa en su sistema neuromuscular y su función es 

romper la acetilcolina inhibiendo señales neuronales en el hospedador [43]. 

Un mecanismo que usa el parásito para evadir la respuesta inmune es el 

mimetismo molecular, la evolución paralela del hospedador y los parásitos, podrían 

haber provocado una similitud antigénica entre las dos especies. Por lo cual, la 

disparidad antigénica y la inmunogenicidad se reduce, lo que permite a los parásitos 

causar infecciones crónicas. Proteínas glicosiladas, mencionadas anteriormente, son 

ejemplo de proteínas de nematodos que son secretadas y pueden unirse a receptores del 

hospedador como si fueran proteínas glicosiladas del mismo [44]. En la actualidad se 

conoce que la familia de genes de citoquinas en helmintos está altamente conservada y 

sus productos pueden ser ligandos de las células inmunológicas de mamíferos, un 

ejemplo de estas citoquinas es el TFG que puede prevenir la clásica respuesta 

inflamatoria cuando se une al receptor TFG del hospedador [45]. Las lectinas son 

proteínas de unión a carbohidratos que también están conservadas en el parásito y en el 

hospedador, estando involucradas en varios procesos inmunológicos como la captación 

y presentación de antígenos, adhesión celular, apoptosis y proliferación de células T 

[46]. 

Otro mecanismo utilizado por los nematodos para evadir el sistema inmune del 

hospedador es a través de enzimas antioxidantes. La producción de radicales libres por 

fagocitos es la principal vía inmunológica por parte del hospedador frente al ataque de 

parásitos. Como consecuencia, la mayoría de los parásitos expresan altos niveles de 

enzimas antioxidantes, como por ejemplo la superóxido dismutasa, catalasa, glutatión 

transferasa y tiorredoxinas peroxidasas. Esta última también es responsable de la 

activación de macrófagos por la vía alternativa [47]. 

Como descubrimiento más reciente de inmunomodulación se habla de 

microRNAs que se han encontrado dentro de microvesículas procedentes de las 

membrana celulares de los parásitos, tales como exosomas y microvesículas o 

ectosomas [48]. Las vesículas liberadas por estos parásitos contienen proteínas 

específicas de excreción/secreción que son capaces de fusionarse con las células del 

hospedador. Se ha sugerido que los exosomas juegan un papel importante en la 

comunicación hospedador-parásito [49]. De esta manera, las moléculas liberadas 

pueden desempeñar un papel en la regulación de los genes del hospedador, que conduce 
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a una amortiguación de la respuesta inmune del mismo y por lo tanto aumento de la 

supervivencia del parásito. 

1.4. Respuesta inmunitaria del hospedador inducida por nematodos gastrointestinales 

El proceso de control y eliminación de nematodos gastrointestinales por parte 

del hospedador es considerado muy complejo ya que en él participan en equilibrio la 

respuesta inmunológica a nivel celular y la respuesta inmunológica a nivel humoral [50, 

51]. La efectividad de la respuesta inmunológica está afectada por muchos factores que 

tienen que ver con el hospedador, como edad del animal [52-54], estado fisiológico del 

mismo [55], características genéticas [56] y condiciones medioambientales [57, 58].  

Desde el inicio, estudios de la respuesta inmunológica por parte de organismos 

vertebrados infestados con nematodos gastrointestinales han considerado que la 

capacidad para expulsar los nematodos está mediada por las células Th CD4+, las cuales 

regulan la respuesta inmune mediante la secreción de citoquinas. El descubrimiento de 

las células Th CD4+ llevó a pensar en una respuesta inmunitaria bipolarizada [59], 

concibieron y demostraron un concepto revolucionario de inmunología al dividir las 

células T cooperadoras (Th) en dos subpoblaciones según los perfiles de las citoquinas 

implicadas y establecer así el papel de las células Th1 y Th2. Las células Th1 producen 

interferón-gamma (IFN-γ), factor de necrosis tumoral β (TNF-β) e interleucina 2 (IL-2), 

mientras que las células Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 [60].  

La función de la respuesta inmunológica celular Th2 frente a parásitos helmintos 

fue inicialmente conocida en estudios donde se observa una correlación inversa entre el 

nivel de parasitemia del hospedador y la expresión de la respuesta celular Th2 secretora 

de IL-4 frente al parásito T. spiralis [61, 62].  

En la figura 1.3 se explica de forma gráfica como la IL-13 ha demostrado que 

desempeña una función protectora clave en muchas infecciones por helmintos [63], en 

particular, participa en la expulsión de los parásitos del intestino provocando 

contracciones peristálticas por mediación de las células Tuft [64] que expresan altos 

niveles de IL-25. 
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Figura 1.3. Las células Tuft expresan altos niveles de IL-25 que modulan una respuesta Th2 

con la liberación de IL-13 que favorece la diferenciación de células epiteliales progenitoras de 

células de Goblet a células Tuft [64]. 

La respuesta inmunológica Th2 también protege los tejidos del hospedador del 

daño que los parásitos pueden causar, lo hace mediante macrófagos activados por la vía 

alternativa que expresan receptores IL-4Rα que inician una cascada de señales 

alternativa al ser activados por IL-4 e IL-13, los macrófagos activados producen 

factores que reparan tejidos dañados por la infestación [65]. También se ha demostrado 

que los macrófagos son necesarios para activar la respuesta inmunológica frente a 

nematodos parásitos [66].  

La tercera citoquina comúnmente asociada a la respuesta inmunológica tipo 2 es 

la IL-5, la principal función de esta citoquina es la expansión de eosinófilos desde la 

médula ósea, también se ha demostrado que con la sobreexpresión de IL-5 se observa 

una disminución de larvas en infecciones primarias con nematodos [67].  

Aunque existen evidencias de que en los individuos parasitados por nematodos 

predomina una respuesta de tipo Th2, existen dudas sobre si dicha respuesta, medida 

mayoritariamente en función de los niveles de IL-4, es crucial en el control de las 

infecciones por nematodos [60]. Lo que parece probado es el papel que juegan algunas 

de las interleucinas derivadas de dicha respuesta en la intensidad de la infección y en la 

producción de huevos [68]. 

El desarrollo de tecnologías como citometría de flujo multicolor, desarrollo de la 

ingeniería “fate-mapping” y el estudio de citoquinas en ratones genéticamente 

modificados han permitido en los últimos años el descubrimiento de nuevas células T 

cooperadoras (Th) y así dividir el binomio Th1/Th2. Las nuevas respuestas 
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inmunológicas celulares han sido denominadas Th17, Th9, Th22, TFH [69] y ThGM 

[70] representadas a modo de resumen en la figura 1.4. 

En 2005 se descubre un nuevo tipo de células Th CD4+ denominadas Th17 las 

cuales son capaces de secretar IL-17, IL-17F, IL-21 e IL-22 [71, 72]. En ratón y humano 

se ha descrito que la maduración de linfocitos T a células Th17 está activada por 

diferentes factores como factor de transformación β (TGF-β), IL- 1β, IL-6, IL-21 e IL-

23 [73-78].  

La función de TGF-β es evitar la diferenciación hacia la respuesta inmunológica 

Th1/Th2 mediante la supresión de la expresión de factores de transcripción como Stat4 

y GATA3, permitiendo así una diferenciación de células Th17, aunque algunos autores 

han estudiado que el desarrollo de una respuesta inmunológica Th17 puede ocurrir 

también en ausencia de TGF-β [79, 80]. Trabajos de Ivanov et al. en 2006 demostraron 

que TGF-β y IL-6 promueven la síntesis de receptores IL-21 (IL21-R) y IL-23R, esta 

cascada de señales está regulada por el factor de transcripción RORγT [81]. Por otra 

parte, IL-18 experimenta un proceso sinérgico con IL-23 y promueve la producción de 

IL-17 por parte de células IL-23 CD4+ [82]. 

IL-17 es una potente citoquina proinflamatoria que provoca la inflamación por 

inducción de la expresión del factor de necrosis tumoral (TNF-α), IL-1β e IL-6 en 

células epiteliales y endoteliales así como en otros tipos de células como fibroblastos y 

macrófagos. IL-17 también es conocida como IL-17A y es un miembro de la familia de 

citoquinas IL-17, la cual incluye IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (también llamada IL-

25) e IL17-F [83]. IL17 estimula la producción de citoquinas como CXCL1, CXCL5, 

IL-8, CCL2 y CCL7 que hacen posible la migración de los neutrófilos al sitio de la 

inflamación [84].  

Experimentos más avanzados donde se induce la inflamación en el intestino de 

ratones por anti-CD3, demuestran que células Th17 patógenas en el intestino expresan 

el receptor IL10 (IL-10R) y son reguladas negativamente por las células Treg FOXP3- y 

FOXP3+ dependientes de IL-10 [85]. Es necesaria la expresión de IL-10R para que las 

células Treg sinteticen suficiente citoquina IL-10 y así inhibir la respuesta Th17 [86].  

Células T reguladoras (Treg) son clasificadas como células Th CD4+ que 

expresan el factor de transcripción FOXP3. Estas células pueden ser de dos tipos según 

donde se generen, si se generan en el timo son llamadas células t Treg, pero sin 

embargo, si se generan en la periferia se denominan células p Treg. Como se ha dicho 

en el párrafo anterior, este tipo de células inmunes expresan IL-10 y también TGF-β.  
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Ambos tienen la función de amortiguar los efectos de una excesiva respuesta 

inmune. Una excesiva respuesta inmune por parte del hospedador puede ser iniciada por 

una infección por patógenos y es mediada por las células Th17 antes descritas [87]. 

 

Figura 1.4. Diferenciación de las células T inmaduras a células Th1, Th2, Th17 o células 

reguladoras (Treg) dependiendo del patrón de citoquinas que sintetizan. IL-12 e IFN-γ estimulan 

las células T inmaduras a células Th1. Estas células expresan IFN-γ y TNF-α que son 

responsables de la eliminación de parásitos intracelulares y procesos de alergia. IL-4 estimula a 

las células T para diferenciarlas a células Th2. Las células Th2 expresan IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 

y son responsables de la expulsión de parásitos extracelulares. TGF-β estimula a las células T 

inmaduras para generar una respuesta Treg. Las células Treg expresan TGF-β e IL-10 y son 

responsables de la tolerancia por parte del sistema inmunitario al estado de embarazo de una 

mujer. Estos 3 tipos de células expresan una citoquina responsable de su inducción, teniendo un 

“feedback” positivo. TGF-β e IL-6 estimulan a las células T indiferenciadas para inducir una 

respuesta Th17. Las células Th17 expresan IL-17, IL-21, IL-22 e IL-23 y son responsables de 

enfermedades autoinmunes y aborto. Th17 no presenta un mecanismo de “feedback” positivo, 

pero IFN-γ o IL-4 pueden inhibir la diferenciación de células T inmaduras a Th17. Además, IL-

6 e IL-12 inhibe las células Treg y células Th2 respectivamente [87].  

Schmitt et al. en 1994 y 1998 [88, 89] describieron primero la producción de una 

nueva interleucina IL-9 por parte de las células T inmaduras. Y seguidamente 

describieron las citoquinas responsables de la diferenciación de células T inmaduras 

productoras de IL-9. En un principio estas células fueron asociadas con la respuesta 

inmunológica Th2 ya que en experimentos iniciales parecía que IL-9 tenía efectos 

restrictivos durante la respuesta inmunológica, además de no haber sido estudiada con 

profundidad como lo estaban siendo otras citoquinas.  
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La diferenciación de células T productoras de IL-9 está inducida por IL-2, el 

factor de transcripción 5 (STAT5) e IL-4 por la vía del factor de transcripción 6 

(STAT6). Aunque esta combinación de citoquinas es suficiente para la diferenciación de 

las células Th9, alguna otra cascada de señales ha sido identificada aumentando la 

producción de IL-9 por estas células. El factor nuclear kB (NF-kB) que sintetiza IL-1, 

IL-25 e IL-23 o una señalización a través de la vía del factor de transcripción STAT1 

que induce la expresión del INF-1 y IL-1β. Los receptores de las células T (TCR) y las 

moléculas co-estimuladoras de los mismos tienen un papel importante en la activación 

de la transcripción de IL-9 después de la interacción con las células presentadoras de 

antígenos (APCs). Esto ocurre principalmente por la activación del factor nuclear de 

células T activadas (NFAT) mediante co-estimulación de TCR y CD28 o también por la 

coestimulación de NF-kB por parte de 41BB y OX40 [90].  

Un experimento con ratones transgénicos que sobreexpresan IL-9 vislumbra la 

importante función protectora que puede tener esta citoquina en las distintas respuestas 

inmunológicas, incluyendo la resistencia por parte del hospedador a la infección por 

nematodos parásitos a nivel intestinal [91-94].  

La citoquina IL-9 ante la infección por un nematodo estimula el crecimiento, 

proliferación y la supervivencia de las células T, aumenta la producción de IgE de los 

linfocitos B, también promueve la proliferación y diferenciación de mastocitos y células 

hematopoyéticas e induce la producción de moco y el mecanismo de quimiotaxis por 

parte de las células del epitelio del intestino que hace que aumente la movilidad 

intestinal. 

1.3.1. Resistencia a fármacos 

El control de la infección por nematodos gastrointestinales depende 

principalmente del uso de fármacos antihelmínticos los cuales tienen un coste de 

muchos millones de euros cada año a nivel mundial y ha sido descrita una elevada 

resistencia por parte de la mayoría de los parásitos, incluyendo miembros de tres 

superfamilias Ancylostomoidea, Strongyloidea, y Trichostrongyloidea [95-97]. La 

resistencia a fármacos se ha convertido en un fenómeno muy común y preocupante, 

incluyendo la resistencia a las tres principales clases de antihelmínticos que han tenido 

éxito en quimioterapia como benzimidazoles, imidotiazoles y lactonas macrocíclicas 

[98-100]. El desarrollo de resistencia en nematodos gastrointestinales a los fármacos 

más usados en todas partes del mundo podría ser debido al uso de insuficientes dosis del 
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fármaco elegido, inapropiada ruta de administración o elección de un fármaco inefectivo 

para un parásito en concreto. El uso de estos fármacos provoca una acumulación de 

residuos químicos en la carne de los animales tratados, un impacto en el medio 

ambiente y un coste alto de la terapia. Como consecuencia, el control de la infección por 

nematodos gastrointestinales asciende a muchos millones de euros [101]. En las últimas 

décadas no se han introducido en el mercado nuevos fármacos, exceptuando los 

derivados de amino-acetonitrilos con actividad frente a todos los nematodos 

gastrointestinales, incluyendo los que ya han mostrado resistencia a otras drogas [102, 

103]. 

1.5. Desarrollo de vacunas 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) define vacuna como cualquier 

preparación destinada a generar inmunidad contra una enfermedad estimulando la 

producción de anticuerpos. Tratándose, por ejemplo, de una suspensión de 

microorganismos muertos o atenuados, o de productos o derivados de microorganismos.  

Las ventajas que presentan las vacunas frente a los fármacos es que son por lo 

general de fácil uso, estimulan de forma natural el sistema inmune, son más seguras en 

términos de ecotoxicidad y carecen de residuos que sean perjudiciales y sigan la cadena 

trófica. 

Sólo unas pocas vacunas frente a parásitos helmintos están disponibles 

comercialmente y casi todas corresponden a organismos vivos atenuados. Un ejemplo 

son las vacunas para ganado vacuno como Huskvac (Intervet) y Dictol (Schering Plough 

Animal Health), que han desarrollado una buena respuesta inmunológica frente a la 

infección de parásitos de pulmón. Consiste en una suspensión acuosa de larvas L3 de 

Dictyocaulus viviparus atenuadas con radiación gamma. Sin embargo su uso es cada 

vez más reducido debido a la obtención, ya que la vacuna en sí tiene una vida reducida, 

necesitando un continuo mantenimiento de animales donadores de larvas L3, así como 

el peligro y coste que supone el manejo de material biológico vivo [104, 105].  

La producción de vacunas basadas en proteínas nativas y recombinantes, puede 

hacer la comercialización de vacunas una realidad, pero en el caso de los nematodos es 

muy difícil la obtención de proteínas nativas en grandes cantidades debido a la 

dificultad del mantenimiento de sus ciclos de vida biológicos, además de los problemas 

asociados a la obtención de una formulación comercialmente estable. Por estas razones, 
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el desarrollo y comercialización de este tipo de vacunas podría depender del uso de 

proteínas recombinantes [106]. 

Las vacunas basadas en proteínas nativas frente a nematodos gastrointestinales 

se han dividido en dos clases. Antígenos ocultos o encubiertos, que derivan 

generalmente del intestino del parásito y no están expuestos al sistema inmune del 

hospedador durante la infección, y antígenos naturales que son reconocidos durante la 

infección, estos últimos generalmente son productos de excreción-secreción o antígenos 

de superficie. 

Se ha visto que los antígenos ocultos son altamente efectivos en nematodos que 

se alimentan de sangre, tales como H. contortus, ya que hay un contacto directo entre 

las células inmunológicas del hospedador y los antígenos del parásito. Por el contrario 

no son eficientes frente a nematodos que no se alimentan de sangre. Sin embargo los 

antígenos naturales deberían ser igual de eficientes en los dos tipos de nematodos 

descritos anteriormente, además de tener la ventaja de despertar la respuesta inmune del 

hospedador por infección natural del parásito.  

El antígeno mejor caracterizado de H. contortus es una glicoproteína de 

membrana de 110 kDa llamada H11. La proteína nativa H11 está purificada de parásitos 

adultos y ha sido probada como vacuna en un largo número de razas de ovejas distintas, 

incluyendo corderos de temprana edad. Se ha visto que este antígeno induce un alto 

nivel de anticuerpos mediado por una respuesta inmunológica por parte del hospedador 

que se traduce en la reducción del 90 % de huevos en heces y un 75 % menos de carga 

parasitaria [107]. 

A antígenos de bajo peso molecular de 15 y 24 kDa que forman parte de los 

productos de excreción-secreción derivados del estadio larvario L4 y adulto de 

H. contortus se le han reconocido un papel protector en la segunda infección en ovejas 

al comparar el título de anticuerpos con la infección primaria [108]. Cuando estos 

antígenos fueron usados para inmunizar ovejas con 9, 6 y 3 meses se vio que despiertan 

una respuesta humoral a los 9 y 6 meses de edad pero no a los 3. En ovejas vacunadas 

con 9 y 6 meses se ha comprobado que se reduce un 82 y 77 % respectivamente la carga 

parasitaria pero no se encontró reducción a los 3 meses de edad. La protección frente al 

parásito fue correlacionada con altos niveles de IgG, IgA e IgE y con la presencia de 

mastocitos en el abomaso [109]. 

Otro ejemplo de búsqueda de antígenos naturales para ser utilizados como 

vacuna son pequeñas cantidades de péptidos (p26/23) obtenidos de la fracción soluble 
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de gusanos de H. contortus [110]. De esta misma fracción soluble, en un estudio 

posterior, se purificó la proteína nativa Hc23 para ser probada en un ensayo de 

inmunización con corderos, donde se observó una reducción de huevos en heces y 

disminución de parásitos adultos en el abomaso del hospedador [111].  

También hay evidencias recientes de estudios de una vacunación exitosa de 

administración intramuscular en terneros con la fracción más abundante de antígenos 

nativos purificados de los productos de excreción-secreción del estadio adulto del 

parásito Cooperia oncophora, concretamente son proteínas activadoras de la respuesta 

inmune “activation-associated secreted proteins (ASP)” que provocan una disminución 

del número de gusanos del 80.6 % y una respuesta humoral caracterizada por un 

incremento de los niveles de IgG1 en la mucosa intestinal en el grupo de animales 

vacunados con respecto al grupo control [112].  

Muchos intentos sin éxito, en gran parte no publicados, se han hecho en varios 

laboratorios para producir antígenos recombinantes que sirvan de protección frente a 

infecciones por nematodos. Se piensa que este fracaso en los experimentos de vacunas 

recombinantes puede ser debido a las ausencias o diferencias en la glicosilación y 

conformación de la proteína recombinante en relación a la proteína nativa [113]. A 

pesar de esto, existen trabajos con resultados favorables para la utilización de antígenos 

recombinantes como vacunas, que demuestran que puede ser una solución a la 

resistencia de fármacos.  

Un ejemplo de ello es la exitosa inmunización de ovejas frente al parásito 

T. circumcincta. En este trabajo se utilizó como vacuna una dosis compuesta por 8 

moléculas recombinantes que fue administrada a los animales en tres inmunizaciones 

separadas en el tiempo. Para la selección de las moléculas se emplearon técnicas de 

inmunoproteómica para la búsqueda de homología con moléculas recombinantes de 

otros nematodos probadas en ensayos de vacunación que presenten una fuerte actividad 

inmunomoduladora. El experimento se llevó a cabo en dos ensayos, con distintos 

tiempos de inmunización e infección. En ambos ensayos se detectó una disminución del 

número de huevos en heces en animales vacunados en relación a animales control. La 

reducción media en el número de huevos fue significativamente más alta en el primer 

ensayo (70 %) que en el segundo (58 %). Se contaron huevos en heces en el momento 

en el cual el parásito adulto excreta más huevos, en este pico se observó que había una 

reducción del 92 % en el primer ensayo y del 73 % en el segundo. También se 

contabilizaron el número de gusanos adultos al final del experimento, la autopsia mostró 
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una reducción del 75 % en el primer ensayo y del 56 % en el segundo ensayo. Los 

resultados de ambos ensayos fueron comparables, aunque con diferencias en el tiempo. 

Esta diferencia en el tiempo de la resistencia del parásito puede ser debida a la edad de 

los corderos, ya que en el segundo ensayo eran 30 días más jóvenes que en el primer 

ensayo, como consecuencia los animales han podido ser menos capaces de controlar la 

infección [114]. El éxito de esta vacuna también se apoya en que no es esencial una 

efectividad del 100 % frente a nematodos parásitos de rumiantes. De hecho, beneficios 

sustanciales se podrían alcanzar cuando el resultado es del 60 % en el 80 % del ganado 

en los dos primeros meses de la infección que es cuando el parásito excreta mayor 

cantidad de huevos y así se evita la reinfección y permite el desarrollo de la inmunidad 

natural sin pérdidas de producción [115]. 

En párrafos anteriores hablamos del antígeno natural “activation-associated 

secreted proteins (ASP)” de C. oncophora que ha tenido en su forma nativa resultados 

de protección muy favorables y en diferentes especies de nematodos. Trabajos con 

O. ostertagi en vacas se han realizado para poder desarrollar una vacuna comercial. Para 

ello era necesario la producción de un antígeno recombinante. La inmunización con la 

proteína recombinante Oo-ASP1 no dio lugar a ninguna protección en el ensayo de 

infección en vacas ya que no hubo una reducción en la producción de huevos en heces o 

en la carga parasitaria. Por otra parte, es importante tener en cuenta que la fracción de 

ASP nativa consistió en dos ASPs, es decir, Oo-ASP1 y Oo-ASP2. Aunque Oo-ASP1 es 

mucho más abundante en la fracción protectora y comparte similitud con Oo-ASP2, 

puede ser que Oo-ASP2 o una mezcla de ambas moléculas sea necesaria para la 

protección [116]. 

Un antígeno inmunogénico de bajo peso molecular expresado por especies de 

Ascaris que parasitan a humanos y cerdos ha sido clonado del genoma de Ascaris suum 

para obtener la proteína recombinante As16 (rAs16) [117] y proponerla como vacuna 

para la ascariasis humana y de cerdo. La estrategia que siguió el experimento fue la 

inmunización por vía intranasal y como adyuvante, la toxina colérica (TC). Los cerdos 

vacunados con rAs16-CT fueron protegidos de la migración de las larvas de A. suum a 

través de los pulmones debido a una reducción del 58 % de la fase larvaria L3 en 

relación a los controles no vacunados. La fase larvaria L3 es inhibida por 

inmunoglobulinas de cerdos vacunados con rAs16-CT y experimentos de 

inmunofluorescencia localizan la proteína As16 en el tracto digestivo de la fase larvaria 

L3, tanto en el esófago, intestino como hipodermis sugiriendo que quizás la respuesta 
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inmune por parte del hospedador inhibe las funciones de los tejidos del intestino de 

Ascaris spp. [118].  

 Strube et al. en 2015 [119] obtuvieron resultados prometedores al evaluar el 

potencial del antígeno recombinante paramyosin (rPMY) del parásito D. viviparus, 

nematodo pulmonar de bovinos, como posible vacuna frente a la infección por 

nematodos, comparándolo con la ya vacuna comercial Bovilis©Dictol. La proteína 

muscular paramyosin (PMY) forma parte de la pared del cuerpo y musculatura de la 

faringe de helmintos. Su peso molecular es aproximadamente de 100 kDa y parece que 

su función es la de unir colágeno e interaccionar con parte del sistema del complemento. 

El experimento se hizo en dos ensayos donde se utilizaron vacas de 6 a 7 meses de edad, 

se inmunizaron por vía intramuscular en el cuello en los días 0, 21 y 42, y como 

adyuvante se utilizó la saponina Quil A. El reto se hizo en los días 62, 63 y 64 desde el 

inicio del experimento con 1100 larvas de fase L3 de D. viviparus por día y vía oral, en 

el primer ensayo y con 1000 larvas L3 por día y vía oral, en el segundo ensayo. Todos 

los animales vacunados con rPMY desarrollaron anticuerpos en respuesta a la vacuna. 

Las inmunoglobulinas que experimentaron picos más altos a lo largo de todo el ensayo 

fueron la familia de las IgG, incluyendo IgG1 e IgA. Estas inmunoglobulinas al ser 

secretadas por la mucosa pueden ser las responsables de la expulsión de los parásitos. El 

antígeno rPMY propuesto como futura vacuna protegió parcialmente al ganado contra la 

infección por D. viviparus aunque la vacuna comercial Bovilis©Dictol indujo una mayor 

reducción de la carga parasitaria y expulsión de larvas. Este antígeno fue un buen 

candidato para estudios de mejora de la vacuna. Mejoras como, nuevos adyuvantes, 

sistema de expresión en eucariotas, o incluso combinación con otras proteínas 

inmunogénicas del parásito. 

Otra alternativa a las vacunas de organismos vivos atenuados frente a helmintos 

son las vacunas de DNA, aunque hasta el momento el nivel de protección logrado es 

bajo. Como ejemplos, Espino et al. en 2005 [120] desarrollaron una vacuna de DNA 

frente a Fasciola hepatica, empleando la secuencia del gen FhSAP-2 y Zhu et al. en 

2006 [121] emplearon la secuencia del gen Sj23 frente a Schistosoma japonicum.  

Para la protección frente a T. spiralis hay varios trabajos de éxito donde se han 

utilizado antígenos que se administran en forma de vacuna de DNA utilizando siempre 

una cepa de Salmonella typhimurium atenuada, ya sea por vía oral o intranasal. Un 

péptido de 30 residuos derivado de una glicoproteína de 43 kDa (gp43) que se encuentra 

en productos de excreción-secreción del parásito T. spiralis ha sido ensayado como 
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vacuna de DNA utilizando como vector la bacteria atenuada S. typhimurium que se ha 

comprobado que administrada por vía oral o intranasal despierta una respuesta inmune a 

nivel de mucosa y protege al hospedador de la fase intestinal de T. spiralis. Los ratones 

inmunizados por vía intranasal presentaron una respuesta inmune protectora tras ser 

retados con el parásito. Mostraron una reducción del 61.83 % en el número de gusanos 

adultos después de 8 días de ser infectados. La respuesta inmune se caracterizó por una 

respuesta humoral protagonizada por la secreción de IgG1 y una respuesta celular con 

secreción de IL-5, demostrando que la bacteria atenuada S. typhimurium es un buen 

transportador de péptidos inmunogénicos para proteger con respecto a la fase intestinal 

de T. spiralis [122].  

Los autores Liu et al. en 2015 [123] han encontrado recientemente un buen 

antígeno que administran en forma de vacuna de DNA por vía oral dando unos 

resultados muy aceptables de protección en ratones de la cepa BALB/c. La proteína 

Nudix hidrolasa de T. spiralis (TsNd) se encuentra unida a las células del epitelio 

intestinal del parásito. Para la construcción de la vacuna de DNA, la secuencia completa 

de cDNA del gen TsNd se clonó en un plásmido de expresión en eucariotas que fue 

transformado en una cepa de S. typhimurium atenuada (TsNd/S. typhimurium) para 

posteriormente inmunizar a ratones por vía oral. La inmunización con (TsNd/S. 

typhimurium) levanta una alta respuesta a nivel de la mucosa con la secreción de IgA y 

una sistémica respuesta inmune Th1/Th2. Este ensayo de vacunación tras el reto con el 

parásito, presentó una reducción del 73.32 % en gusanos adultos y una disminución del 

49.5 % en larvas del músculo esquelético con respecto al grupo control.  

Por consiguiente, la meta de cualquier vacunación es inducir una respuesta 

inmune potente capaz de proteger el mayor tiempo posible al organismo frente a una 

infección. Al contrario de lo que ocurre con el uso de vacunas vivas atenuadas o el uso 

de organismos muertos, los antígenos nativos purificados y los recombinantes requieren 

la utilización de potenciadores de la inmunidad, denominados adyuvantes. 

1.5.1. Adyuvantes 

Los adyuvantes son compuestos que incrementan la respuesta inmune frente al 

antígeno inoculado. Los adyuvantes comenzaron a desarrollarse a partir de la segunda 

década del siglo XX, cuando observaron que los caballos que desarrollaban abscesos en 

el sitio de inyección del toxoide diftérico generaban mayores títulos de anticuerpos 

específicos que aquellos que no los tenían [124]. Posteriormente, se descubrió que los 
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abscesos generados por la infección de sustancias extrañas junto con el toxoide, 

aumentaban la respuesta antitoxina en caballos. En 1926, [125] descubrieron los efectos 

potenciadores que tiene la asociación de sales de aluminio a las vacunas, y las 

denominaron genéricamente como adyuvantes de alumbre. Con Freund en 1937 [126] 

se desarrolló uno de los más potentes adyuvantes conocidos y que lleva su nombre. Se 

compone de una mezcla de agua y aceites junto con micobacterias. Más tarde fue 

modificado por Stuart-Harris en 1969 [127] eliminaron las micobacterias para disminuir 

su gran toxicidad. Es el llamado adyuvante incompleto de Freund. En 1947, Greenberg 

y Fleming demostraron que el toxoide diftérico aumentaba la antigenicidad de la vacuna 

frente a la tos ferina mediante bacterias completas. Jonhson et al. en 1956 descubrieron 

el efecto adyuvante de los lipopolisacáridos (LPS) de las bacterias gram negativas, lo 

que abrió la puerta a diferentes técnicas para detoxificar LPS y poder añadirlo a las 

vacunas [128]. 

Más recientemente, han sido identificados y caracterizados otros derivados de 

origen bacteriano y se ha comprobado su función inmunomoduladora e 

inmunopotenciadora como parte del DNA [129]. Se conoce que cientos de compuestos 

naturales y sintéticos poseen actividad adyuvante. Varios de ellos han demostrado ser 

más efectivos que los adyuvantes de alumbre y potencian respuestas inmunes mediadas 

por anticuerpos, así como respuestas celulares intensas [130]. 

La selección de un adyuvante viene determinada en primer lugar por el tipo de 

antígeno, la especie que se desea vacunar, la ruta de administración y la posibilidad de 

que se produzcan algunos efectos adversos como consecuencia de la vacunación. Las 

reacciones adversas asociadas a los adyuvantes se clasifican en locales y sistémicas. Las 

reacciones adversas locales incluyen dolor, inflamación local, necrosis en el sitio de la 

inyección o en zonas adyacentes, linfoadenopatías regionales y, en raras ocasiones, la 

inducción de granulomas y la formación de abscesos estériles. Las reacciones sistémicas 

observadas incluyen náuseas, fiebre, artritis por adyuvante y uveítis, anafilaxis, 

toxicidad específica de órgano e inmunotoxicidad, liberación de citoquinas, 

inmunosupresión y enfermedades autoinmunes [131, 132]. 

Los adyuvantes ideales deben reunir una serie de condiciones tales como la 

estabilidad, la biodegradabilidad, deben ser inertes inmunológicamente y capaces de 

promover una alta respuesta inmune ya sea celular o humoral dependiendo del tipo de 

respuesta que se desee [133]. La eficacia de la inmunización y de los adyuvantes 

depende del tipo de ruta de administración de la vacuna. No se obtiene la misma 
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respuesta con una inmunización a través de mucosas que una administración parenteral, 

así dependiendo de ésta, el uso de nuevos vectores y sistemas de liberación de los 

antígenos o adyuvantes dependerá de la ruta elegida. En general las rutas intradérmicas 

son más efectivas que las intramusculares [134].  

Los adyuvantes los podemos clasificar en función de su modo de acción, de su 

naturaleza química o de su origen [135], así tendremos: 

1.5.1.1. Adyuvantes inorgánicos 

Sales de aluminio o alumbre: son partículas con un tamaño entre 100 y 1000 

nm compuestas por sales de aluminio insolubles derivadas de hidróxido de sodio o 

fosfato de aluminio. Este tipo de adyuvantes han sido ampliamente utilizados en 

vacunas humanas y de animales, ya que son los únicos adyuvantes de aprobación 

general para su uso clínico, por lo que fueron usados inicialmente en vacunas contra 

tétanos, difteria, tos ferina y poliomielitis; en vacunas veterinarias, estos adyuvantes han 

sido utilizados ampliamente contra agentes virales y bacterianos, así como en vacunas 

antiparasitarias. Desafortunadamente son adyuvantes relativamente pobres en mucha 

situaciones, particularmente en la inducción de la inmunidad celular ya que las sales o 

los hidróxidos de aluminio en general son buenos adyuvantes cuando se pretende 

potenciar la inmunidad humoral pero son malos inductores de la inmunidad celular 

[134, 136-138]. 

Normalmente el aluminio es excretado por los riñones, aunque bajo ciertas 

condiciones tales como una reducción de las funciones renales, el aluminio se acumula 

en el cuerpo y puede ser tóxico. Altos niveles de aluminio afectan al cerebro, por lo que 

se ha relacionado con enfermedades neurodegenerativas, esclerosis amiotrópica lateral, 

alzhéimer, entre otras, así como también la inducción de una respuesta IgE y alergias 

[139-141]. Igualmente, los granulomas son comunes cuando el aluminio se suministra 

por vía subcutánea o intradérmica, pero no por vía intramuscular [142]. 

El mecanismo por el cual las sales de aluminio actúan se desconoce, pero 

pudiera deberse a la formación de un depósito del antígeno absorbido de la sal en el 

lugar de la inoculación. Otros posibles mecanismos de acción pueden involucrar la 

activación del complemento o de los macrófagos y eosinófilos [143]. El fosfato de 

calcio ha sido empleado durante décadas para las vacunas del grupo de difteria-tétanos-

pertusis [142, 144]. Aunque el fosfato de calcio tiene propiedades similares a las de los 

compuestos de aluminio, esta sal presenta varias ventajas: (i) es un constituyente normal 
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del cuerpo y, como tal, es bien tolerado; (ii) adsorbe eficientemente a los antígenos y 

permite su liberación lenta; (iii) genera niveles elevados de anticuerpos IgG; y no 

incrementa la producción de IgE. En varias pruebas se ha encontrado que el uso de 

vacunas adyuvantadas con calcio es eficiente y seguro contra reacciones adversas a 

largo plazo. Sin embargo, se han observado reacciones neurológicas esporádicas en el 

caso de vacunas de pertusis absorbidas a fosfato de calcio [144]. 

Otros compuestos inorgánicos se han probado buscando alternativas a las sales 

de aluminio. El óxido de zinc es un compuesto no tóxico utilizado comúnmente como 

suplemento dietético, por esto podría ser un candidato ideal como adyuvante 

biocompatible. El efecto adyuvante del óxido de zinc se ha evaluado en ratones y se 

demostró que actúa sobre el sistema inmune estimulando la respuesta Th2. Otros 

estudios sugieren que el óxido de zinc es un adyuvante más seguro que el hidróxido de 

aluminio porque estimula la respuesta inmune con mayor potencia, posee baja toxicidad 

e induce una débil respuesta alérgica.  

Nanopartículas de óxido de cobalto también han atraído la atención en la 

búsqueda de adyuvantes. En estudios con ratones encontraron que el óxido de cobalto 

estimula una mayor respuesta Th2 que la que puede inducir el óxido de zinc o el 

aluminio. Además, la producción de IgE e IgG1 fueron menos pronunciadas, por tanto 

indica que hay menos riesgo de respuestas alérgicas al antígeno cuando se utiliza con el 

adyuvante [145].  

Emulsiones: las emulsiones más utilizadas como adyuvantes incluyen 

soluciones acuosas del antígeno en aceites minerales o vegetales, es el caso del 

adyuvante incompleto de Freund, Montanide, Lipovant o el ADAD [146-148]. En 

general los adyuvantes basados en emulsiones poseen un mecanismo de acción basado 

en la liberación lenta del antígeno y la estimulación de las células B para producir 

anticuerpos. Poseen efectos adversos, a veces graves, en especial el coadyuvante de 

Freund. 

Dichas reacciones adversas incluyen reacciones inflamatorias, granulomas y 

úlceras en el lugar de la inoculación. A fin de evitar estas reacciones se han buscado 

formulaciones que disminuyan la toxicidad, basadas en emulsiones de agua y aceite no 

mineral (Montanide), o aceite y agua que incorporen otras sustancias 

inmunopotenciadoras como saponinas o extractos de plantas inmunomoduladores. Con 

ésta filosofía se desarrolló el ADAD que incorpora extracto de Quillaja saponaria y 

extracto acuoso de Polypodium leucotomos [147], en todo caso estos adyuvantes en su 
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mayoría son experimentales y de uso en vacunación animal. Adyuvantes como 

Montanide han mostrado ser potentes en numerosas vacunas experimentales en ratones, 

ratas, gatos, perros y cerdos, tanto con péptidos sintéticos como con antígenos virales, y 

también han sido usados en estadios preliminares de vacunas contra VIH, malaria y 

cáncer de mama [149]. 

Compuestos tensoactivos: los compuestos tensoactivos derivan de saponinas, 

un grupo heterogéneo de esteroles y triterpenos glicosidos de origen vegetal [150-152]. 

Estos compuestos tienen una serie de propiedades químico-físicas entre las que se 

incluye la saponificación y en especial la propiedad de estimular el sistema inmune. Una 

de las más empleadas es la saponina procedente del árbol de origen chileno Quillaja 

saponaria [153] cuyos extractos acuosos son tóxicos y con características hemolíticas 

[154], pero la fracción obtenida por cromatografía de fase reversa QS-21 denominada 

Quil A constituye el mejor candidato como inmunopotenciador [155]. En el 2004 una 

nueva saponina fue aislada del árbol Quillaja brasiliensis [152] demostrando ser un 

potente adyuvante desencadenando una respuesta específica celular y así siendo una 

posible opción a la saponina Quil A [156]. 

Entre las propiedades ligadas a las saponinas, se incluyen, un excelente efecto 

adyuvante para antígenos tanto T-dependientes como T-independientes, y la 

estimulación de isotipos asociados a respuestas de células Th1. Esta clase de adyuvantes 

inducen, además, respuestas de linfocitos T citotóxicos CD8+, propiedad asociada 

usualmente con vectores virales. Las saponinas también potencian vacunas 

administradas por las vías mucosales [152]. Actualmente los tensoactivos forman parte 

de sistemas de adyuvantes más complejos como el propio sistema ADAD antes 

mencionado o formando parte de los denominados Complejos Inmunoestimulantes 

(ISCOM), en ellos la saponina mantiene su actividad como adyuvante, se elimina su 

actividad hemolítica y disminuye su toxicidad [157]. El uso en humanos de Quil A ha 

sido aceptado cuando se emplea en bajas dosis [158], en los últimos años se ha 

comenzado a utilizar en vacunas contra el cáncer [159]. 

1.5.1.2. Adyuvantes derivados de microorganismos 

Dada su alta capacidad inmunomoduladora, una serie de sustancias derivadas de 

bacterias y hongos constituyen una buena fuente de adyuvantes. Incluso han sido usados 

como adyuvantes “fantasmas” de bacterias, empleándose en vacunación oral o de 

inducción de inmunidad en mucosas [160-162]. 
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Los lipopolisacáridos (LPS) de la pared bacteriana o el peptidoglicano son 

capaces de disparar una respuesta inmune, a pesar de que ellos no son por si mismos 

muy inmunogénicos. Esta actividad inmunomoduladora se realiza mediante la 

activación de los receptores TLRs [163]. Se han usado diferentes especies de bacterias 

como adyuvantes, incluyendo Mycobacterium spp, Corynebacterium parvum, C. 

granulosum, Neisseria meningitidis o Bordetella pertussis. Lamentablemente, estos 

microorganismos y sus componentes son tóxicos, por lo que no pueden emplearse en 

vacunas humanas. 

Se ha identificado que el componente de la pared bacteriana más activo como 

adyuvante es el N-acetyl-muramyl-L-alanyl-D-isoglutamina también denominado como 

MDP. En la célula MDP es detectado por el receptor citoplasmático NOD2 que forma 

parte de la respuesta inmunológica innata de humanos. Modificaciones estructurales de 

MDP y sus derivados han sido ampliamente estudiados en un intento de aumentar la 

actividad adyuvante y reforzar la respuesta inmune efectiva para uso clínico en el 

tratamiento del cáncer y otras enfermedades [164]. Recientemente se han sintetizado 

conjugados antígeno-MDP y se ha demostrado que constituyen una vacuna capaz de 

estimular al receptor NOD2, así como la maduración de las células dendríticas y la 

presentación de antígenos al sistema mayor de histocompatibilidad (SMH) [165].  

Los LPS son derivados de la pared celular de bacterias Gram negativas y su 

mayor componente estructural es el lípido A. En condiciones de pH ácido se hidroliza a 

monofosforyl-lípido A que reduce la toxicidad y mantiene la capacidad adyuvante 

[166]. Existen otros compuestos derivados de la pared celular como la trealosa 

dimicolate, que es un adyuvante capaz de inducir una respuesta tanto celular como 

humoral [167].  

Otros componentes bacterianos con propiedades de adyuvantes son flagelina, 

HSP60, CpG, DNA, dsRNA que actúan también como inmunoestimuladores por unión 

a los diferentes TLRs [163]. 

Las toxinas bacterianas también han sido utilizadas como adyuvantes entre las 

que se encuentran la subunidad β de la toxina colérica (TC) obtenida a partir de Vibrio 

cholerae, o la enterotoxina termolábil de Escherichia coli [168, 169]. 

TC es una enterotoxina secretada por la bacteria Vibrio cholerae que es 

responsable de la diarrea asociada con el cólera. Esta enterotoxina es un potente 

adyuvante a través de mucosa para la estimulación de respuesta inmunológica para un 

antígeno específico. Esta toxina termolábil está compuesta por una subunidad A 
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formada por el dímero A1 y A2 y 5 subunidades B. Todas estas subunidades están 

codificadas por el operón ctxAB. Las subunidades B tienen una alta afinidad por los 

receptores gangliósidos GM1 de las células epiteliales, pero por sí solos no causan una 

alteración en la permeabilidad de la membrana celular.  

La acción tóxica es debida a la cadena polipeptídica A1, que penetra dentro de la 

célula y activa la enzima adenilato ciclasa, causando la conversión de adenosina 

trifosfato (ATP) a adenosina monofostato cíclico (AMPc) [170, 171]. Este aumento de 

los niveles de AMPc produce la pérdida de iones y agua a la luz intestinal. Aunque la 

toxicidad de la TC impide su aplicación en la clínica, la comprensión de los 

mecanismos que subyacen a su potente actividad adyuvante puede conducir al 

desarrollo de adyuvantes no tóxicos y eficaces para la vacunación a través de mucosa, 

por lo que se usa a nivel experimental la TC sub unidad β capaz de inducir una 

respuesta Th17 inflamatoria. 

Numerosos estudios han revelado que los fagocitos mononucleares, incluyendo 

las células dendríticas (DC), son los objetivos fundamentales de la actividad adyuvante 

de TC [172, 173]. TC se considera un potente adyuvante de la respuesta inmunológica 

Th2 ya que estimula las citoquinas asociadas a esta respuesta y una gran expresión de 

IgG1 [174, 175]. Otros estudios han demostrado sin embargo que el AMPc y Gsα 

pueden regular de forma positiva la respuesta Th1 y Th17. Además la TC puede actuar 

por la vía de Gsα sin células CD11b+ para promover la respuesta Th1, Th2 y Th17, pero 

en presencia siempre de IL-12 e IL-17 para que la TC pueda actuar como adyuvante 

[176]. En conjunto todos estos estudios indican que la TC actúa como adyuvante a 

través de fagocitos mononucleares, sin embargo no se conocen los mecanismos 

celulares y moleculares por los que TC promueve la respuesta inmunológica frente a 

antígenos específicos. La habilidad de TC de aumentar la retención de antígenos a 

través de la mucosa y activar a las células presentadoras de antígenos por la unión a los 

receptores gangliósidos GM1 junto con la estimulación de la producción de TGF-β e IL-

10 e inhibición de IL-6 quizás sea la explicación a la fuerte efectividad de la utilización 

de TC como adyuvante [177]. Así la TC está involucrada en la inducción de la 

inmunidad innata por la estimulación de las citoquinas proinflamatorias como la IL-1β, 

la IL-15 y la IL-18, algunas de las cuales provocan a su vez una cascada de señales que 

favorecen la estimulación de la respuesta a través de las mucosas y una fuerte respuesta 

inmune adaptativa [178]. 
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1.5.1.3. Sistemas particulados de liberación de antígenos 

La naturaleza de las partículas, aún a pesar del efecto de acumulación en el lugar 

de la inoculación, determina el tipo de respuesta inmune que va a desarrollarse y el tipo 

de citoquina que las células T segregarán. Los sistemas más usados son los liposomas, 

microesferas de polímeros, nanopartículas, complejos inmuno-estimulantes (ISCOM) y 

partículas parecidas a virus. 

Liposomas: los liposomas son esferas sintéticas formadas por capas lipídicas 

que encapsulan el antígeno, lo que hace que actúen tanto como sistema de liberación 

antigénico, como de adyuvante. La eficacia de los liposomas depende del número de 

capas [179], carga eléctrica [180], composición y métodos de preparación [181, 182]. El 

uso de los liposomas como método de inmunización se basa en el fenómeno 

denominado “co-delivery”, que potencia, tanto la inmunidad humoral, como la celular, 

para antígenos de naturaleza proteica y polisacárida [183, 184]. El antígeno se presenta 

simultáneamente a las células CD8+ responsables de la memoria inmunológica, pero 

estudios recientes han descubierto que no es necesaria la presencia de CD4+ vía MHC 

clase I y MCH clase II, de forma similar a lo que ocurre con los virus [185, 186]. El 

tiempo de vida media de los antígenos incorporados en liposomas en la sangre es muy 

prolongado, lo que asegura una mayor exposición de antígeno a las APC. De todas 

formas, la estabilidad, modo de prepararlos y calidad de los componentes que lo forman 

son un problema al usar liposomas como adyuvantes en humanos. 

Microesferas de polímeros: las microesferas de polímeros son micropartículas 

de un tamaño comprendido entre nanómetros y micrómetros donde los antígenos 

pueden ser atrapados. Estos sistemas constituyen actualmente un sistema adyuvante de 

liberación directa de antígenos sobre las células dendríticas inmaduras [187]. Se han 

usado numerosos polímeros para preparar dichas nanoesferas, como hialuronato [188], 

alginato [189], fibrina [190], agarosa o poly lactic-co-glycolic acid (PLGA) [191]. La 

mayoría de estos compuestos son biocompatibles y biodegradables [192]. Las partículas 

pueden cargarse positiva o negativamente para lograr la captación de diferentes 

antígenos como azúcares, proteínas o incluso ácidos nucleicos [193] y pueden ser 

usadas tanto en rutas sistémicas como mucosales. Las micropartículas inducen 

predominantemente el isotipo IgG2a indicando que inducen una respuesta de tipo Th1 

[194]. En estudios recientes, las micropartículas han mostrado eficacia en vacunas de 

DNA [195]. Una característica particularmente atractiva es su habilidad de controlar la 
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liberación de antígenos atrapados, lo que puede permitir el desarrollo de vacunas de una 

sola dosis [196]. 

Nanopartículas: las nanopartículas son esferas sólidas de un diámetro 

comprendido entre 1 μm y 0.5 nm donde el antígeno se encuentra absorbido en la 

superficie de las mismas. Las nanopartículas constituyen una estrategia de activación y 

liberación de antígenos en las células APC generando una respuesta humoral como de 

las células CD8+ y CD4+ [197]. Se demostró el potencial de las nanopartículas por la 

habilidad de conjugar antígenos con las partículas en tumores. Las nanopartículas, al 

contrario que el aluminio, inducen una respuesta substancialmente mediada por células 

con una moderada respuesta humoral, se usan como adyuvantes de vacunas frente a 

patógenos intracelulares. 

ISCOM e ISCOM-matrix: los ISCOM son micropartículas coloidales de 

aproximadamente 30 - 40 nm formados por saponina (Quil A), fosfolípidos, colesterol y 

el antígeno [150]. En ocasiones en lugar de fosfolípidos como la fosfatidil colina y al 

objeto de hacer ISCOM catiónicos se ha usado el dioleoil-trimetil-amonio propano 

[198]. La unión de estos compuestos entre sí se realiza mediante fuerzas hidrofóbicas, 

formándose una especie de caja con aberturas en forma de anillos de unos 12 nm de 

diámetro constituidas por la unión de un tensoactivo y con el colesterol. Estos anillos se 

unen hidrofóbicamente con los fosfolípidos para dar lugar a la esfera. La presentación 

de los antígenos ocurre por la facilitación de la entrada de dicho antígeno al citoplasma 

celular de las células dendríticas como APC y como resultado ocurre una activación de 

las CD4+, mientras que la presentación antigénica de las CD8+ ocurre directamente 

[199]. Los antígenos anfipáticos e hidrofóbicos se unen a estos complejos y pueden ser 

atrapados en ellos, o inocularse junto a los ISCOM vacíos o ISCOM-matriz [200]. El 

mecanismo molecular exacto se desconoce, pero parece que la liberación del antígeno 

se hace directamente en el citosol tanto de las APC, como dendríticas mediante la fusión 

del ISCOM con la membrana celular o en las membranas del fagosoma, induciendo una 

activación de las CD4+, mientras que la presentación antigénica de las CD8+ ocurre 

directamente. La cantidad de antígeno necesaria para lograr una activación empleando 

ISCOM es sensiblemente menor en comparación a otros adyuvantes como los LPS o el 

Coadyuvante Completo de Freund (5 μg para los ISCOM y de 100 a 2 000 μg para los 

otros dos adyuvantes) [199]. Los ISCOM-matrix, poseen la misma composición que los 

ISCOM pero sin la captación previa del antígeno, en este caso la respuesta 

inmunológica es mayoritariamente del tipo Th2 mientras que con el antígeno atrapado 
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en los ISCOM es una respuesta mixta Th1/Th2. El uso de Quil A en humanos ha sido 

aceptado cuando se emplea en bajas dosis como es este el caso. La saponina en ISCOM 

retiene la actividad adyuvante y reduce su toxicidad [157]. 

Partículas parecidas a virus: las partículas parecidas a virus son cápsides 

inertes que no contienen el ácido nucleico de la partícula viral, pero conservan su 

estructura y han sido manipuladas para contener en ellas el antígeno con el que se quiere 

inmunizar. Las partículas cargadas con el antígeno son capaces de ser captadas por las 

células dendríticas y dar una respuesta inmune cuando se inoculan por vía intramuscular 

o por aplicación a través de mucosas [201, 202]. Repeticiones de los epítopos en las 

partículas parecidas a virus, similares a las que se encuentran en las cápsides virales, se 

unen mediante entrecruzamiento a receptores de células B, e inducen en ellas una fuerte 

respuesta de IgG2a, lo que muestra un mecanismo eficiente de activación de la 

respuesta Th1 específica [203]. Uno de los ejemplos más relevantes es el uso de las 

partículas con antígenos recombinantes de la hepatitis B, en las levaduras 

Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris, que se ha usado como una vacuna 

preventiva muy eficaz contra la hepatitis B. 

1.5.1.4. Otros tipos de adyuvantes  

Desde hace relativamente poco tiempo, se han identificado una nueva clase de 

adyuvantes, entre los que destacan lipopéptidos, citoquinas, polisacáridos, 

polifosfazenos o ácidos nucleicos. 

Lipopéptidos: el uso de lipopéptidos utilizados como vacuna fueron 

desarrollados hace más de una década y empleados como forma de inmunización dando 

una respuesta inmune elevada comparada a cuando se hizo sin el uso de adyuvantes. 

Una construcción lipopeptídica consiste en un resto lipídico con capacidad de actuar 

como adyuvante y que puede acoplarse covalentemente a un péptido, ya sea de 

naturaleza sintética o recombinante [204]. Los primeros trabajos relativos al uso de 

lipopétidos fueron los de Hopp en 1984 [205] encontró un incremento de la respuesta 

frente a péptidos sintéticos del virus de la hepatitis cuando lo unieron a diplamitoil-

lysina constituyendo así la estrategia de unir covalentemente los péptidos sintéticos a 

cadenas lipófilas. Schild et al. en 1991 [206] encontraron que un lipopéptido formado 

con péptidos del virus de la influenza, para la protección frente al virus de la gripe sin 

un adyuvante adicional desencadenaba una respuesta CTL (linfocitos T citotóxicos) en 

las células CD8+ mientras que el péptido sin el lípido no lo hacía. Este hecho 
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incrementó enormemente el potencial como vacuna del uso de los lípidos unidos a 

péptidos. De forma similar nuevas estrategias de inmunización se desarrollaron uniendo 

lípidos a sistemas MAP (pequeña matriz nuclear inmunológicamente inerte de residuos 

de lisina con grupos alfa y epsilon-amino para anclar múltiples copias del mismo o de 

diferentes péptidos sintéticos con monómeros multiméricos) [207] o conjugados de 

lípidos con cadenas peptídicas más o menos complejas [208]. Otra estrategia podía ser 

la de utilizar como parte lipídica del lipopéptido una cadena relativamente compleja 

como el usado en el trabajo de Loleit et al. en 1996 [209] donde utilizaron una cadena 

de tripalmitoil-S-gliceril cisteinil-seril-serina (P3CSS), los péptidos conjugados con 

P3CSS inducen una respuesta CTL similar a cuando se usan vectores vivos mostrando 

algunos de ellos alteraciones y toxicidades. 

Los mecanismos celulares por los cuales los lipopéptidos pueden provocar una 

fuerte respuesta inmunitaria se entiende sólo en parte ya que el mecanismo puede ser 

complejo y resultante de la interacción del lipopéptido con los diferentes tipos celulares 

en especial las APC del punto de aplicación [210, 211]. Otras características esenciales 

de los lipopéptidos para ser utilizados como vacunas son: optimización del diseño, 

facilidad de purificación y formulación del lípido; aumento del tamaño del péptido; las 

propiedades adyuvantes del resto lipídico están muy influenciadas por el número de 

carbonos dentro del ácido graso; la capacidad de los lipopéptidos para formar micelas, 

agregaciones o partículas, lo que puede resultar que protejan a los epítopos de la 

degradación por las enzimas séricas, mejorando así la inmunogenicidad del lipopéptido. 

Asimismo, las micelas o partículas formadas pueden ser absorbidas eficientemente por 

las APC, que puede además contribuir a la inmunogenicidad del lipopéptido. 

Citoquinas: actualmente algunas citoquinas pueden considerarse como 

adyuvantes. Entre las citoquinas que han sido más evaluadas como adyuvantes se 

incluye IL-1, IL-2, IFN-γ, IL-12 y GM-CSF [212]. La GM-CSF, se usa específicamente 

para la estimulación de colonias de macrófagos-granulocitos (GM-CSF) e incrementa la 

respuesta primaria por activación de las APC [213]. De cualquier modo, en la práctica, 

la aplicación de GM-CSF como adyuvante ha sido limitada por la necesidad de 

múltiples dosis y por su toxicidad, aunque en los últimos años se ha trabajado en la 

búsqueda de minimizar la toxicidad ya que los resultados de protección de estas vacunas 

eran muy favorables [213]. La coexpresión de algunas citoquinas junto con el antígeno 

en el mismo vector ha sido investigada en algunos modelos experimentales [214]. Las 

IL-12, IL-4 e IL-18 han sido estudiadas en preclínica para vacunas frente a Schistosoma 
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[215]. Así mismo, la aplicación directa de IL-12 junto a otras interleucinas como IL-23 

constituye un adyuvante ideal para mucosas [216]. Este tipo de adyuvantes está siendo 

muy usado en inmunoterapias frente a cáncer [217].  

Polisacáridos: el interés de los polisacáridos para el desarrollo de nuevos 

adyuvantes o inmunopotenciadores para vacunas médicas y veterinarias ha aumentado 

recientemente debido a sus ventajas, tales como fácil disponibilidad, bajo coste y alta 

eficiencia y poco riesgo de toxicidad [218]. Entre ellos se encuentran polímeros de 

plantas y hongos como los glucanos, los dextranos y los lentinanos, todos ellos 

polímeros de glucosa, también los mananos, entre los que se encuentran los 

glucomananos y los galactomananos; en los levanos y los xilanos a los que también se 

ha evidenciado actividad inmunopotenciadora [219]. La actividad de estos poliglicanos 

sobre los macrófagos, se realiza a través de receptores de glucanos y mananos. Esta 

activación incluye la inducción de fagocitosis y la secreción de citoquinas. Distintas 

pruebas in vitro indican que los mananos activan los monocitos y los macrófagos, con lo 

que inducen la producción de IFNγ, TNFα, GM-CSF, IL-1 e IL-6 [220]. 

La inulina es un fructano polisacárido de origen vegetal formado por una cadena 

lineal de 20 a 60 moléculas de fructuosa, que se extrae de la raíz de plantas de la familia 

Compositae, en especial de la Achicoria. También se encuentra en algunos alimentos 

vegetales como la alcachofa, el ajo, la cebolla, el espárrago, el puerro, el trigo y el 

plátano. Constituye un potente adyuvante, tanto para la inmunidad humoral como 

celular. Las micropartículas de inulina constituyen un activador del complemento y de 

la inmunidad innata [221]. La inulina, así como la combinación de inulina y alúmina, 

llamada algammulin, induce una elevada respuesta Th1 y Th2 sin producir elevación de 

la IgE, no habiéndose descrito ninguna toxicidad con su uso [222].  

Polifosfacenos: los polifosfacenos son polímeros sintéticos solubles en agua, 

biodegradables, y muy estables a temperatura ambiente. El polifosfaceno más empleado 

ha sido el PCPP “poly [di(sodium carboxylatophenoxy) phosphazene]”, que ha 

mostrado propiedades de inmunopotenciador en ratón, tanto con antígenos virales como 

bacterianos [223]. Una nueva molécula derivada del PCPP, el PCEP “poly [di(sodium 

carboxylatoethylphenoxy) phosphazene]”, parece haber mostrado una mayor actividad 

como adyuvante [224], esta molécula induce una respuesta Th1/Th2 más equilibrada. 

La combinación de los polifosfacenos con los CpG oligodeoxynucleotides muestran una 

fuerte sinergia en la estimulación de una respuesta Th1 mayoritaria. En la actualidad se 
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han estudiado nuevas estructuras [225] a base de polifosfacenos para mejorar su 

capacidad de adyuvante utilizadas para mejorar la inmunoterapia frente al cáncer [226].  

Adyuvantes basados en ácidos nucleicos: el descubrimiento de la capacidad 

inmunomoduladora del DNA ha llevado al desarrollo de secuencias de nucleótidos 

capaces de actuar como inmunoestimulantes [227]. Los motivos CpG están compuestos 

de seis desoxiribonucleótidos con un motivo central CpG [228] que tienen propiedades, 

tanto inmunomoduladoras, como inmunoestimuladoras e inmunodepresoras [229]. Su 

capacidad para activar el sistema inmune depende del grado de metilación del CpG, 

siendo inmunoestimuladores los no metilados. La activación se realiza a través de 

receptores TLR, disparando la secreción de INF-α y β y la producción de IL-12 que, a 

su vez, estimula la producción de INF-γ. En definitiva una respuesta tipo Th1 [230, 

231]. Basándose en la capacidad inmunoestimuladora de los CpG, se han ensayado 

pequeñas cadenas de oligonucleótidos de cadena sencilla no metilados llamados ODNs, 

que poseen uno o más motivos CpG y que interaccionan con los receptores TLR9 

activando las APC. Dado que los ODNs se ligan químicamente a los antígenos, tanto el 

antígeno como el adyuvante se presentan simultáneamente a la célula APC [232]. El 

hecho de existir secuencias tanto inmunoestimuladoras como inmunodepresoras abre la 

posibilidad de la manipulación para combinar los efectos de tales adyuvantes. En 

relación a su toxicidad, se ha determinado que puede estar relacionada con la dosis, con 

los intervalos del tratamiento, y con la ruta de administración. Otras estrategias 

relacionadas con vacunas de DNA, están basadas en la introducción de los motivos CpG 

en la secuencia de plásmidos de DNA. Estas vacunas han mostrado una limitada 

eficacia en animales y humanos, la inserción de estos motivos podrían incrementar la 

activación inmune de la molécula de DNA [233]. 

1.5.2. Diferentes vías de inoculación para administración de vacunas 

La vía de inoculación es otro factor importante a tener en cuenta en el desarrollo 

de vacunas. La mayoría de las vacunas son administradas por vía intramuscular o 

subcutánea, sin embargo, la administración a través de la mucosa ofrece una importante 

serie de ventajas que incluyen: la fácil administración, la reducción de efectos adversos 

y un elevado potencial de estimulación. La inmunización local en la mucosa induce una 

inmunidad específica en la vía de entrada de muchos de los patógenos [134]. 

Algunos de los adyuvantes administrados por vía de mucosas son: el 

monofosforil lípido A, el muramildipéptido y las toxinas de Vibrio cholerae y 
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Escherichia coli. Estas toxinas, o sus subunidades, son los adyuvantes mucosales más 

estudiados, aunque el monofosforil lípido A y el muramildipéptido también han sido 

evaluados en formulaciones liposomales con fines terapéuticos y profilácticos.  

La inmunidad de mucosas está mediada por la secreción de anticuerpos IgA, con 

lo que se evita la colonización de la mucosa epitelial por patógenos (tracto respiratorio y 

tracto digestivo). La inmunidad local en la vía respiratoria está mediada, además de por 

el sistema inmunitario, por el tejido linfoide denominado NALT. El NALT está 

compuesto por un conjunto de células involucradas en la ejecución de la respuesta 

inmune, como las células dendríticas, células T y células situadas bajo el epitelio nasal. 

Todas las vacunas existentes vía mucosa están formadas por organismos vivos 

atenuados, aunque existen diversos estudios con antígenos solubles. 

Las vacunas veterinarias se administran por diversas vías en función del tipo de 

antígeno y del sistema de crianza de los animales de destino.  

Vía oral: es muy usual esta vía de administración en vacunas vivas. Esta 

práctica permite la vacunación masiva, en pocas horas y con poca mano de obra al 

realizarse suspendiendo el antígeno en el agua de bebida.  

Vía aerógena: es frecuente en vacunas víricas y bacterianas vivas destinadas a 

aves y porcino. Esta vía permite la vacunación masiva pero requiere de instalaciones y 

equipo adecuado para producir la nebulización. El tamaño de las gotas es importante 

para que se mantengan suficiente tiempo en el aire que respiran los animales. 

Vía parenteral: es usada para la administración de todo tipo de antígenos 

especialmente inactivados. Esta vía requiere más personal y tiempo que las anteriores y 

ocasiona molestias a los animales. Por el contrario garantiza la administración más 

adecuada a cada animal. Las vías parenterales más usadas son la subcutánea e 

intramuscular aunque algunas vacunas se administran por vías específicas como 

intradérmica. 

Vía tópica: se utiliza esta vía para administrar antígenos víricos en mucosa nasal 

y conjuntiva ocular. Es la vía más costosa y la más molesta para los animales pero 

produce la más rápida inmunidad local en las mucosas respiratorias y oculares. 
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1.5.3. Proteínas diana de nematodos gastrointestinales 

La información actualmente disponible sobre los nematodos parásitos ha 

permitido la identificación de numerosas proteínas diana con utilidad terapéutica e 

inmunogénica. La característica común de estas proteínas radica en que son vitales para 

la supervivencia y/o el desarrollo del parásito, o que tienen características 

inmunogénicas. 

Existen diversos estudios sobre los efectos del bloqueo de la función de 

proteínas vitales en nematodos, como por ejemplo, se ha comprobado que las L y Z 

catepsina proteasas están involucradas en el cambio de estadio del nematodo 

Onchocerca volvulus [234], asimismo, se observó poco tiempo después en A. suum que 

las pirofosfatasas inorgánicas, también están relacionas en el cambio de estadio en la 

evolución de los nematodos [235, 236]. Aboobaker et al. en 2003 validaron dos 

proteínas diana en Brugia malayi, la RNA polimerasa II y la β-Tubulina, identificando a 

ésta última como diana letal. 

 Hu et al. en 2007 [237], identificaron un gen que codifica una serina/treonina 

proteína fosfatasa en T. vitrinus y midieron sus niveles de expresión en varios estadios 

del ciclo de vida de este nematodo, determinando que se expresaba solo en machos 

adultos. Este resultado está de acuerdo con los datos bibliográficos que relacionan este 

tipo de fosfatasas, entre otras muchas funciones vitales, con la espermatogénesis. Por lo 

tanto, abre la posibilidad de la utilización de las serina/treonina proteínas fosfatasas 

como proteínas diana en nematodos. Dicha proteína se vio que en A. costarricensis los 

niveles de expresión eran mayores en los estadios larvarios L1 y L3 que en los 

individuos adultos, lo que mostraba que jugaba un papel importante en el desarrollo 

evolutivo del nematodo [238]. 

1.5.3.1. Serina/treonina proteína fosfatasas 

La fosforilación reversible de proteínas es un mecanismo fundamental para 

numerosos procesos celulares [239, 240]. Se sabe que, al menos la tercera parte de las 

proteínas celulares, contienen fosfato unido covalentemente. Mientras que las quinasas 

transfieren fosfato a partir de ATP, las proteínas fosfatasas catalizan la eliminación de 

los grupos fosfato de residuos de proteínas [241, 242].  

La fosforilación reversible se regula a través de la relación dinámica entre 

quinasas y fosfatasas. Entre los muchos aminoácidos aceptores de fosfato, la 
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fosforilación de la serina es la que más prevalece en organismos eucariotas 

multicelulares, mientras que la fosforilación de la tirosina se ha descrito recientemente 

en bacterias y arqueas [243, 244]. Existen tres tipos de proteínas fosfatasas en 

eucariotas: “Protein serine/threonine phosphatases” (PSTP’s) que generalmente están 

ubicadas en el citoplasma de la célula y están involucradas en la transducción de señales 

y/o activación transcripcional [245], “Protein Tirosine phosphatases” (PTP’s) que se 

encuentran usualmente unidas a la membrana y están relacionadas con la transducción 

de señales [246] y, por último, las “Dual specific phosphatases” (DSP’s). 

La familia PSTP pertenece al grupo de proteínas fosfatasas que desfosforilan 

diferentes residuos proteicos. Muchas funciones celulares en eucariotas, incluyendo 

transducción de señales, adhesión celular, transcripción, RNA “splicing”, apoptosis y 

proliferación celular se controlan a través de la desfosforilación de proteínas [247, 248]. 

Las PSTP’s se caracterizaron por primera vez por Sutherland y, en el mismo 

año, por Krebs y Fischer en 1964 [249], quienes descubrieron el papel de la 

fosforilación de las proteínas en el metabolismo del glucógeno. Las PSTP’s son las 

fosfatasas mayoritarias en eucariotas y se han aislado y caracterizado en un gran número 

de tejidos. Se clasifican en subfamilias de acuerdo con la especificidad de sustrato, 

dependencia de iones metálicos y sensibilidad a inhibidores: las PSTP’s de tipo 1 o PP1 

y las PSTP de tipo 2, que se dividen en PP2A, PP2B y PP2C. Estudios posteriores han 

identificado otras proteínas llamadas PP2A-like entre las que se encuentran PP4, PP5, 

PP6 y PP7 [250]. 

La mayoría de PSTP’s son proteínas multiméricas formadas por una subunidad 

catalítica y una o más proteínas accesorias. Las proteínas accesorias confieren 

especificidad de substrato, regulan la actividad enzimática y controlan la localización 

subcelular de la holoenzima [251]. Algunas de estas enzimas, están involucradas en 

procesos reproductivos en varios animales [252-255], específicamente, en 

espermatogénesis y/o regulación de la movilidad del esperma [256-258]. La 

comprobación de que en Caenorhaditis elegans hay un alto porcentaje de fosfatasas 

(50 %) en el tejido germinal [259] confirmaría esta posible diana. 
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1.5.3.1.1. Miembros de la familia de proteínas Serina/treonina proteína 

fosfatasas 

La PP2A es la fosfatasa más prevalente en eucariotas y es principalmente 

citosólica aunque se puede encontrar en el núcleo [260] e interviene en numerosos 

procesos vitales tales como: mitosis [261], apoptosis [262], replicación y reparación de 

daños del DNA [263], transducción de señales [264] y respuesta a estrés por calor [265]. 

Las proteínas de la subfamilia PP2A puede ser diméricas o triméricas, por lo 

general están compuestas de una subunidad catalítica (C), una subunidad estructural (A) 

y una subunidad reguladora (B) (figura 1.5). 

Subunidad catalítica (PP2Ac): la subunidad PP2Ac es una proteína globular de 

36 kDa, que en mamíferos está codificada por dos genes cα y cβ, con una identidad del 

97 % [266-268]. Ambas isoformas están altamente expresadas en cerebro y corazón, 

aunque la PP2Acα es diez veces más abundante que la PP2Acβ [269], y han sido 

aisladas en varias especies y en diversos tipos de tejidos. Así, en mamíferos han sido 

aisladas a partir de hígado, pulmón y cerebro, entre otros [266, 268, 270-275]. La 

identificación de la PP2Ac en organismos como Xenopus laevis [276, 277], Drosophila 

melanogaster [278], las plantas Brassica napus [279] y Arabidopsis thaliana [272], y 

las levaduras Schizosaccharomyces pombe [280] y Saccharomyces cerevisiae [281], han 

revelado que, aunque las PP2Ac están en constante evolución, pueden ser unas de las 

más conservadas entre todas la enzimas conocidas [250]. En otras especies como D. 

melanogaster, la subunidad catalítica de la proteína PP2A interviene en la regulación 

del ciclo celular y señalización intracelular, expresándose en todos los estadios aunque 

su expresión es notablemente superior en los embriones tempranos [278]. 

Subunidad A Estructural (PR65): la subunidad A es una proteína de 65 kDa, que 

se asocia a la PP2Ac formando un dímero al que se les une una subunidad B específica 

[282, 283] (figura 1.5). Al igual que la PP2Ac, en mamíferos la subunidad estructural 

está codificada en dos genes α y β, con un 87 % de identidad. En general PR65α es más 

abundante que PR65β, excepto en oocitos de X. laevis [284], siendo PR65β altamente 

expresado en el ovario durante la oogenesis, meiosis, maduración y fecundación. PR65 

ha sido identificado como un posible supresor de tumores en humanos [285, 286], se 

descubrieron un 15 % de alteraciones somáticas en el gen que codifica PR65 en líneas 

celulares cancerosas de pulmón y colon. Estas alteraciones, incluyen deleciones del gen, 

deleciones internas y en el extremo c-terminal de la proteína. Se han detectado 



Introducción 

40 

 

mutaciones en las que codifica la isoforma PR65α en melanomas humanos y 

carcinomas de pecho y pulmón, aunque esto ocurre en baja proporción si se compara 

con los estudios realizados con PR65β [287]. La estructura del PR65 está compuesta por 

15 repeticiones en tándem de 39 aminoácidos, llamada “HEAT” [288], esta repetición 

en tándem se encuentran en varias proteínas incluyendo factores de elongación y TOR 

quinasas. La cristalización de la PR65 reveló que la arquitectura de cada repetición es 

virtualmente la misma, y consiste en dos alfa–hélices [289]. 

Subunidad Reguladora B: la subunidad B en mamíferos tiene cuatro familias (B, 

B´, B´´ y B´´´), organismos como S. pombe carecen de subunidades de la familia B´´ 

[290]. La presencia uniforme de las subunidades A y C, indica que las subunidades B 

confieren una localización subcelular, otorgando regulación y especificidad a la 

holoenzima PP2A [291]. 

PR55 o B: la subunidad PR55 es una proteína de 55 kDa que, en mamíferos, está 

codificada en cuatro genes (PR55α, PR55β, PR55γ y PR55δ), que se expresan en tejidos 

específicos [291-294]. PR55α y PR55δ tienen una amplia distribución en los tejidos, 

mientras que PR55β y PR55γ están en alta concentración en el cerebro [295]. 

PR61 o B´: ésta subunidad está codificada por cinco genes: PR61α, PR61β, 

PR61γ, PR61δ y PR61ε en humanos [296, 297]. Todos los miembros de este grupo 

contienen una región central altamente conservada (80 % de identidad), mientras las 

regiones C y N-terminal son más divergentes. Esto sugiere que la región conservada es 

necesaria para la interacción con la subunidad y posiblemente también con la subunidad 

C. Están relacionadas con varias funciones como regulación de la especificidad a 

substrato y localización subcelular. Específicamente, PR61α, PR61β y PR61ε se 

localizan en el citoplasma, mientras que PR61γ está concentrada en el núcleo y PR61δ 

tiene ubicación nuclear y citoplasmática [264]. Ensayos de hibridación llevados a cabo 

en modelos de mamíferos y vertebrados en general, demuestran la expresión de tejido 

específica de las distintas isoformas. PR61α y PR61γ, presentan altos niveles de 

expresión en el corazón y en músculo esquelético de vertebrados [297, 298], mientras 

que PR61β y PR61δ se expresan en cerebro [296]. 

Para el caso de vertebrados PR72 o B´´: la subunidad PR72 presenta dos 

isoformas conocidas como: PR72 y PR130. La PR72 se expresa de manera exclusiva en 

corazón y músculo esquelético, mientras que la PR130 fue detectada en la mayoría de 

los tejidos analizados, aunque también mostrando niveles de expresión más elevados en 

el corazón y músculo esquelético [299]. Ha sido identificado en levaduras un miembro 
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de este grupo de proteínas reguladoras (PR59). Ésta isoforma en humanos, ha sido 

detectada en testículos, hígado, riñón, cerebro, corazón y pulmón, pero no en músculo 

esquelético [264]. 

PR93/PR110 o B´´´: al igual que las otras subunidades reguladoras, la B´´´ 

presenta varias isoformas y se localiza en mayor proporción en cerebro. Estas proteínas 

están relacionadas con la unión al calcio [300]. 

 

Figura 1.5. Subunidades serina/treonina proteína fosfatasa PP2A. Está formada por tres 

subunidades: subunidad catalítica (C), subunidad reguladora o estructural (A) y las subunidades 

variables B (B, B´, B´´, B´´´) [301]. 

Los miembros de esta familia están relacionados con un gran número de 

funciones diferentes tales como control en la división celular en respuesta a factores 

inhibidores que actúan por medio de una cascada de señales [261, 302, 303], 

transducción de señales [304], regulación de la apoptosis [262], respuesta a estrés por 

calor [264, 305, 306], entre otras. El papel de las PP2A en la supervivencia de las 

células es ampliamente conocido. Ratones “Knockout” permitieron determinar que la 

ausencia de PP2A es letal para el embrión [307], estudios “knockdown” específicos 

sobre varias subunidades B reguladoras determinaron que los heterodímeros A(PR55)C 

y A(PR72)C intervienen en la regulación negativa de la apoptosis [308, 309]. 

Asimismo, Kinoshita et al. en 1990 [280] determinaron que la doble deleción de 

los genes que codifican la subunidad catalítica es letal en S. pombe. Estudios sobre la 

PP2A en D. melanogaster han generado información adicional del papel de esta enzima 

en diferentes procesos del desarrollo, regulación del ciclo celular y señalización 

intracelular; la PP2Ac se expresa durante todos los estadios de desarrollo, pero es 
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mucho más abundante en embriones [278]. Esto sugiere que esta familia de proteínas es 

esencial para la función celular, lo que la convierte en una posible diana terapéutica 

contra organismos perjudiciales, como los parásitos. 

Varios autores relacionan las serina/treonina proteínas fosfatasas con la 

regulación de aspectos esenciales en el desarrollo del ciclo de vida de los patógenos 

kinetoplastidos [310, 311]. González et al. en 2003 [312] identificaron en Trypanosoma 

cruzi proteínas de la familia PP2A como importantes para la completa transformación 

de tripomastigotes en amastigotes durante el ciclo de vida del parásito. En otros 

protozoos tales como Plasmodium falciparum estas proteínas también han sido 

asociadas con el ciclo de vida del parásito, ensayos con ácido okadaico (inhibidor de 

PP2A) inhibieron el desarrollo de tres diferentes estadios del parásito (anillos, 

trofozoítos y esquizontes) [313, 314]. 

En nematodos las proteínas de la familia serina/treonina proteínas fosfatasas han 

sido identificadas, hasta el momento, en B. malayi [315], T. spiralis [316], C. elegans 

[317], Oesophagostomum dentatum [318], T. vitrinus [237] y Toxocara canis [319]. En 

T. vitrinus y O. dentatum las serina/treonina proteínas fosfatasas se han descrito como 

estadio-específicas al expresarse exclusivamente en machos, y posiblemente 

relacionarse con procesos reproductivos, debido a que existen antecedentes que 

involucran a estas proteínas en la espermatogénesis y/o movilidad del esperma [258]. 

Numerosos estudios desde 2009 han relacionado las serina/treonina proteínas 

fosfatasas con un papel inmunosupresor en cáncer. La primera evidencia de ello fue al 

relacionar el ácido okadaico con ser un promotor de tumores en ratones. Al igual que 

SV40 que también es inhibidor de estas proteínas y promotor de tumores [320]. 

Recientemente se estudia el posible papel de la PP2A así como terapia frente a cáncer 

de próstata entre otras aplicaciones incluidas como dianas terapéuticas frente a parásitos 

[321]. 
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2. Objetivos 

Los objetivos planteados para la presente tesis doctoral fueron los siguientes: 

1. Producción del péptido recombinante PP2A y mejora en la eficiencia del sistema 

de producción en E. coli. 

2. Funcionalización del péptido recombinante PP2A uniéndolo a una molécula de 

síntesis oleico vinil sulfona (OVS) para formar un lipopéptido y llevar a cabo su 

ensayo como adyuvante. 

3. Estudio de la protección y modulación de la respuesta inmune inducida por el 

péptido recombinante PP2A previa inmunización a la infección con el nematodo 

Aspiculuris tetraptera en modelo de ratón. 

4. Neutralización de los niveles circulantes de interleucina 23 con un anticuerpo 

monoclonal anti-IL-23 y su relación con la susceptibilidad a la parasitación a 

nematodos intestinales. 

5. Inmunización en mucosas con el péptido recombinante PP2A y diferentes 

adyuvantes en ratones previamente infectados con el nematodo Trichuris muris. 
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3. Material y métodos 

3.1. Parásitos 

Los ensayos realizados en esta tesis se llevaron a cabo con dos especies de 

nematodos parásitos de ratón, T. muris y A. tetraptera. Con respecto a T. muris se 

utilizó la cepa Edinburgh que fue aislada en 1961 y ha sido mantenida en laboratorio 

hasta la actualidad [322], en este caso en la Universidad Complutense de Madrid a 

cargo del Profesor Francisco Bolás. 

Respecto a A. tetraptera se usó una cepa de origen salvaje y mantenida en la 

Universidad de Valencia por la Doctora María Trelis. 

3.2. Modelo animal 

El modelo animal ensayado fueron ratones y según cual fuera el parásito a 

experimentar se utilizaron diferentes cepas. 

Para el ensayo de inmunoprotección con el parásito T. muris se utilizaron 

ratones hembras congénitos de la cepa AKR/OlaHsd [323] entre 6 y 8 semanas de edad 

adquiridos de los laboratorios Harlan (Blackthorn Bicester Oxon, UK). Mantenidos en 

el animalario de la Universidad Complutense de Madrid en condiciones libres de 

patógenos, temperatura controlada así como ciclos de luz/oscuridad regulados. Para el 

experimento los ratones fueron agrupados en 5 grupos de 6 animales. 

Los ratones que se utilizaron para hacer la infección con A. tetraptera fueron 

machos, ya que las hembras según su ciclo menstrual expulsan de forma natural estos 

parásitos y es difícil mantener la infestación. Fueron ratones congénitos de la cepa 

CD1/ICR con 5 semanas de edad mantenidos en la facultad de Farmacia de la 

Universidad de Valencia. Esta vez se hicieron 4 grupos con 5 ratones cada grupo.  

Todos los estudios con animales se llevaron a cabo de acuerdo con la legislación 

española vigente para el Bienestar Animal. 

3.3. Obtención del péptido recombinante PP2A (rPP2a) utilizado como vacuna 

El antígeno que se utilizó como vacuna fue un péptido recombinante 

correspondiente a la región catalítica de la proteína de Angiostrongylus costaricensis 

serina/treonina fosfatasa (rPP2A). Se obtuvo de una genoteca de expresión [238], en la 

cual el rastreo inmunológico se realizó con un “pool” de 25 sueros de pacientes 
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humanos infectados por A. costaricensis. Entre los clones secuenciados, se escogió el 

clon CT2-2 con un inserto de 315 pb. Para la identificación se buscaron homologías en 

varias bases de datos. Entre ellas, la base de datos Wormbase, en la que esta secuencia 

presentó un 67 % de homología con un EST de C. elegans (OSTR172A11 1) que 

correspondía al gen Y40H4A.2 “Serine/Threonine protein phosphatase” 

(EMBL:CB396432). La secuencia del clon CT2-2 fue traducida a aminoácidos con el 

programa Transeq del paquete EMBOSS [324]. 

El clon identificado como positivo fue subclonado en el vector de expresión 

pQE31 el cual añade una cola de 6 histidinas en el extremo N terminal del péptido. Los 

oligonucleótidos utilizados para la subclonación fueron: F (5′-

TCCGAGATCTGGACGAGC-3′) y R (5′-CCCTATAGTGAGTCGTATTA-3′). 

1   gta gtt gat gag ttc tgc aca aat cat aac att gat ctg atc 42 

      V   V  D   E    F   C    T   N   H   N    I   D    L   I 

43  ctc aga gca cat cag ata acc gca gag atg gtt tac gga ggt 84 

       L    R   A   H   Q     I    T    A   E    M  V   Y   G   G 

85  tat cga ata ttc gct ggt gga cgc ttg gtg acg att ttt tcg  126 

      Y   R    I    F   A   G   G    R    L   V   T    I    F  S 

127 gca cct aac tac cag aat atg atg aac gat ggt tgt gtg atg 168 

        A    P   N   Y   Q    N  M   M  N   D   G   C   V   M 

169 aga att aag aga gac ttg acg gca aac ttc ata att ttt cga 210 

         R    I   K    R    D    L   T    A   N   F    I    I   F   R 

211 ccg gtc gtc agg cga cat taa cag cac caa cag cca aga cgc 252 

        P    V   V   R     R   H   -    Q    H   Q    Q    P    R    R 

253 cac gtt tca cga aat ttt cga gtt gtc gga ctt gaa tag att 294 

         H   V   S   R    N  F   R   V   V   G    L   E    -    I 

295 aaa taa agg gat aaa ttt ctc 315 

         K   -     R    D   K   F  L 

3.3.1. Expresión y purificación 

Una vez analizadas informáticamente las secuencias, verificada la clonación y el 

marco de lectura correcto de los dos fragmentos, se procedió a la inducción de la 

expresión, y a la purificación de la proteína recombinante mediante cromatografía de 

afinidad a níquel. 
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3.3.2. Inducción 

Con el fin de inducir la expresión del péptido recombinante se utilizó una 

colonia aislada, que había resultado positiva por PCR, para inocular 10 ml de LB 

(conteniendo 100 µg/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich® A9518) que se incubó entre 12-

15 h a 37 °C y 240 rpm. Una vez crecido el cultivo se diluyó 1:100 en LB y se llevó 

hasta una DO600 de 0.5-0.6. En este momento se añadió isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG) (Sigma-Aldrich® I5502) a una concentración final de 

0.5 mM y se incubó 3 horas a 180 rpm. Posteriormente el cultivo bacteriano se 

centrifugó a 4500 × g y el botón fue congelado toda la noche a -20 °C. 

3.3.3. Purificación de proteínas recombinantes en cuerpos de inclusión 

Dado que la proteína recombinante no se expresa de forma soluble, y sí en 

cuerpos de inclusión, el primer método de purificación que se llevó a cabo, fue este 

último. Los cuerpos de inclusión son agregados de proteínas en el citoplasma, de 

manera poco ordenada, formando precipitados, más o menos amorfos e insolubles. 

Estos cuerpos son frecuentes en bacterias transformadas con plásmidos que 

expresan proteínas recombinantes. 

Para su purificación, se descongeló durante 15 minutos en hielo un botón de 

bacterias cultivadas en LB e inducidas con IPTG, y se resuspendió en tampón de lisis en 

condiciones desnaturalizantes a las que se les aportó una concentración de urea 8 M (2-5 

ml de tampón por gramo). Se incubó 30 minutos a 20 °C, en el caso de que el lisado 

fuera muy viscoso, se añadió RNasa A (10 μg/ml) y DNasa I (5 μg/ml), y se incubó en 

hielo durante 5-10 minutos adicionales, junto con Triton X-100 a una concentración 

final del 5 %, y se sonicó en hielo en 6 ciclos de 10 segundos, a 200-300 W, con 

10 segundos entre cada ciclo, utilizando un sonicador con sonda (microtip). El lisado se 

centrifugó a 4 °C y 12000 x g durante 30 minutos. Se eliminó el sobrenadante y se 

resuspendió el botón conteniendo los cuerpos de inclusión en tampón de lisis, con un 

2 % de Triton X-100, que era nuevamente sonicado y centrifugado en condiciones 

similares a las ya descritas. 

Estos pasos se repitieron tres veces, con concentraciones finales de Triton X-

100, 1 y 0.5 %. El último botón se lavó tres veces con PBS mediante centrifugación a 

12000 x g durante 20 minutos, a 4 °C. En el resultado de la última centrifugación se 

cuantificó la concentración de proteínas con el método de Bradford en un 
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espectrofotómetro Milton Roy (Spectronic 3000) (explicado en el punto 3.3.6). Tras el 

último lavado se eliminó todo el sobrenadante y se guardó el botón a -20 °C, hasta su 

uso. 

3.3.4. Purificación mediante cromatografía de afinidad 

Con el fin de separar nuestra proteína de interés del resto de proteínas de las 

bacterias que podían quedar en la purificación de los cuerpos de inclusión, 

anteriormente descrita, se procedió a la purificación por cromatografía de afinidad. Esta 

técnica fue posible gracias a la cola de histidina que le aporta el vector de expresión a la 

secuencia de aminoácidos requerida.  

Al igual que en el punto 3.3.3, el botón de bacterias fue descongelado en hielo 

durante 15 minutos y lisado 30 minutos a temperatura ambiente con tampón de lisis en 

condiciones desnaturalizantes con guanidina hidroclorhídrico GH (de 3 a 5 ml por 

gramo) también se añadieron, 10 µg/ml de RNasa A (Sigma-Aldrich® R6513) y 

20 µg/ml de DNasa I (Sigma-Aldrich® DN25), 6 mM de MgCl2 (como cofactor), 

posteriormente fue sonicado en hielo por 6 ciclos de 10 segundos a 200-300 W con 10 

segundos de descanso entre cada ciclo. Se añadió imidazol a una concentración final de 

5 mM, se comprobó que el pH del lisado fuera de 7.5 y se filtró por 0.45 µm (Minisart® 

16534). Aquí no fue necesario hacer ultracentrifugaciones con gradientes decrecientes 

de Triton X-100 para eliminar proteínas estructurales de la bacteria ya que éstas las 

perderemos, como vamos a ver a continuación, con lavados crecientes de imidazol. 

Para la purificación del péptido recombinante (rPP2A) con una cola de 6 

histidinas en el extremo N terminal aportada por el vector de expresión pQE31, se 

utilizó una columna por afinidad HisTrap FF Crude (GE Healthcare Life Sciences 11-

0004-58). Previamente la columna fue equilibrada con tampón de ligado, a continuación 

se pasó la muestra y seguido se hicieron lavados con tampón de ligado y cantidades 

crecientes de imidazol desde 20 mM a 60 mM para eliminar proteínas no unidas. 

Finalmente se eluyó la muestra en 6 ml de tampón de elución. 

3.3.5. Diálisis y liofilizado 

Las proteínas fueron dializadas con solución de acetato de amonio 0.1 M usando 

una membrana de diálisis 3500 MWCO (Spectra/Por®Dialysis 132725). Posteriormente 

fueron concentradas por un proceso de liofilizado, previamente congelado a -80 °C, que 
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consiste en ciclos de congelación y sublimación mediante un LyoBeta Lyophilizer 

system (Telstar S.A.). 

3.3.6. Determinación de la concentración de proteína 

Para la determinación de la concentración de proteína se eligió el método 

Bradford que se fundamenta en el cambio de absorbancia de 465 nm a 595 nm del 

colorante Coomassie Azul G-250, en solución ácida. 

Se utilizó un reactivo comercial Bradford (Sigma-Aldrich® B6916) y para la 

curva de calibración, que se muestra en la tabla 1, se usó la albúmina bovina (BSA) 

(Sigma-Aldrich® A7906), como proteína estándar, a una concentración inicial de 

0.1 mg/ml. De la proteína purificada (rPP2A) se pusieron 10 µl. Se agitaron los tubos y 

se dejó actuar a temperatura ambiente mínimo 5 minutos, se midió la absorbancia a una 

longitud de onda de 595 nm en un espectofotómetro Milton Roy (Spectronic 3000), 

tanto de la curva de calibración como de la proteína purificada. En la recta de regresión 

se interpoló la DO595 de la muestra para obtener la concentración de proteína.  

Tabla 1. Curva de calibración 

µg/ml BSA 0 1 2 4 6 8 10 

µl (0.1 mg/ml BSA) 0 10 20 40 60 80 100 

µl (H2O) 800 790 780 760 740 720 700 

µl (reactivo 

Bradford) 
200 200 200 200 200 200 200 

 

3.3.7. Electroforesis SDS-PAGE en geles de poliacrilamida 

Con el objetivo de confirmar que se había purificado la proteína de interés y que 

era del peso molecular esperado, hicimos electroforesis SDS-PAGE (Laemmli 1970). 

Esta electroforesis desnaturaliza las proteínas por calor en presencia de agentes 

desnaturalizantes como β-mercaptoetanol que rompe los enlaces disulfuro, y SDS que 

desnaturaliza y recubre las proteínas con carga neta negativa. Como soporte se 

utilizaron geles de poliacrilamida del 12.5 % y del 20 % (tabla 2 y 3), permitiendo un 

rango de separación desde 2 kDa a 250 kDa. La muestra fue tratada con tampón de la 

muestra y desnaturalizada por calor 5 minutos a 98 °C, entre 100-200 µg de muestra 

fueron cargados en cada pocillo del gel. Como patrón de proteínas se utilizó un 
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Precisión Plus Protein Dual Xtra Standards (BIO-RAD 161-0397). La electroforesis se 

llevó a cabo en un tampón de corrido o también denominado con el término en inglés 

“running buffer” y el gel se sometió a un voltaje constante de 150 V durante 

90 minutos. Para el revelado del gel se utilizó la tinción de Azul Coomassie seguido de 

una solución de desteñido. 

Tabla 2. Soluciones para preparar el gel separador a 12.5 % y 20 %. 

Soluciones 12.5 % 20 % 

Agua milliQ (ml) 3.4 0.7 

Acrilamida/bisacrilamida (ml) 4 6.7 

Tampón del gel separador (ml) 2.5 2.5 

SDS 10% (ml) 0.1 0.1 

APS 10% (µl) 100 100 

TEMED (µl) 10 10 

 

Tabla 3. Soluciones para preparar el gel concentrador. 

Soluciones Volumen  

Agua milliQ  3.6 ml 

Acrilamida/bisacrilamida  0.8 ml 

Tampón del gel concentrador  0.5 ml 

SDS 10%  50 µl 

APS 10%  25 µl 

TEMED  5 µl 

 

3.4. Obtención de anticuerpos policlonales frente al péptido rPP2A 

Una vez que se comprobó el peso molecular de la proteína y que se logró 

purificar por cromatografía de afinidad, se procedió a la obtención de un anti suero al 

objeto de obtener anticuerpos policlonales frente al péptido recombinante. 

Se inocularon de forma intraperitoneal 3 ratones de la cepa BALB/c durante 6 

semanas con 4 dosis cada 15 días, como se indica en la figura 3.1. La primera 

inoculación se llevó a cabo con una emulsión de 400 µl conteniendo 4 µg de péptido 

recombinante y 250 µl de adyuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich® F5881), 
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mientras que las siguientes inoculaciones se hicieron con la misma concentración de 

proteína pero adyuvante de Freund incompleto (Sigma-Aldrich® F5506). Se hicieron 

sangrados por punción mandibular en el ratón cada semana, para determinar el proceso 

de inmunización según el título de anticuerpos en el suero mediante técnica de ELISA. 

 

Figura 3.1. Esquema de inmunización para la obtención de suero policlonal. 

A los 7 días de la última inoculación se realizó el sangrado completo del ratón 

por punción cardiaca previa anestesia. La sangre fue recogida en tubos colectores (BD 

Microtainer® tubes), centrifugada 5 minutos a 5000 x g y el suero tras valorar el título 

fue guardado a -80 °C hasta su uso. 

3.5. Técnicas inmunológicas 

3.5.1. ELISA 

La ELISA indirecta es una técnica inmunológica en sistema de fase sólida 

basada en la reacción antígeno-anticuerpo. Con este método cuantitativo-cualitativo 

podemos medir bien el título de anticuerpos frente a un determinado antígeno o bien si 

se disponen de los niveles de anticuerpos y presencia de un antígeno. 

Para ello, placas de 96 pocillos (Thermo 436013) fueron sensibilizadas con 5 µg 

de rPP2A por pocillo en tampón carbonato que se dejó incubando toda la noche a 4 °C. 

Tras ello se eliminaron los antígenos libres con 2 lavados de PBS-T y se bloqueó con 

solución de bloqueo durante 1 hora durante 37 °C. El suero de ratones inmunizados con 

rPP2A fue utilizado como anticuerpo primario, se hicieron diluciones desde 1:100 a 

1:1600, y por triplicado 100 µl de las mismas se utilizaron para incubar la placa a 

ensayar, durante 2 horas a 37 °C. A continuación se lavó la placa 4 veces con PBS-T. 

Como anticuerpo secundario se utilizó un anti-ratón conjugado con peroxidasa 

(Dakocytomation P0447) a una dilución 1:1000, se incubó 2 horas a 37 °C y se 

volvieron a hacer 4 lavados. Finalmente para el revelado de la placa se añadieron 100 µl 

de una solución de sustrato de peroxidasa que se dejó actuar 20 minutos a temperatura 
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ambiente. La reacción fue parada con 50 µl de solución de parada y se determinó la 

absorbancia a 495 nm en un lector de ELISA (Thermo, Multiskan Spectrum). 

3.5.2. Western-blot 

Una vez separada la proteína tras electroforesis en un gel SDS PAGE al 12 %, se 

realizó una electrotransferencia mediante un Trans-blot Turbo® (BIO-RAD) a 

membranas de nitrocelulosa (Hybond-C Extra, Nitrocellulosae, GE) previamente 

activadas en un tampón de transferencia a temperatura ambiente y durante 10 minutos. 

Esta membrana fue incubada con solución de bloqueo toda la noche a 4 °C. A 

continuación se incubó con una dilución 1:100 del suero policlonal de ratones 

inmunizados con rPP2A, 2 horas a 37 °C. Se hicieron 4 lavados de 10 minutos con 

PBS-T y se incubó otras 2 horas con un anticuerpo secundario marcado con peroxidasa 

(Dakocytomation P0447). El revelado de la membrana se hizo mediante una técnica de 

quimioluminiscencia para la que se utilizó una solución de luminol (ClarityTM Western 

ECL Substrate, BIO-RAD) preparada en el momento y se visualizó con un 

ChemiDocTM MP System (BIO-RAD). 

3.6. Síntesis del oleico vinil sulfona (OVS) 

La síntesis de (9Z)-N-[2-(ethenylsulfonyl)ethoxy]-ethyl]-9-octadecenamida 

(OVS) (figura 3.2) fue descrita previamente y detallada su síntesis en [325], trabajo 

realizado en el Departamento de Química Orgánica de la Facultad de Ciencias de la 

Universidad de Granada. 

Posteriormente dicha molécula y su síntesis fue descrita por [326] en la 

funcionalización de Proteína A como sistema de unión y transporte de Proteína A - 

Anticuerpo para cargar con dichos anticuerpos nanopartículas (ISCOM) trasportadores 

de fármacos [327]. 

Brevemente podemos describir en tres pasos la síntesis del ácido oleico 

funcionalizado con la vinil sulfona (figura 3.2). Una solución de ácido oleico (10 mM) 

en Cl2SO (22 ml) fue magnéticamente agitada durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Una evaporación y coevaporación con tolueno anhidro (3 x 15 ml) a presión reducida 

dio un extracto que se disolvió en Cl2CH2 anhidro (30 ml). Esta solución se añadió gota 

a gota a una solución de 2-amino etanol (0.9 ml, 15 mM) y Et3N (2.8 ml, 20 mM) en 

Cl2CH2 anhidro (30 ml). La reacción fue incubada 15 minutos a temperatura ambiente y 

evaporada a presión reducida obteniéndose como resultado de la reacción un extracto 
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que fue purificado mediante cromatrografía en columna usando EtOAc-hexane 2 : 1 → 

EtOAc como solvente y resultando la correspondiente amida sólida (2.88g, 88%). M.P. 

59–61 °C [328] nmax (KBr)/cm-1: 3301, 1642, 1561, 1464, 1265, 1211, 1057, y 1035; 

1H-NMR mismos datos que aparecen en la bibliografía [329].13C-NMR 

(CDCl3,75MHz): d 174.7, 130.1, 129.8, 62.4, 42.5, 36.7, 32.0, 29.8, 29.8, 29.6, 29.4, 

29.4, 29.3, 29.3, 29.2, 27.3, 27.2, 25.8, 22.7, 14.2.  

El extracto purificado por cromatografía da como resultado una amida sólida 

que fue añadida a una solución de 2-hydroxietilamida (1 mM) in THF (50 ml) divinil 

sulfona (0.21 ml, 2 mM) and t-BuOK (11 mg, 0.10 mM). La reacción fue agitada 

magnéticamente 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se evaporó el 

solvente bajo presión reducida obteniéndose un extracto que nuevamente se purificó 

mediante cromatografía en columna (hexano–eter 1 : 1) dio 6c como un sólido (279 mg, 

81%). M.P. 61–62 °C; nmax(film)/cm-1: 3062, 2915, 2847, 1462, 1284, 1124, 908 y 

730; 1H-NMR(CDCl3, 400 MHz): d 6.62 (dd, 1 H, J = 16.6 and 9.8 Hz, CH =), 6.43 (d, 

1 H, J = 16.6 Hz, = CH2trans), 6.15 (d, 1 H, J = 9.8 Hz, = CH2cis),  2.96 (t, 2 H, J = 8.0 

Hz), 1.77 (m, 2 H), 1.46–1.20 (m, 30 H), 0.88 (t, 3 H, J = 6.7 Hz); 13C-NMR (CDCl3, 

100 MHz): d 136.3, 130.4, 54.4, 32.0, 29.8, 29.7, 29.7, 29.7, 29.6, 29.4, 29.3, 29.1, 28.5, 

22.8, 22.4, 14.2. HRMS (m/z) (FAB+) calculado para C20H40O2SNa [M + Na]+: 

367.2647; obteniendo: 367.2644. 

 

Figura 3.2. Síntesis del compuesto 9Z)-N-[2-(ethenylsulfonyl)ethoxy]-ethyl]-9-octadecenamide 

(OVS). 
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3.7. Acoplamiento del oleico vinil sulfona (OVS) al péptido rPP2A mediante 

química “click” 

El motivo para acoplar el péptido recombinante (rPP2A) al compuesto OVS es 

conseguir incluirle al péptido recombinante una cadena alquílica de 18 átomos de 

carbono y conseguir así un lipopéptido que actúe tanto de antígeno vacunal como de 

adyuvante. En este caso conseguir una tecnología de lipopéptidos auto-ensamblantes 

para cualquier antígeno recombinante o sintético con lo que se aumenta la antigenicidad 

y respuesta inmunológica del mismo. La incorporación de ácidos grasos a la estructura 

de las proteínas facilita la interacción de estas con las membranas, así como su 

transporte a través de las mismas. Además se ha visto que modula ciertas interacciones 

proteína-proteína y diversos procesos de señalización, si bien no se conoce muy bien el 

mecanismo de acción pero bien pudiera ser el modo de presentación antigénica y/o la 

formación de micelas capaces de estimular las células presentadoras de antígeno (APC). 

El acoplamiento se lleva a cabo mediante enlaces covalentes de la vinil sulfona ligada al 

ácido graso con los grupos aminos del péptido presentes en los residuos de aminoácidos 

que lo componen, en concreto, según [325] el ácido graso funcionalizado se une a 

residuos de histidina (H) y o cisteína (C). 

Para llevar a cabo el acoplamiento del OVS y el péptido rPP2A primero se 

solubilizó el compuesto OVS en metanol y tampón carbonato a una proporción 1:1 con 

una concentración final de OVS de 2 mg/ml. Esta solución fue mezclada con una 

solución de 2 mg/ml rPP2A en tampón carbonato a una proporción final 1:1 que se 

incubó en agitación a 4 °C toda la noche. Para bloquear los posibles grupos reactivos 

del OVS que puedan quedar libres se añadió glicina 1 M en tampón carbonato y se 

incubó a temperatura ambiente durante 4 h. Los conjugados resultantes fueron 

dializados en acetato de amonio (0.1 M) y posteriormente liofilizado siguiendo el 

protocolo desarrollado en el punto 3.3.5. 
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3.8. Estudio del lipopéptido rPP2A-OVS 

3.8.1. Determinación del peso molecular del lipopéptido recombinante rPP2A-

OVS mediante la técnica de Espectometría de Masas. 

La Espectrometría de Masas (EM), es una técnica de carácter cualitativo de 

amplia utilización para la determinación de estructuras orgánicas. Esta técnica está 

basada en la obtención de iones a partir de moléculas orgánicas en fase gaseosa, que una 

vez obtenidos estos iones se separan de acuerdo con su masa y su carga, y finalmente se 

detectan por medio de un espectrómetro de masas. El resultado que nos presentará esta 

técnica es un espectro de masas que representa un parámetro relacionado con la 

abundancia de los diferentes tipos de iones en función de la relación masa/carga de cada 

uno de ellos que estará correlacionada con la estructura química de cada compuesto.  

Las mediciones se hicieron en el laboratorio de EM (SIdI), de la Facultad de 

Ciencias de la Universidad Autónoma de Madrid en un espectrómetro modelo 

ULTRAFLEX III TOF/TOF de (BRUKER). Este aparato utiliza un láser NdYAG 

(emisión, 355 nm; voltaje de aceleración, 25 kV y deflexión, 100 Da). Un mg del 

lipopéptido rPP2A-OVS fue disuelto en 0.2 ml de 1,1,1,3,3,3 Hexafluoruro 2 propanol. 

La muestra y la matriz (10 mg de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (ACC) en 1 ml de 

acetonitrilo, 0.1 % TFA en agua 3:1 v/v) fue preparada con una proporción 1:20 y 

posteriormente aplicada a una placa metálica para análisis de EM. Después, las muestras 

fueron secadas y la placa metálica insertada en el analizador de EM MALDI-TOF. 

3.8.2 Visualización de rPP2A-OVS mediante Microscopía Electrónica de 

Transmisión 

Con el fin de conocer las posibles estructuras que adopta el OVS una vez 

funcionalizado con el péptido rPP2A en condiciones fisiológicas, una suspensión de 

OVS funcionalizado en PBS fue sonicado y observado mediante tinción negativa bajo 

Microscopia Electrónica de Transmisión (MET) (LIBRA 120 PLUS de Carl Zeiss 

SMT), esta técnica se llevó a cabo mediante el depósito de 5 µL de la suspensión 

adsorbida directamente en una rejilla de cobre recubierta con Forvmar y teñida con 1 % 

de acetato de uranilo durante 1 minuto y observada directamente mediante MET [330]. 

Como control, una suspensión de rPP2A en PBS fue también sonicada siguiendo el 

mismo tratamiento que el compuesto rPP2A-OVS y observada con el MET. Finalmente 
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para conocer el tamaño de las partículas, las imágenes resultantes de MET fueron 

medidas con el programa ImagenJ [331]. 

3.9. Ensayos de inmunización 

Con el objetivo de estudiar el nivel de protección que rPP2A provoca en los 

animales infectados con los parásitos, y la modulación de la respuesta inmune, se 

llevaron a cabo una serie de ensayos de inmunización con diferentes adyuvantes. 

3.9.1. Respuesta inmune inducida frente a la infección por A. tetraptera 

Para el ensayo de inmunización se utilizaron 4 grupos de ratones de la cepa 

CD1/ICR (5 semanas de edad, machos) con 5 ratones en cada grupo. Las condiciones de 

cada grupo fueron:  

1) Control previo a la infección no inmunizado (C) 

2) Control de la infección no inmunizado (CI) 

3) Inmunización con 4 µg de rPP2A (rPP2A-I) e infectados 

4) Inmunización con 4 µg de rPP2A (rPP2A) no infectados 

La vía de inmunización utilizada fue la vía intranasal, para ello la dosis en los 

grupos 3 y 4 se administró junto a carboximetilcelulosa sódica (NaCMC) al 1 %. La 

carboximetilcelulosa sódica es un polisacárido lineal que debido a sus propiedades 

hidrofílicas, alta viscosidad, facilidad para formar películas y comportamiento adhesivo 

se podría utilizar como estabilizador de emulsiones y suspensiones y ser adherido 

internamente a la mucosa (en este caso mucosa nasal) a la misma vez que puede retrasar 

la liberación del péptido recombinante [332, 333]. 

 

Figura 3.3. Esquema de inmunización empleado en el ensayo de infección con el parásito A. 

tetraptera. 

El experimento de inmunización se realizó en un total de 40 días como se puede 

observar en la figura 3.3. En el día 0, los ratones fueron sangrados en la vena 

submaxilar para obtener un suero control preinmune. Para no causar estrés a los 

animales, la primera inmunización a los ratones de los grupos 3) y 4) se le realizó el día 
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10, en este día también se tomaron muestras de sangre y se volvió a inmunizar en el día 

15. Los grupos 2), y 3) fueron infectados con 200 huevos embrionados mediante vía 

oral con una sonda gástrica [334] 20 días desde el inicio del experimento. Veinte días 

después del reto, los 4 grupos de ratones utilizados para el experimento fueron 

sacrificados previo sangrado por punción cardiaca. Una vez sacrificados se contaron el 

número de vermes presenten en el intestino de los ratones infectados.  

A fin de conocer el grado de implicación de la IL-23 como estimuladora de la 

respuesta inmunológica Th17, en la predisposición a crear un ambiente intestinal que 

permita o rechace, la implantación del parásito se llevó a cabo una serie de ensayos de 

infección con A. tetraptera sobre ratones a los que previamente se les había inoculado 

un anticuerpo frente a la IL-23. Para el experimento se utilizaron dos grupos de ratones 

CD1/ICR (4-6 semanas de edad, machos) con 5 ratones en cada grupo. Las condiciones 

de cada grupo fueron: 

1) Grupo de ratones inoculados periódicamente 6.6 µg de un anticuerpo 

monoclonal anti-IL-23 e infección con A. tetráptera posterior a las 

inoculaciones (anti-IL-23mAB-I). 

2) 1) Grupo de ratones inoculados periódicamente 6.6 µg de un 

anticuerpo monoclonal anti-IL-23 (anti-IL-23mAB-C) y no infectados 

3) Grupo de animales no inoculados con anticuerpo e infectados como 

control de Infección (CI). 

Como se representa en la figura 3.4, el grupo de ratones CI se infectaron el día 3 

post-estabulación con 300 huevos embrionados. El día 1 y 2 pre-infección y 6 días 

consecutivos después de la infección se les administró por vía intraperitoneal 6.6 µg de 

un anticuerpo monoclonal anti-IL-23 (anti-mouse IL-23 p19 purified, eBioscience, No 

14-7232) tanto al grupo control como al grupo infectado con el nematodo. Al inicio del 

experimento se extrajo sangre a los animales para la obtención de suero preinmune, 

igualmente se volvió a extraer el día 5 y finalmente en el momento del sacrificio fueron 

totalmente sangrados para la obtención de suero utilizado en posteriores experimentos 

como control de la infección. Veinte y tres días después de la infección todos los ratones 

fueron sacrificados previo sangrado por punción cardiaca. 
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Figura 3.4. Esquema de empleado en el ensayo de neutralización de la IL-23 e infección con el 

parásito A. tetráptera. 

3.9.2. Respuesta inmune inducida frente a la infección por T. muris 

Para el ensayo de inmunización se utilizaron 5 grupos de ratones de la cepa 

AKR/olaHsd con 6 ratones por grupo. Cada grupo fue tratado con las siguientes 

condiciones:   

1) Control no vacunado, no infectado. 

2) Control de la infección: no vacunado (CI), sí infectado. 

3) Inmunización con el adyuvante 4 µg de rPP2A junto con 4 µg de 

paredes bacterianas (rPP2A-PB) e infectado. 

4) Inmunización con 4 µg de rPP2A acoplada a OVS (rPP2A-OVS).  

5) Control de adyuvante de Paredes Bacterianas 4 µg de paredes 

bacterianas (PB) no infectado. 

Todas las vacunas fueron administradas en una solución de carboximetilcelulosa 

al 1 % por vía intranasal.  

Como se indica en la figura 3.5, todos los grupos menos el 1), fueron infectados 

en el día 0 por vía oral con 200 huevos embrionados de T. muris [335] con ayuda de una 

cánula gástrica. En el día 49 p.i a los grupos 3), 4) y 5) se les hizo la primera 

inmunización repitiéndose en el día 63 p.i. El día 90 p.i los ratones fueron exanguinados 

por punción cardiaca previa anestesia con isofluorano y finalmente sacrificados. 

 

Figura 3.5. Esquema de inmunización empleado en el ensayo de infección con el parásito T. 

muris. 

Con el objetivo de observar si el tratamiento e inmunización de los diferentes 

lotes de animales con las diferentes fórmulas vacunales comportaba algún cambio en los 
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animales se procedió a pesar semanalmente a cada animal hasta el final del 

experimento, a los datos obtenidos en cada una de las pesadas les fueron calculadas la 

media y su desviación estándar con objeto de realizar un estudio estadístico que 

determinara o no la inocuidad de los tratamientos. 

3.9.2.1. Evaluación de la infección 

3.9.2.1.1. Contaje de número de huevos en heces 

A fin de evaluar la eficacia de la inmunización con las diferentes fórmulas 

administradas, se realizó semanalmente contaje de huevos en heces mediante el método 

Stoll, a partir del día de la primera inmunización hasta el día del sacrificio de los 

animales. El método Stoll, se basa en los principios de saponificación, homogenización 

y aclaración de las muestras de heces. El NaOH al ponerse en contacto con la grasa de 

las heces se saponifica, hace que los huevos de los parásitos presentes en heces sean 

menos pegajosos, desinfecta y desodoriza la muestra. Para la recogida de heces 

individualizada de cada animal, estos se mantuvieron aislados durante 8 horas, a fin de 

recoger las excretas que liberaran. Las heces se homogeneizaron en 0.1 % NaOH (con 

una proporción de aproximadamente 4 g / 60 ml 0.1 N NaOH). Un volumen conocido 

de la suspensión se colocó en un portaobjetos cuadriculado y los huevos se recontaron al 

microscopio óptico a un aumento de 4 x. 

3.9.2.1.2. Contaje de número de vermes post mortem 

Para evaluar el nivel de infección resultante al final de cada experimento, así 

como la toma de muestras tanto de intestino, nódulos linfáticos mesentéricos (NLM) y 

placas de Peyers (PPs) para el ensayo con T. muris, además de bazo para A. tetraptera, 

los ratones fueron sacrificados (90 días después del inicio del experimento y 27 días 

después de la última vacuna para T. muris y 40 días desde el inicio del experimento, 25 

tras la segunda vacuna y 20 después de la infección en el ensayo con A. tetraptera) y 

diseccionados. En los casos que nos ocupan (infección con T. muris y A. tetraptera) la 

parte del intestino que fue diseccionada fue el intestino grueso, hábitat de estos 

nematodos, que fue extraído y abierto longitudinalmente para facilitar la observación y 

recogida de los adultos de los nematodos [336], realizándose los recuentos de los 

vermes bajo microscopio estereoscópico. 
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3.10. Cuantificación de la expresión de interleucinas en bazo, placas de Peyers y 

nódulos linfáticos mesentéricos. 

3.10.1. Extracción de RNA de órganos de ratón 

Para la extracción de RNA de ratones experimentales se usó el bazo, PPs y NLM 

que fueron incluidos, inmediatamente después del sacrificio del animal, en RNAlater® 

(ThermoFisher Scientific) en una proporción 1 parte de tejido, 5 partes de solución y 

mantenidos a -20 °C hasta su uso. La estrategia que se siguió fue, primero una 

extracción de RNA total y seguidamente para eliminar cualquier resto de DNA 

genómico que pudiera quedar en la muestra se hizo una extracción de RNA mensajero 

(mRNA). La extracción de bazo sólo se hizo de los ratones infestados con A. tetraptera. 

La extracción de RNA total se llevó a cabo mediante el RNeasy® Midi kit 

(Qiagen 74106) con algunas modificaciones. Este kit permite hacer extracciones de 

bazo, NLM y PPs conservados en RNAlater®. Se partió de 20-30 mg de tejido que se 

homogeneizó con 600 µl de tampón RTL en un homogeneizador manual. 

Posteriormente se precipitó con un volumen de etanol al 70 %, se transfirió a una 

columna y se centrifugó 15 segundos a 8000 × g. Para asegurar la eliminación de todo el 

DNA genómico se hizo un tratamiento con DNasa I. Este tratamiento se hizo con 

RNase-Free DNasa Set (Qiagen 79254), consistió en añadir a la columna 350 µl de 

tampón RW1, centrifugar 15 segundos a 8000 × g y descartar el sobrenadante, después 

se añadieron a la columna una mezcla de 10 µl de DNasa I y 70 µl de tampón RDD, en 

total se adicionaron 80 µl de tampón RDD suplementado que se incubó durante 

15 minutos a 30 °C. Tras la eliminación del DNA genómico se procedió al lavado de la 

membrana, para ello se añadieron 350 µl de tampón RW1 y se centrifugó 15 segundos a 

8000 × g descartando el sobrenadante, este paso se repitió con 700 µl. Después se 

añadieron 500 µl de tampón RPE, se volvió a centrifugar 15 segundos a 8000 × g, este 

paso se repitió una vez más aumentando el tiempo de centrifugado a 2 minutos. 

Finalmente la elución del RNA total se hizo con 50 µl de agua milliQ libre de RNasas. 

La cantidad el RNA total fue medida por un electrophotometric (Nanodrop ND−1000, 

Thermo Scientific). La calidad del RNA fue evaluada usando el Experion automated 

electrophoresis system (BIO-RAD). 

La extracción de mRNA poli A+ a partir de RNA total se hizo para asegurar que 

el RNA esté libre de DNA genómico y para darle mayor estabilidad, para ello se utilizó 

el “Oligotex® mRNA Midi kit” (Qiagen 70042). Una vez determinada la concentración 
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de RNA total extraído se añadió la cantidad adecuada de tampón OBB y se incubó 

durante 3 minutos a 70 °C, seguidamente se incubó 10 minutos a 25 °C (en este paso se 

produce la hibridación entre la cola de poli A+ y los oligo-dT 30). Se centrifugó durante 

2 minutos a 16000 × g y se descartó el sobrenadante cuidadosamente. El precipitado se 

resuspendió en 400 µl de tampón OW2, se traspasó a una columna y se centrifugó 

1 minuto a 15000 × g, este paso se repitió una vez más. Por último se transfirió a un 

nuevo tubo colector y se añadieron 50 µl de tampón OEB precalentado a 70 °C, se 

centrifugó a 16000 x g durante 1 minuto para eluir el mRNA Poli A+. Este paso se 

repitió una vez más y se obtuvieron 100 µl de mRNA Poli A+. La cantidad del mRNA 

fue nuevamente medida por un electrophotometric (Nanodrop ND−1000, Thermo 

Scientific) y la calidad de extracción del mRNA de los tejidos fue evaluada usando el 

Experion automated electrophoresis system (BioRad, Nazareth Eke, Belgium). 

3.10.2. Retrotranscripción del mRNA 

La retrotranscripción se realizó con iSccript cDNA Synthesis kit (BIO-RAD 

170-8891) que utiliza una mezcla de oligo-dT y exanucleótidos aleatorios que permiten 

la amplificación de todo el mRNA, para ello se utilizó un termociclador (CFX96 Real-

Time System, BIO-RAD). El volumen final de cada reacción fue de 20 µl. Cuatro µl de 

5 x iScript reaction mix, 1 µl de iScript reverse transcriptase, el volumen del mRNA 

dependió de su concentración (100 fg a 1 µg mRNA). Las condiciones de 

retrotranscripción fueron las siguientes: 5 minutos at 25 °C, 30 minutos at 42 °C, 5 

minutos a 85 °C, al terminar se mantuvo a 12 °C. La concentración y calidad del cDNA 

se midió con un electrophotometric (Nanodrop ND−1000, Thermo Scientific), se diluyó 

1:10 y se guardó a -80 °C hasta su uso. 

3.10.3. Cuantificación por PCR cuantitativa en tiempo real de la expresión de 

interleucinas 

Para la amplificación de los diferentes genes de interleucinas se utilizaron 

oligonucleótidos, diseñados con el programa eprimer3 [337], cuyas secuencias se 

encuentran descritas en el punto 3.13. Para cada pareja de oligonucleótidos se hizo una 

curva de calibración y fue optimizada su concentración. Como gen de referencia para 

normalizar la expresión de cada interleucina y control interno de la reacción, se utilizó 

el gen de la β-actina [338-340]. EL cDNA fue amplificado usando SsofastTM Eva 

Green@ Supermix (BIO-RAD 172-5201), y se utilizó una concentración de cDNA de 
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50 ng por reacción. La amplificación se hizo en un termociclador (CFX96 Real-Time 

System, BIO-RAD), las muestras fueron inicialmente calentadas a 95 °C durante 

2 minutos, seguido de 40 ciclos que consistieron en una desnaturalización de 95 °C 

durante 10 segundos, un paso de annealing a 55 °C durante 30 segundos y un paso de 

extensión a 60 °C durante 1 minuto. Cuando la amplificación terminó, las muestras se 

mantuvieron a 12 °C. Se hicieron 3 réplicas por muestra. 

3.11. Inmunohistoquímica de tejidos de ratón 

3.11.1. Procesado del tejido para microscopía 

Tras la eutanasia de los ratones, el intestino fue rápidamente en solución 

fijadora. Los cortes en secciones finas (5-10 micras) los llevaron a cabo en la unidad de 

Microscopía y Microdisección del CIC de la Universidad de Granada. Finalmente una 

vez los cortes realizados, las secciones finas se fijaron en portaobjetos para seguir con el 

protocolo de inmunohistoquímica que se detalla a continuación. 

3.11.2. Preparación de las secciones finas para inmunohistoquímica 

3.11.2.1. Desparafinado, hidratación y recuperación antigénica 

Previo al tratamiento de inmunohistoquímica, para eliminar la parafina de las 

secciones se procedió con dos lavados de xilol de 15 minutos cada uno. Posteriormente 

se hidrataron con un gradiente decreciente de etanol hasta agua destilada (100 %, 97 %, 

70 %, H2O destilada), en cada uno de los pasos la incubación fue de 15 minutos a 

temperatura ambiente [341] [27]. A continuación se hizo un desenmascaramiento 

antigénico mediante calor [342]. Este proceso fue necesario ya que los tratamientos para 

la inclusión en parafina pueden alterar la estructura de los antígenos diana y así perder 

su actividad inmunológica e interferir en la respuesta de unión antígeno-anticuerpo 

deseada. Para ello, se sumergieron las preparaciones en jarras de Coplín con una 

solución de citrato sódico 10 mM a pH 6-7 en el interior de un autoclave (120 °C 

durante 10 minutos) [343], una vez terminado el proceso se enfriaron las preparaciones 

en agua hasta alcanzar la temperatura ambiente. 

3.11.2.1. Permeabilización, bloqueo e inmunomarcaje 

Una vez hidratadas las preparaciones se bloquearon los posibles sitios de unión 

inespecíficos para los anticuerpos a los grupos aldehídos libres procedentes del fijador, 
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para ello se trató con PBS conteniendo 1 % de ovoalbúmina (Sigma-Aldrich® A5503) 

durante 30 minutos. Después se incubaron con los diferentes anticuerpos, que se 

describen en el punto 3.15, a una dilución 1:50 en tampón de bloqueo, ya sean 

conjugados, o no conjugados para estos últimos se usó el correspondiente anticuerpo 

secundario para determinar la localización en intensidad de color o fluorescencia. 

Finalmente se tiñeron los núcleos celulares con una dilución 1:100 de 4`,6-Diamidino-2-

phenylindole dihydrochloride (Sigma-Aldrich® D9542) durante 10 minutos. La 

observación de las secciones histológicas se llevó a cabo en el Centro de 

Instrumentación Científica de la Universidad de Granada. Y fueron analizadas y 

ajustadas mediante el programa ImagenJ [331], midiéndose la intensidad de 

fluorescencia y en algunos casos también se hizo contaje de las células de interés. 

3.12. Análisis estadístico 

Todos los datos se normalizaron antes del análisis estadístico. Los datos se 

sometieron a una ANOVA, la prueba utilizada fue Tukey-kramer, para la comparación 

de los múltiples grupos usando el programa v3.05 GraphPad INSTAT (GraphPad 

Software, Inc., La Jolla, CA, EE.UU.). Los resultados representados fueron el valor 

medio y la desviación estándar de los datos obtenidos de los diferentes grupos en 

distintos momentos para cada experimento realizado. Un valor de p < 0.001 se 

considera que es altamente significativo (***), un valor de p < 0.01 se consideró 

significativo (**) y un valor de p < 0.05 fue considerado poco significativo (*). 

3.13. Soluciones y tampones 

 LB: para un litro se adicionaron 10 g de NaCl, 10 g de triptona, 5 g de extracto 

de levadura y se autoclavó 20 min a 121 °C y 1 atm de presión 

 PBS: 10 mM de fosfato sódico y 10 mM de fosfato potásico a pH 7.2 

 PBS-T: 0.3 % de Tween 20 (P1379, Sigma-Aldrich®) en PBS 

 Solución de bloqueo: PBS-T 0.1 % y 2 % de leche desnatada en polvo 

 Solución de desteñido: 30 % metanol, 10 % ácido acético 

 Solución de parada: 3 M HCl 

 Solución de tinción: 0.25 % azul Coomassie, 40 % de metanol, y 10 % de ácido 

acético 

 Solución fijadora: 2 % formaldehído y 1 % glutaraldehído en PBS 
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 Sustrato de peroxidasa: 12.5 ml tampón citrato, 12.5 ml de agua milliQ, 1 

pastilla de OPD (O-fenil diaminobenzidina) (Sigma-Aldrich®, P0447) y 25 µl 

H2O2 

 Tampón carbonato: 0.1 M de carbonato sódico y 0.1 M de bicarbonato sódico a 

pH 9.3  

 Tampón citrato: disolver en 100 ml de agua milliQ, 0.46 g de ácido cítrico, 0.72 

g de Na2 HPO4 y ajustar el pH a 5 

 Tampón de corrido o “running buffer”: 0.025 M Tris-HCl, 0.192 M glicina y 0.1 

% SDS) 

 Tampón de elución: 6 M Guanidina-HCl, 20 mM fosfato de sodio, 500 mM 

NaCl, 500 mM imidazole, 1 mM β-mercaptoetanol a pH 7.4. 

 Tampón de la muestra: 100 mM de Tris-HCl, 1 mM de EDTA, 2.5 % de SDS, 

0.01 % de azul de bromofenol, 10 % glicerol y 5 % de β-mercaptoetanol a pH 8. 

 Tampón del gel concentrador: 1 M de Tris-HCl a pH 6.8. 

 Tampón del gel separador: 1.5 M de Tris-HCl a pH 8.8. 

 Tampón de lisis: 50 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 10 mM EDTA, 6 M 

Guanidina-HCl, 0.35 mg/ml de lisozima (Sigma-Aldrich®, 62970), 5 mM de 

imidazol y 5 mM β-mercaptoetanol a pH 8. 

 Tampón de ligado: 6 M Guanidina-HCl, 20 mM fosfato de sodio, 500 mM 

NaCl, 5 mM imidazole, 1 mM β-mercaptoetanol a pH 7.4. 

 Tampón de transferencia: 25 mM Tris-HCl, 192 mM glicina y 20 % de metanol. 
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3.14. Tabla de secuencia de oligonucleótidos de los genes de interleucinas usados 

en este estudio 

Oligonucleótido Secuencia (5` - 3`)  

Act F TCCATCATGAAGTGTGACGT 

 R GAGCAATGATCTTGATCTTCAT 

G-CSF F CAGAGGCGCATGAAGCTAAT 

 R TCCAGGGACTTAAGCAGGAA 

IL2 F CCACTTCAAGCTCCACTTCA 

 R ATCCTGGGGAGTTTCAGGTT 

INF- F GCTCTTCCTCATGGCTGTTT 

 R GTCACCATCCTTTTGCCAGT 

IL12 F GACCAAACCAGCACATTGAA 

 R CTACCAAGGCACAGGGTCAT 

IL15 F CATTTTGGGCTGTGTCAGTG 

 R TGCAACTGGGATGAAAGTCA 

IL6 F AGTTGCCTTCTTGGGACTGA 

 R TCCACGATTTCCCAGAGAAC 

TNF-α F CCCCAAAGGGATGAGAAGTT 

 R CACTTGGTGGTTTGCTACGA 

IL4 F CCTCACAGCAACGAAGAACA 

 R ATCGAAAAGCCCGAAAGAGT 

IL10 F CAGAGCCACATGCTCCTAGA 

 R TCATTTCCGATAAGGCTTGG 

IL13 F AGCATGGTATGGAGTGTGGA 

 R TTGCAATTGGAGATGTTGGT 

TGF-β F TGGAGCAACATGTGGAACTC 

 R AGCCCTGTATTCCGTCTCCT 

IL17 F TCCAGAAGGCCCTCAGACTA 

 R TCATGTGGTGGTCCAGCTT 

IL23 F TAATGTGCCCCGTATCCAGT 

 R AGGCTCCCCTTTGAAGATGT 

IL25 F ACCACAACCAGACGGTCTTC 

 R CTGCTTCAGGTAGGGCTTTG 

IL21 F GAGGACCCTTGTCTGTCTGG 

 R TCATCTTTTGAAGAAGCCATTT 

IL9 F TGATTGTACCACACCGTGCT 

 R AGGTCACTCCAACGATACGG 
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3.15. Tabla de anticuerpos utilizados en este estudio 

Anticuerpo primario Fluorocromo Nº Cat Anticuerpo 

secundario 

Fluorocromo Nº Cat 

anti-CD134 / OX40  FITC green  ab33998    

anti-CCL20/MIP3 

alpha 

 Bs-1268R anti-conejo IgG 

(H+L) 

Alexa Fluor® 

647 

A-21247 

anti-Neutrophil [7/4]  FITC ab53453    

CCL11/Eotaxin 

Antibody 

 MAB420 anti-rata IgG 

(H+L) 

Alexa Fluor® 

633 

A21094 

anti-Dcamkl1 antibody   Ab31704 anti-conejo IgG 

(H+L) 

Alexa Fluor® 

647 

A21245 

anti- CD138   142502 1 anti-rata IgG 

(H+L) 

Alexa Fluor® 

633 

A21094 

   2 anti-rata IgG  FITC F-6258 

anti-mCCL2/JE/MCP-

1 

 AF-479-

NA 

anti-cabra IgG Alexa Fluor® 

594 

ab150132 

anti-mCCL17/TARC  AF-529 anti-cabra IgG Alexa Fluor® 

594 

ab150132 

anti-GRO/ CXCL1  ab-17882 anti-conejo IgG FITC F-0382 

Anti-IL17  Ab-79056 anti-conejo IgG FITC F-0382 

Anti-

CxCL15/Lungkine 

 AF-442 anti-conejo IgG FITC F-0382 

Lectina      

Lectina de germen de 

trigo (WGA) 

FITC L4895    

      

 

1 En el experimento con el nematodo T. muris para revelar el anticuerpo primario anti-

CD138 se utilizó un anticuerpo secundario frente a rata marcado con Alexa fluor® 633 

con número de catálogo A21094.  

2 En el experimento con el nematodo A. tetráptera para revelar el anticuerpo primario 

anti-CD138 se utilizó un anticuerpo secundario frente a rata marcado con FITC con 

referencia F-6258. 
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4. Resultados 

4.1. Estudio in silico de la secuencia del péptido rPP2A 

Gracias al conocimiento de la secuencia de aminoácidos correspondiente al 

péptido rPP2A y como se ha descrito anteriormente, se realizó un estudio 

bioinformático para conocer in silico a fin de estudiar la molécula antigénica con la que 

se hicieron los ensayos y que facilitaron la interpretación de los resultados finales. Para 

ello se requirió de la herramienta ProtParam del portal de Investigación Bioinformática 

(Expasy), que nos permite el cálculo de varios parámetros físicos y químicos para una 

determinada secuencia de aminoácidos.  

En función de este análisis se permitió conocer que el péptido rPP2A estaba 

compuesto por 82 aminoácidos (el porcentaje de cada aminoácido en la secuencia y la 

secuencia total del péptido se puede ver en figura 4.1A), de los cuales 6 aminoácidos 

presentaron carga negativa (Asp + Glu) y 9 de los aminoácidos presentaron carga 

positiva (Arg + Lys). El peso molecular teórico del péptido fue de 9624.1 Da y un punto 

isoeléctrico teórico (pI) de 9.3. En la figura 4.1B se representa la información que 

aportó la herramienta bioinformática acerca de la proporción de átomos de los que 

estaba compuesto el péptido recombinante. El coeficiente de extinción fue de 4595 

aunque al no tener ningún Trp se asumió un error de más del 10 % en este dato. Otro 

dato interesante a la hora de expresar la proteína recombinante es el índice de vida 

media y el de inestabilidad. In vivo, en bacterias la vida media es de más de 10 horas y 

el índice de inestabilidad es de 34.32, ambos índices clasificaron a la proteína como una 

proteína estable para trabajar con ella. Para saber si el rPP2A era hidrofóbico según su 

secuencia de aminoácidos era necesario conocer el índice GRAVY (“Grand average of 

hydropathicity"), este valor fue de -0.173, por lo que podemos decir que el péptido 

rPP2A no es hidrofóbico según su composición. 
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Figura 4.1. (A) Porcentaje de cada aminoácido que compone la secuencia del péptido rPP2A. 

(B) Número de átomos de C, H, N, O y S que forman parte de la molécula rPP2A. 

Con el fin de que el péptido rPP2A pudiera actuar como vacuna polivalente se 

dio a conocer la homología de la secuencia del péptido frente a otras especies de 

nematodos, y en especial frente al parásito de estudio, Trichuris, en concreto de las 

especies, T. suis y T. trichiura. Se procedió a la realización de un alineamiento múltiple 

de la región catalítica de la PP2A de estos nematodos parásitos con respecto a nuestra 

secuencia de rPP2A utilizando la herramienta bioinformática Clustal W (figura 4.2), y 

así ver la existencia de homología en varias especies de gusanos. 

 

Figura 4.2. Alineamiento múltiple de la secuencia de la región catalítica de A. costaricensis 

PP2A con diferentes especies de Trichuris. En negro se indican las posiciones con el 100 % de 

residuos conservados, mientras que en una escala de gris decreciente representa la disminución 

de la conservación. Ac, Angiostrongylus costaricensis; Ts, Trichuris suis; Tt, Trichuris 

trichiura. 

4.2. Obtención de la proteína recombinante 

La proteína recombinante se obtuvo a partir de un cultivo de E. coli, 

previamente se transformó la bacteria con el inserto de la proteína PP2A, clonada en el 

vector de transformación pQE31 que era capaz de expresar dicho gen de la proteína 

recombinante, rPP2A. 

Tras ser inducidos los cultivos bacterianos y luego lisados, se siguió el protocolo 

de purificación de cuerpos de inclusión que consiste en centrifugaciones a alta velocidad 
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(12000 x g) y la proteína de interés se encontró en el botón en forma de cuerpos de 

inclusión, como se muestra en la figura 4.3. La proteína rPP2A se purificó empleando 

una columna de cromatografía de afinidad de sefarosa ligada a Ni2+ (GE Healthcare Life 

Sciences 11-0004-58), en la que se unirían las proteínas recombinantes a través de la 

cola de histidina al níquel de la columna como se ha descrito en Material y Métodos, y 

se estudió en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 20%, confirmándose mediante 

western-blot que se trataba de la proteína recombinante buscada. 

 

Figura 4.3. Análisis SDS-PAGE y western-blot de la proteína rPP2A. Línea A, proteínas 

pertenecientes a la purificación de los cuerpos de inclusión; línea B, banda que corresponde al 

péptido rPP2A después de la purificación por cromatografía de afinidad por el Ni2+; línea C y D, 

reconocimiento de la rPP2A por el inmunosuero. 

La figura 4.3, nos muestra una banda de aproximadamente 10 kDa que 

corresponde a la proteína de trabajo, es visible en la línea que corresponde a la 

purificación por cuerpos de inclusión donde también aparecen otras bandas 

correspondientes a proteínas de la bacteria transformada, como en la línea 

correspondiente a la purificación por afinidad donde ya han sido eliminadas por 

concentraciones crecientes de imidazol, las proteínas específicas y propias de la 

bacteria. El inmunosuero, reconoció a dicha proteína a un título de 1:3000, e igualmente 

también fue capaz de reaccionar frente a la banda de aproximadamente 10 kDa 

mediante western-blot. 
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4.3. Lipopéptido 

En la figura 4.4 se muestra el espectro de masas del péptido recombinante, 

purificado por la columna de afinidad, ligado al oleico vinil sulfona (OVS) y donde se 

aprecia la señal a 11157 Da correspondiente al péptido libre rPP2A ligado a la cola de 

histidinas y las señales a 11599, 12039, 12485, 12930 y 13380 Da corresponderían con 

1, 2, 3, 4 y 5 adiciones de moléculas de OVS al rPP2A, respectivamente. 

 

Figura 4.4. Análisis MALDI-TOF-MS del péptido rPP2A (marcado con una flecha) y del 

péptido rPP2A con 1, 2, 3, 4 y 5 adicciones de OVS respectivamente (marcados con asterisco). 

El éxito de los lipopéptidos como adyuvantes ha sido ratificado por numerosos 

autores [344] pudiendo deberse a la capacidad de agregarse como micelas, agregaciones 

o partículas, lo que incrementa la inmunogenicidad del péptido, o la eficiencia de la 

presentación antigénica. En este sentido las imágenes de microscopía electrónica por 

tinción negativa de la suspensión de la rPP2A ligado al OVS aparecen en la figura 4.5A. 

En ella se aprecia como la suspensión del lipopéptido aparece formando micelas de 

46.66 ± 6.40 nm de diámetro. Mientras que en la figura 4.5B muestra el rPP2A 

purificado en una suspensión de PBS con la formación de agregados como consecuencia 

de su baja solubilidad en medios acuosos. 
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Figura 4.5. Imágenes de microscopía electrónica de transmisión, tinción negativa. (A) 

Microscopía electrónica de micelas formadas después de la funcionalización de rPP2A-OVS, 

(B) rPP2A en suspensión acuosa. 

4.4. Evaluación de la carga parasitaria, determinación de nivel de interleucinas y 

observación de cambios en la mucosa intestinal de ratones infectados por A. 

tetraptera 

4.4.1. Ensayo con ratones inmunizados con rPP2A y rPP2A junto a Paredes 

Bacterianas (rPP2A-PB) 

4.4.1.1. Evaluación de la carga parasitaria 

 Para evaluar la carga parasitaria en los ratones se contó el número de vermes en 

el intestino una vez fueron sacrificados. El número medio de gusanos recuperados en el 

grupo inmunizado con rPP2A fue de 2.6, mientras en el grupo no inmunizado fue de 

13.8 el número medio de gusanos recuperados. Por tanto, la tasa de reducción de la 

infección de los ratones infectados con el nematodo A. tetraptera fue de 84.15 %. 

4.4.1.2. Determinación de la expresión de interleucinas por PCR cuantitativa 

en tiempo real en órganos linfoides de ratón 

Como ya se ha hablado en el apartado de Material y Métodos se procedió a 

diseñar un ensayo de inducción de la respuesta inmune por inoculación intranasal con el 

péptido recombinante PP2A con el posterior reto de infección con el nematodo.  

La respuesta inmunológica, provocada en los grupos de ratones experimentales, 

se estudió mediante la cuantificación de los niveles de expresión de las diferentes 
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interleucinas en órganos linfoides de ratón mediante PCR cuantitativa en tiempo real. 

Como recuerdo del apartado de Material y Métodos, los grupos de ratones utilizados 

fueron, un grupo de ratones Control no infectado (C), un grupo Control Infectado con A. 

tetraptera (CI), un grupo experimental inmunizado con rPP2A no infectado (rPP2A) y 

por último un grupo de ratones inmunizado previamente con rPP2A y posteriormente 

infectado con A. tetraptera (rPP2A-I). 

Los órganos linfoides elegidos para el análisis fueron bazo, nódulos linfáticos 

mesentéricos (NLM) y placas de Peyers (PPs). Los niveles de expresión de las 

interleucinas estudiadas fueron: IL-2, INF-γ, IL-12, IL-15, IL-6, TNF-α, IL-4, IL-10, 

IL-13, TGF-β, IL-17, IL-23, IL-25, IL-21 e IL-9.  

Los resultados de los niveles de expresión de interleucinas en bazo se 

representan en la figura 4.6. De dichos resultados se deduce que los niveles más altos de 

expresión (***) fueron para la IL-4 e IL-15 en el grupo CI, seguidos por los niveles de 

expresión de las interleucinas IL-2, IL-25 e IL-21 en el grupo inmunizado con rPP2A, 

fue destacable también el grupo rPP2A por los elevados niveles de INF-γ, IL-12, TNF-α 

e IL-13. En el caso de la IL-25 se obtuvo igual nivel de expresión en el grupo rPP2A 

que en el grupo rPP2A-I. Las diferencias de expresión por parte de TGF-β no fueron 

significativas (ns) en ninguno de los grupos experimentales. 

 

Figura 4.6. Determinación por PCR cuantitativa en tiempo real de niveles de expresión 

normalizada de interleucinas en bazo, de los diferentes grupos de ratones inmunizados. La barra 

roja es para el grupo Control (C), la barra azul es para el grupo de ratones Control Infectado con 

A. tetraptera (CI), la barra naranja es para ratones inmunizados con rPP2A y la barra morada es 

para ratones inmunizados con rPP2A e infectados con A. tetraptera (rPP2A-I). Los valores son 

la media de la expresión normalizada y la desviación estándar. El análisis estadístico usado fue 

Tukey-kramer, p<0.001 (***), p<0.01 (**) y p<0.05 (*).  
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Los resultados que corresponden a la cuantificación del nivel de interleucinas en 

los NLM (figura 4.7) de los diferentes grupos de ratones fueron destacables siendo a su 

vez muy significativos (***) los niveles de IL-23 en los grupos de ratones CI y rPP2A 

seguidos de los elevados niveles de IL-25 en los grupos rPP2A y rPP2A-I. Los ratones 

inmunizados con rPP2A mostraron niveles altos para el INF-γ, IL-15, IL-6, e IL-4 

mientras que los ratones inmunizados con rPP2A e infectados con A. tetraptera (rPP2A-

I) tuvieron niveles altos en la expresión de las interleucinas, IL-2, IL-13 y el TGF-β. Es 

de destacar el grupo de los ratones Control Infectado donde los niveles de expresión 

elevados fueron para las interleucinas relacionadas con la respuesta inmunológica Th2 

como son la IL-4, IL-10 e IL-13. 

 

Figura 4.7. Determinación por PCR cuantitativa en tiempo real de niveles de expresión 

normalizada de interleucinas en NLM de los diferentes grupos de ratones inmunizados. La barra 

roja es para el grupo Control (C), la barra azul es para el grupo de ratones Control Infectado con 

A. tetraptera (CI), la barra naranja es para ratones inmunizados con rPP2A y la barra morada es 

para ratones inmunizados con rPP2A e infectados con A. tetraptera (rPP2A-I). Los valores son 

la media de la expresión normalizada y la desviación estándar. El análisis estadístico usado fue 

Tukey-kramer, p<0.001 (***), p<0.01 (**) y p<0.05 (*). 

 Los resultados obtenidos en las PPs (figura 4.8), fueron superiores considerando 

que es el tejido linfoide donde los niveles de interleucinas se expresaron de manera más 

elevada. Se destacaron los niveles de expresión de IL-25 e IL-9 en el grupo de ratones 

rPP2A-I seguido de los niveles significativos para las interleucinas IL-21, IL-23, IL-17 

e IL-12 en el grupo CI. En el grupo inmunizado con rPP2A los niveles de expresión más 

elevados fueron en las interleucinas IL-9, IL-13, IL-10, TNF-α, e IL-15, la expresión de 

estas mismas interleucinas en el grupo CI mostraron valores más bajos respecto al grupo 

rPP2A.  
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Los niveles de expresión para el grupo Control (C) fueron muy bajos (*) en 

todas las interleucinas menos en el caso de la IL-10 donde apareció un aumento del 

nivel de expresión muy significativo (***) con respecto a los demás grupos de ratones. 

 

 

Figura 4.8. Determinación por PCR cuantitativa en tiempo real de niveles de expresión 

normalizada de interleucinas en bazo de los diferentes grupos de ratones inmunizados. La barra 

roja es para el grupo Control (C), la barra azul es para el grupo de ratones Control Infectado con 

A. tetraptera (CI), la barra naranja es para ratones inmunizados con rPP2A y la barra morada es 

para ratones inmunizados con rPP2A e infectados con A. tetraptera (rPP2A-I). Los valores son 

la media de la expresión normalizada y la desviación estándar. El análisis estadístico usado fue 

Tukey-kramer, p<0.001 (***), p<0.01 (**) y p<0.05 (*). 

4.4.2. Ensayo con ratones anti-IL-23mAB 

4.4.2.1. Evaluación de la carga parasitaria en ratones anti-IL-23mAB e 

infectados con A. tetraptera 

Los dos grupos de ratones que fueron infectados con A. tetraptera, tal y como se 

explicó en Material y Métodos, fueron CI y anti-IL-23mAB-I. Para el grupo de ratones CI 

la tasa de infección fue del 80 % con una tasa de gusanos recuperados de 10.7, mientras 

que en el grupo anti-IL-23mAB-I el porcentaje de infección fue del 20 % y la tasa de 

recuperación de 0.5. Por tanto podemos decir que el porcentaje de protección en los 

ratones donde la IL-23 se neutralizó fue del 93.3 %, con respecto a los ratones control 

(datos suministrados por la Dra. María Trelis). 
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4.4.2.2. Determinación de la expresión de interleucinas por PCR cuantitativa 

en tiempo real en órganos linfoides de ratón 

En este punto se muestran los resultados de niveles de expresión 

correspondientes a cada interleucina en los grupos de ratones donde se inocularon 

anticuerpos frente a la IL-23 (anti-IL-23mAB). Los mRNA utilizados como se ha 

especificado en Material y Métodos para el análisis fueron procedentes de bazo, NLM y 

PPs. De igual manera, también como se especifica en Material y Métodos los grupos de 

ratones donde se compararon dichos niveles de expresión fueron: C (Control), CI 

(Control Infectado con A. tetraptera), tratados con el anticuerpo monoclonal anti-IL-23 

(anti-IL-23mAB) e infectados con A. tetraptera (anti-IL-23mAB-I) y anti-IL-23mAB sin 

infectar (anti-IL-23mAB-C).  

Las interleucinas elegidas para el análisis asociadas a una u otra respuesta 

inmune fueron: IL-2, INF-γ, IL-12, IL-15, IL-6, TNF-α, IL-4, IL-10, TGF-β, IL-17, IL-

23, IL-25, IL-21 e IL-9. 

En los resultados obtenidos se aprecia como los niveles de IL-23 en los ratones 

anti-IL-23mAB son significativamente más bajos que en los grupos de ratones control (C 

y CI) y obteniéndose este resultado en los tres órganos analizados, como bazo 

representado en la figura 4.9, NLM representado en la figura 4.10 y PPs representado en 

la figura 4.11.  

El nivel de expresión de interleucinas en el bazo se muestra en la figura 4.9 

donde se puede apreciar que en el grupo CI hubo un aumento de IL-4 e IL-10 propias de 

una respuesta Th2, mientras que el INF-γ, TNF-α son significativamente más bajos que 

en el resto de los grupos estudiados. Los niveles de IL-17 e IL-21 fueron muy bajos en 

los ratones tratados con anti-IL-23mAB. Los valores de IL-15 e IL-6 fueron altamente 

significativos en los grupos anti-IL-23mAB-I y en anti-IL-23mAB-C con respecto al grupo 

C y CI. Los valores de expresión de TGF-β no fueron significativos entre los diferentes 

grupos. También se puede destacar que en las IL-2 e IL-12 los niveles de expresión 

fueron significativos dos a dos, siendo significativos los grupos control con respecto a 

los ratones anti-IL-23mAB. Con respecto a la IL-2 los valores de expresión fueron más 

altos en el grupo Control (C), mientras que en IL-12 los valores más elevados los 

encontramos en los ratones donde la IL-23 está neutralizada (anti-IL-23mAB-I y anti-IL-

23mAB-C). Los niveles de IL-25 fueron significativamente más elevados en el grupo CI 

mientras se mantienen en los grupos C, y en el anti-IL-23mAB, estos resultados 
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concuerdan con la intensidad de fluorescencia que muestran las células Tuft como 

veremos más adelante.  

La expresión de IL-13, es muy baja en el grupo C pero más elevada en los 

grupos CI y anti-IL-23mAB-C aunque el grupo anti-IL-23mAB-I presenta un nivel de 

expresión sutilmente más bajo que los dos grupos descritos anteriormente. 

 

Figura 4.9. Determinación por PCR cuantitativa en tiempo real de niveles de expresión 

normalizada de interleucinas en bazo de los diferentes grupos de ratones. La barra roja es para el 

grupo Control (C), la barra azul es para el grupo de ratones Control Infectado con A. tetraptera 

(CI), la barra verde es para ratones donde se neutralizó la IL-23 y se infectaron con A. tetraptera 

(anti-IL-23mAB-I) y la barra amarilla para ratones donde se neutralizó la IL-23 pero no fueron 

infectados (anti-IL-23mAB-C). Los valores son la media de la expresión normalizada y la 

desviación estándar. El análisis estadístico usado fue Tukey-kramer, p<0.001 (***), p<0.01 (**) 

y p<0.05 (*). 

En NLM los niveles de expresión de interleucinas se representan en la figura 

4.10 donde se observó que en los grupos de ratones anti-IL-23mAB siguen mostrando 

valores significativamente más bajos de IL-17 mientras que la IL-21 mostró unos 

niveles de expresión significativamente más altos, a diferencia de lo que acontece en 

bazo, donde no hay un aumento de expresión significativo por parte de la IL-6 en el 

grupo de ratones anti-IL-23mAB-I. 

El mismo aumento muy significativo, en el grupo anti-IL-23mAB-C con respecto 

a los grupos C, CI y anti-IL-23mAB-I, ocurre con las IL-25, IL-9 e IL-13 cuando los 

niveles de expresión de IL-23 son prácticamente inexistentes. 

En el grupo de ratones Control Infectado (CI) las interleucinas que presentaron 

niveles de expresión significativamente más elevados (p>0.001) con respecto a los 
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demás grupos experimentales (C, anti-IL-23mAB-C y anti-IL-23mAB-I) fueron, las 

interleucinas IL-2, INF-γ, IL-12, TNF-α. En el grupo de ratones Control que no ha sido 

infectado con A. tetraptera (C), el nivel de IL-12, IL-15, IL-6 y TNF-α presentaron 

niveles significativamente muy bajos (p>0.001) cuando lo comparamos con los demás 

grupos. 

 

Figura 4.10. Determinación por PCR cuantitativa en tiempo real de niveles de expresión 

normalizada de interleucinas en NLM de los diferentes grupos de ratones. La barra roja es para 

el grupo Control (C), la barra azul es para el grupo de ratones Control Infectado con A. 

tetraptera (CI), la barra verde es para ratones donde se neutralizó la IL-23 y se infectaron con A. 

tetraptera (anti-IL-23mAB-I) y la barra amarilla para ratones donde se neutralizó la IL-23 pero no 

fueron infectados (anti-IL-23mAB-C). Los valores son la media de la expresión normalizada y la 

desviación estándar. El análisis estadístico usado fue Tukey-kramer, p<0.001 (***), p<0.01 (**) 

y p<0.05 (*). 

Los resultados obtenidos para el nivel de expresión de interleucinas en PPs se 

representan en la figura 4.11. Se pueden destacar en el grupo de ratones Control sin 

infectar (C) niveles positivamente significativos (p>0.001), con respecto a los demás 

grupos, de IL-6, IL-15, IL-23, INF-γ.  

Si observamos los niveles de expresión de IL-9, el mayor nivel de expresión 

(p>0.001) lo encontramos en el grupo control (CI), y en el grupo anti-IL-23mAB-I, 

mientras que en los grupos C y anti-IL-23mAB-C el nivel de expresión es despreciable.  

En el grupo de ratones Control Infectado (CI) se observan niveles de expresión altos de 

las interleucinas IL-17, IL-21 e IL-12, con niveles de expresión de TGF-β muy estables 

en todos los grupos, siendo significativo (p<0.01) en el grupo anti-IL-23mAB-C. Los 

niveles de IL-4 en el grupo anti-IL-23mAB-I son significativamente más altos con 

respecto a los otros tres grupos de ratones utilizados en el experimento, similar a lo que 
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ocurre con la IL-10, aunque el nivel de expresión es menor en el grupo anti-IL-23mAB-I 

y no muestran diferencias entre los grupos C, CI y anti-IL-23mAB-C. En PPs los niveles 

de expresión de IL-25 e IL-13 muestran un comportamiento similar al observado en 

bazo y NLM. Los niveles de IL-25 son altamente significativos (***) en el grupo C y 

los niveles de IL-13 disminuyen en este grupo y aumentan en los grupos de ratones 

tratados con el anti-IL-23mAB. 

 

Figura 4.11. Determinación por PCR cuantitativa en tiempo real de niveles de expresión 

normalizada de interleucinas en PPs de los diferentes grupos de ratones. La barra roja es para el 

grupo Control (C), la barra azul es para el grupo de ratones Control Infectado con A. tetraptera 

(CI), la barra verde es para ratones donde se neutralizó la IL-23 y se infectaron con A. tetraptera 

(anti-IL-23mAB-I) y la barra amarilla para ratones donde se neutralizó la IL-23 pero no fueron 

infectados (anti-IL-23mAB-C). Los valores son la media de la expresión normalizada y la 

desviación estándar. El análisis estadístico usado fue Tukey-kramer, p<0.001 (***), p<0.01 (**) 

y p<0.05 (*). 
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4.4.2.3. Cuantificación de cambios en la mucosa intestinal mediante 

microscopía láser confocal 

 El estudio mediante microscopía láser confocal de los cambios que acontecen en 

la mucosa intestinal en los diferentes grupos de animales tras el tratamiento con el 

anticuerpo monoclonal anti-IL-23, se describen a continuación.  

En este sentido se han usado diferentes marcadores capaces de localizar las 

zonas ricas en glicoproteínas y por tanto zonas ricas en muco utilizando la lectina de 

germen de trigo (WGA), un anticuerpo anti-IL-17, y anticuerpos frente a las citoquinas 

CCL2, CCL17, CXCL15, CCL20 y OX40. De igual manera se realizó un marcaje con 

anti-GRO (“Growth-regulated oncogene-alpha”) también denominado como CXCL1. 

Como marcadores específicos de células se usaron anticuerpos frente a CD138 que 

marca células plasmáticas y un anticuerpo anti-Dcamkl1 marcador de las células Tuft. 

Para llevar a cabo las medidas de fluorescencia se midió la fluorescencia a nivel de toda 

la imagen, y se cuantificó el área ocupada en 4 mediciones de 100 µm2 cada una, 

contándose el número de células fluorescente presentes.  

 El estudio de la expresión de la IL-17 se llevó a cabo tanto por PCR cuantitativa 

en tiempo real en bazo, NLM y PPs, como se ha mostrado anteriormente, así como 

mediante la inmunolocalización en las secciones finas de intestino mediante 

microscopía láser confocal con un anticuerpo anti-IL17, al objeto de localizar la 

presencia de esta interleucina directamente en los tejidos y no los niveles de expresión 

de mRNA que es lo que se determina en las técnicas moleculares antes descritas. 
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Figura 12. (A) Evaluación de la respuesta inmune frente a IL-17 en secciones finas de intestino 

de diferentes grupos de ratones mediante microscopía láser confocal revelado con un anti-

conejo IgG marcado con FITC. Los núcleos celulares se marcaron con DAPI (azul). (B) 

Cuantificación de la media de intensidad de fluorescencia frente a IL-17, obtenidas de cuatro 

mediciones de 100 µm2 cada una en los diferentes grupos experimentales. (C) Porcentaje medio 

de área que presenta fluorescencia frente a IL-17 en las mismas mediciones de 100 µm2 

anteriormente mencionadas. 

Cada barra representa la media de las mediciones con su respectiva desviación estándar. Las 

diferencias fueron estadísticamente muy significativas (***) cuando p<0.001, significativas 

(**) cuando p<0.01, poco significativas (*) cuando p<0.05 y no significativas (ns) cuando 

p>0.05 siguiendo el análisis estadístico de Tukey-kramer. 

Los niveles de fluorescencia que se observaron en las secciones finas frente a 

IL-17 aparecen reflejados en la figura 4.12A. Donde se aprecia como la intensidad de 

fluorescencia casi no aparece en el grupo control (C). Los mayores niveles de intensidad 

se pudieron observar en los grupos de ratones infectados con A. tetraptera (CI y anti-IL-

23mAB-I), seguido de un valor considerable de intensidad de fluorescencia para la IL-17 

en el grupo no infectado y tratado con IL-23 (anti-IL-23mAB-C). El análisis de los datos 

de las medidas de intensidad de fluorescencia fueron altamente significativos (***) 

entre los diferentes grupos.  
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De igual forma, los valores de intensidad de fluorescencia se representan en la 

figura 4.12B, siendo coincidentes con los valores de área fluorescente representados en 

las figura 4.12C. Las mayores áreas aparecen en los grupos de ratones infectados con el 

nematodo (CI y anti-IL-23mAB-I) si bien no aparecieron diferencias significativas entre 

estos dos grupos. 

Los resultados del estudio de la producción de muco a nivel de mucosa intestinal 

en secciones finas del intestino de los ratones de los diferentes grupos experimentales se 

reflejan en la figura 4.13A. La determinación del contenido de muco así como el área 

ocupada en las criptas intestinales se determinó, como se describió anteriormente 

mediante el uso de la lectina de germen de trigo (WGA) marcada con FITC. 

 

Figura 4.13. (A) Evaluación de la presencia de glicoproteínas componentes del muco de las 

criptas intestinales de los diferentes grupos evaluada mediante la lectina de germen de trigo 

(WGA) marcada con FITC (verde) en secciones finas de intestino de diferentes grupos de 

ratones por microscopía láser confocal. Los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul). (B) 

Cuantificación de la media de intensidad de fluorescencia frente a lectina de germen de trigo 

WGA en las criptas de la mucosa de colon que aparecen en las imágenes de microscopía láser 

confocal. (C) Porcentaje de área fluorescente reconocida por la lectina de germen de trigo 

(WGA) en las criptas de colon presentes en las imágenes de microscopía láser confocal. (D) 

Media del perímetro (µm) de dichas criptas en cada tratamiento. 

Cada barra representa la media de las mediciones con su respectiva desviación estándar. Las 

diferencias fueron estadísticamente muy significativas (***) cuando p<0.001, significativas (**) 

cuando p<0.01, poco significativas (*) cuando p<0.05 y no significativas (ns) cuando p>0.05 

siguiendo el análisis estadístico de Tukey-kramer. 
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Los niveles de intensidad de fluorescencia, figura 4.13B, fueron significativos 

(***) en el grupo anti-IL-23mAB-I con respecto al grupo C, CI y anti-IL-23mAB-C, 

mientras que el grupo CI no tuvo resultados significativos (ns) frente al grupo anti-IL-

23mAB-C, igual acontece con los valores de intensidad de fluorescencia entre los grupos 

C y CI que no fueron significativos (ns). 

Los resultados de la medida del perímetro y porcentaje de área fluorescente 

correspondiente al contenido de muco de las criptas del intestino de los ratones de los 

diferentes grupos utilizados en el experimento, así como el muco que aparece en las 

mismas se representan en la figura 4.13C y D. 

El mayor perímetro (***) se observa en el grupo anti-IL-23mAB-C, seguido del 

grupo anti-IL-23mAB-I, lo que indicaría la relación existente entre una respuesta 

inflamatoria Th17 y la producción de muco en el intestino. El grupo C y el CI, aunque 

las medidas de perímetro del grupo C y anti-IL-23mAB-I fueron muy parecidas, y no 

resultaron significativas (ns). El mayor porcentaje de área fluorescente (***) se 

encuentra en el grupo C, seguido del grupo anti-IL-23mAB-I, CI y anti-IL-23mAB-C, 

siendo los valores de porcentaje de fluorescencia menos significativos (**) entre estos 

dos últimos grupos de los ratones usados en el experimento. Lo que podría indicar que 

la presencia del parásito, de una forma directa trata de reducir la producción de muco en 

las criptas y que esta se encuentra relacionada con una respuesta mediada por la IL-23. 

 Los resultados del marcaje en los diferentes grupos experimentales con el 

anticuerpo frente a la citoquina CCL2 se observan en la figura 4.14A. Para medir las 

diferencias entre unos grupos, se procedió a calcular el nivel de intensidad de 

fluorescencia en la imagen y el porcentaje de área ocupado en zonas de 100 µm2. Tal y 

como se ha descrito anteriormente. El marcaje en rojo corresponde a las zonas 

reconocidas por el anticuerpo frente al CCL2 y revelado con un anti-cabra IgG Alexa 

Fluor® 594 y en azul los núcleos de las células teñidas con DAPI. 
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Figura 4.14. (A) Evaluación de la respuesta inmune frente a la citoquina CCL2 en secciones 

finas de intestino de diferentes grupos de ratones mediante microscopía láser confocal revelado 

con un anti-cabra IgG Alexa Fluor® 594 (rojo). Los núcleos celulares se marcaron con DAPI 

(azul). (B) Cuantificación de la media de intensidad de fluorescencia, de cuatro mediciones de 

100 µm2 cada una, en las imágenes de microscopía láser confocal frente a la citoquina CCL2. 

(C) Porcentaje medio de área que presenta fluorescencia frente a CCL2 en las mismas 

mediciones de 100 µm2 anteriormente mencionadas. 

Cada barra representa la media de las mediciones con su respectiva desviación estándar. Las 

diferencias fueron estadísticamente muy significativas (***) cuando p<0.001, significativas 

(**) cuando p<0.01, poco significativas (*) cuando p<0.05 y no significativas (ns) cuando 

p>0.05 siguiendo el análisis estadístico de Tukey-kramer. 

 Los mayores niveles de fluorescencia (figura 4.14B) se encuentran en el grupo 

Control Infectado (CI), seguido de los grupos de ratones donde se neutralizó la IL-23, 

anti-IL-23mAB-C y anti-IL-23mAB-I y por último el que menor intensidad de 

fluorescencia presenta es el grupo Control no infectado (C). Los resultados mostraron 

significación de p<0.001 (***). 

 Los resultados de las medidas de las áreas fluorescentes, representados en la 

figura 4.14C muestran como las mayores áreas aparecen en el grupo CI seguido del 

grupo tratado con anti-IL-23mAB-C y el grupo anti-IL-23mAB-I, aunque los valores entre 
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CI y este último no presentaron diferencias significativas. El grupo que mostró menor 

área fluorescente fue el grupo C, con respecto a los otros tres grupos experimentales. 

 Las imágenes de las secciones finas de los diferentes grupos de animales a los 

que se les enfrentó el anticuerpo frente a la citoquina CCL17 aparecen reflejados a 

continuación en la figura 4.15A donde se aprecia que dicho marcaje aparece alrededor 

de las vellosidades. 

 

Figura 4.15. (A) Evaluación de la respuesta inmune frente a la citoquina CCL17 en secciones 

finas de intestino de diferentes grupos de ratones mediante microscopía láser confocal revelado 

con un anti-cabra IgG Alexa Fluor® 594 (rojo). Los núcleos celulares se marcaron con DAPI 

(azul). (B) Cuantificación de la media de intensidad de fluorescencia, en cuatro medidas de 100 

µm2 cada una, de las imágenes de microscopía láser confocal para la citoquina CCL17. (C) 

Porcentaje medio de área que presenta fluorescencia frente a CCL17 en las mismas mediciones 

de 100 µm2 anteriormente mencionadas. 

Cada barra representa la media de las mediciones con su respectiva desviación estándar. Las 

diferencias fueron estadísticamente muy significativas (***) cuando p<0.001, significativas 

(**) cuando p<0.01, poco significativas (*) cuando p<0.05 y no significativas (ns) cuando 

p>0.05 siguiendo el análisis estadístico de Tukey-kramer. 
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 Los mayores niveles de intensidad de fluorescencia con el anti-CCL17 (figura 

4.15B), aparecen en el grupo anti-IL-23mAB-C, con niveles de significación de p< 0.001 

(***) con respecto al grupo anti-IL-23mAB-I, en el cual mostró el valor más bajo de 

intensidad, siendo también significativo (**) con respecto al grupo CI y poco 

significativo (*) con respecto al grupo C. Los valores de intensidad de fluorescencia 

medidos en los grupos C y CI no fueron significativos (ns) entre sí, pero ambos son 

significativos al compararlos con el grupo anti-IL-23mAB-I. 

 Los valores de porcentaje del área fluorescente representados en la figura 4.15C, 

coinciden con los valores de intensidad de fluorescencia, con un mayor porcentaje de 

área fluorescente en el grupo anti-IL-23mAB-C, seguido del grupo C y el CI, mientras 

que el valor más bajo aparece en el grupo anti-IL-23mAB-I. 

 CXCL15 o también conocida como “Lungkine” se estudió en la mucosa 

intestinal con un anticuerpo anti-CXCL15 (figura 4.16). Esta citoquina se expresa 

principalmente en mucosas y en especial en pulmón, de aquí el nombre, y es un 

importante mediador de la migración de neutrófilos, el marcaje resultante fue de color 

verde dado que el fluorocromo usado para el revelado fue un anti-conejo IgG FITC. 

Dicha citoquina se localizó en la mucosa y en los bordes del intestino como se muestra 

en la figura 4.16A. 
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Figura 4.16. (A) Evaluación de la respuesta inmune frente a la citoquina CXCL15 en secciones 

finas de intestino de diferentes grupos de ratones mediante microscopía láser confocal revelado 

con un anti-conejo IgG FITC (verde). Los núcleos celulares se marcaron con DAPI (azul). (B) 

Cuantificación de la media de intensidad de fluorescencia, de cuatro mediciones de 100 µm2 

cada una, en las imágenes de microscopía láser confocal frente a la citoquina CXCL15. (C) 

Porcentaje medio de área que presenta fluorescencia frente a CXCL15 en las mismas 

mediciones de 100 µm2 anteriormente mencionadas. 

Cada barra representa la media de las mediciones con su respectiva desviación estándar. Las 

diferencias fueron estadísticamente muy significativas (***) cuando p<0.001, significativas (**) 

cuando p<0.01, poco significativas (*) cuando p<0.05 y no significativas (ns) cuando p>0.05 

siguiendo el análisis estadístico de Tukey-kramer. 

Los valores de intensidad de fluorescencia más elevados, cuando se evaluó la 

CXCL15, se encontraron en el grupo C, siendo significativos con respecto a los demás 

grupos (CI, anti-IL-23mAB-I y anti-IL-23mAB-C), mientras que estos grupos entre sí no 

mostraron diferencias significativas destacables (figura 4.16B). 

Si hablamos de porcentaje de área ocupada, representado en la figura 4.16.C, no 

se encontraron diferencias significativas (ns) al comparar todos los grupos utilizados en 

el experimento.  

Los niveles de fluorescencia para el OX40 se observan en la figura 4.17A donde 

la señal aparece preferentemente en el borde del “cepillo” de la mucosa y en el borde 

que limita las criptas, aunque a simple vista ya se puede apreciar que hay menos señal 
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en los grupos control (C y CI) que en los grupos donde la IL-23 está neutralizada (anti-

IL-23mAB-I y anti-IL-23mAB-C). 

 

Figura 4.17. (A) Evaluación de la respuesta inmune frente al marcador OX40 en secciones finas 

de intestino de diferentes grupos de ratones mediante microscopía láser confocal con un 

anticuerpo anti-OX40 marcado con FITC (verde). Los núcleos celulares se marcaron con DAPI 

(azul). (B) Cuantificación de la media de intensidad de fluorescencia, de cuatro mediciones de 

100 µm2 cada una, en las imágenes de microscopía láser confocal frente a OX40. (C) Porcentaje 

medio de área que presenta fluorescencia frente a OX40 en las mismas mediciones de 100 µm2 

anteriormente mencionadas. 

Cada barra representa la media de las mediciones con su respectiva desviación estándar. Las 

diferencias fueron estadísticamente muy significativas (***) cuando p<0.001, significativas 

(**) cuando p<0.01, poco significativas (*) cuando p<0.05 y no significativas (ns) cuando 

p>0.05 siguiendo el análisis estadístico de Tukey-kramer. 

 Los resultados del análisis de la intensidad de fluorescencia emitida por en anti-

OX40 se mostraron en la figura 4.17B, se puede observar que hay un aumento 

significativo de intensidad en el grupo anti-IL-23mAB-I, seguido del grupo anti-IL-

23mAB-C, frente a los grupos control, C y CI. 

 Los resultados de porcentaje de área fluorescente, representados en la figura 

4.17C, coinciden exactamente con los de intensidad de fluorescencia, siendo mayores en 
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los grupos donde está neutralizada la IL-23, de estos dos grupos fue mayor el grupo 

infectado con A. tetraptera. Y seguidos de los grupos control. Con un mayor porcentaje 

de área ocupada en el grupo Control no infectado (C) que en el grupo Control Infectado 

(CI).  

Los niveles de expresión mostrados por la citoquina CCL20 en los diferentes 

grupos se muestran en la figura 4.18, la señal fluorescente aparece muy leve en los 

grupos de ratones no infectados, figura 4.18A. 

 

Figura 4.18. (A) Evaluación de la respuesta inmune frente a la citoquina CCL20 en secciones 

finas de intestino de diferentes grupos de ratones mediante microscopía láser confocal revelado 

con un anti-conejo IgG Alexa Fluor® 647. Los núcleos celulares se marcaron con DAPI (azul). 

(B) Cuantificación de la media de intensidad de fluorescencia, de cuatro mediciones de 100 

µm2 cada una, en las imágenes de microscopía láser confocal frente a la citoquina CCL20. (C) 

Cuatro puntos máximos de 0 a 256 de intensidad de fluorescencia en las mediciones de 100 

µm2 a cada grupo experimental. 

Cada barra representa la media de las mediciones con su respectiva desviación estándar. Las 

diferencias fueron estadísticamente muy significativas (***) cuando p<0.001, significativas (**) 

cuando p<0.01, poco significativas (*) cuando p<0.05 y no significativas (ns) cuando p>0.05 

siguiendo el análisis estadístico de Tukey-kramer. 
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 Cuando medimos los niveles de intensidad de fluorescencia (figura 4.18B) sólo 

aparece señal en los grupos de ratones infectados, siendo significativamente (***) 

mayor en el grupo de ratones Control Infectado (CI) que en los ratones tratados con 

anti-IL-23mAB (anti- IL-23mAB-I). 

 También representamos gráficamente los valores máximos y los mínimos en la 

escala de grises de los valores de intensidad que aparecen en cada grupo de ratones para 

la CCL20. Con un máximo de 256 y un mínimo de 0. Como se aprecia en la figura 

4.18C, los valores máximos corresponden a los grupos con mayor intensidad de 

fluorescencia (CI y anti- IL-23mAB-I). 

 Los niveles de expresión de GRO (“Growth-regulated oncogene-alpha”), 

también denominado CXCL1 que participa en la atracción y acumulación de 

macrófagos a los lugares de inflamación formando parte de las denominadas 

“macrophage inflamatory proteins”, se midieron mediante un anticuerpo anti-GRO. La 

figura 4.19A muestra una acumulación de fluorocromo en color verde en los bordes de 

las vellosidades y alrededor de las criptas, detectando una intensidad de fluorescencia 

mayor en el grupo CI. 
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Figura 4.19. (A) Evaluación de la respuesta inmune frente a la citoquina GRO en secciones 

finas de intestino de diferentes grupos de ratones mediante microscopía láser confocal revelado 

con un anti-conejo IgG marcado con FITC (verde). Los núcleos celulares se marcaron con 

DAPI (azul). (B) Cuantificación de la media de intensidad de fluorescencia, de cuatro 

mediciones de 100 µm2 cada una, en las imágenes de microscopía láser confocal frente a la 

citoquina GRO. Cada barra representa la media de las mediciones con su respectiva desviación 

estándar. Las diferencias fueron estadísticamente muy significativas (***) cuando p<0.001, 

significativas (**) cuando p<0.01, poco significativas (*) cuando p<0.05 y no significativas 

(ns) cuando p>0.05 siguiendo el análisis estadístico de Tukey-kramer. 

 Las medidas de la intensidad de fluorescencia en cada grupo de ratones 

experimentales se representaron en la figura 4.19B y mostraron que, el máximo valor de 

intensidad de fluorescencia lo tiene el grupo CI seguido del grupo Control sin infectar 

(C). En los grupos de ratones donde la IL-23 está neutralizada se observó lo contrario, 

presentan el menor valor de intensidad el grupo infectado con respecto al grupo no 

infectado, presentando este último (anti-IL-23mAB-C) valores de intensidad de 

fluorescencia más bajos que los dos grupos control (C y CI). Todos los grupos 

mostraron valores significativos entre ellos. Estos resultados mostrarían como la 

infección por A. tetraptera induce un proceso inflamatorio a nivel de la mucosa que se 

ve disminuido cuando se eliminó la acción de la interleucina inflamatoria IL-23. Lo que 
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vendría a demostrar que la expresión de esta citoquina se encuentra mediada por la 

acción de la IL-23. 

En la figura 4.20A podemos observar la señal fluorescente correspondiente a 

células plasmáticas gracias al anticuerpo anti-CD138 específico para dichas células. En 

los grupos CI y anti-IL-23mAB-C y anti-IL-23mAB-I se pueden observar las células 

alrededor de las criptas y en especial más abundantes en el último grupo citado. 

 

Figura 4.20. (A) Evaluación de la respuesta inmune frente a células plasmáticas en secciones 

finas de intestino de diferentes grupos de ratones mediante microscopía láser confocal con un 

anticuerpo primario anti-CD138 revelado con un anti-rata IgG FITC (verde). Los núcleos 

celulares se marcaron con DAPI (azul). (B) Cuantificación de la media de intensidad de 

fluorescencia, de cuatro mediciones de 100 µm2 cada una, en las imágenes de microscopía láser 

confocal con el anticuerpo anti-CD138. Cada barra representa la media de las mediciones con su 

respectiva desviación estándar. Las diferencias fueron estadísticamente muy significativas (***) 

cuando p<0.001, significativas (**) cuando p<0.01, poco significativas (*) cuando p<0.05 y no 

significativas (ns) cuando p>0.05 siguiendo el análisis de Tukey-kramer. 

Quizás una regulación entre la IL-21 e IL-25 conlleve junto a los niveles 

elevados de IL-4 a inducir la acumulación de células plasmáticas que llevarían a una 

respuesta tipo humoral en los animales tratados con los anticuerpos frente a la IL-23. 

Las diferencias en intensidad de fluorescencia cuando revelamos las secciones 

finas con el anti-CD138 (figura 4.20B), solo muestran diferencias significativas (**) 
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entre los grupos de ratones que han sido infectados con el parásito, tanto el grupo 

control (CI) como el grupo de ratones que tiene neutralizada la IL-23 (anti-IL-23mAB-I), 

mostrando este último un valor de intensidad más elevado. Los demás grupos C, y anti-

IL-23mAB-C, que no han sido infectados, presentan valores de fluorescencia muy 

similares entre sí, aunque nunca superiores al grupo anti-IL-23mAB-I, siendo el valor más 

bajo para el grupo CI.  

 A continuación se presentan los resultados del estudio de intensidad de 

fluorescencia en las células Tuft (figura 4.21), a las que recientemente se les ha descrito 

como responsables de la liberación de IL-25 a nivel intestinal y que desencadena la 

eliminación de los parásitos, mediante el anticuerpo Dcamkl-1 específico de este tipo de 

células. 

 

 

Figura 4.21. (A) Evaluación de la respuesta inmune frente a células Tuft en secciones finas de 

intestino de diferentes grupos de ratones mediante microscopía láser confocal con un anticuerpo 

primario anti-Dcamkl1 revelado con un anti-conejo IgG Alexa Fluor® 647 (rojo). Los núcleos 

celulares se marcaron con DAPI (azul). (B) Cuantificación de la media de intensidad de 

fluorescencia de las células fluorescentes que aparecen en cada tratamiento experimental. Cada 

barra representa la media de las mediciones con su respectiva desviación estándar. Las 
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diferencias fueron estadísticamente muy significativas (***) cuando p<0.001, significativas 

(**) cuando p<0.01, poco significativas (*) cuando p<0.05 y no significativas (ns) cuando 

p>0.05 siguiendo el análisis estadístico de Tukey-kramer. 

 La intensidad de las células fluorescentes presentes en las imágenes de 

microscopía láser confocal se representa en la figura 4.21B. Los grupos con valores más 

altos de intensidad de fluorescencia son los grupos control (C y CI), mientras que con 

los grupos donde se neutralizó la IL-23 presentó mayor intensidad de fluorescencia el 

grupo anti-IL-23mAB-I. Con niveles de intensidad entre estos dos grupos (anti-IL-23mAB-

I y anti-IL-23mAB-C) poco significativos entre ellos (*).  

A continuación, se presenta la Tabla 4 a modo de resumen con los marcadores y 

las zonas del intestino (vellosidad, túnica, lámina propia y criptas) donde aparece dicha 

señal de fluorescencia. Indicándose con ++++ la máxima señal. 

Tabla 4. Resumen de zonas del intestino y localización de muco, interleucinas y 

citoquinas. 

Marcador Zonas del intestino C CI Anti-IL-23mAB-I Anti-IL-23mAB-C 

 

IL-17       

 Vellosidad     

 Túnica     

 Lámina propia + + + + 

 Criptas + + +++ +++ 

Muco      

 Vellosidad     

 Túnica  +   

 Lámina propia     

 Criptas ++ + ++++ + 

CCL2      

 Vellosidad +    

 Túnica +   ++ 

 Lámina propia + ++ + ++ 

 Criptas + ++ + ++ 
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Marcador Zonas del intestino C CI Anti-IL-23mAB-I Anti-IL-23mAB-C 

 

CCL17      

 Vellosidad     

 Túnica     

 Lámina propia    +++ 

 Criptas     

CXCL15      

 Vellosidad  +++ ++ +++ 

 Túnica   ++  

 Lámina propia  + +++  

 Criptas ++++  ++  

CCL20      

 Vellosidad     

 Túnica     

 Lámina propia  ++ + ++ 

 Criptas +++  +  

OX40      

 Vellosidad     

 Túnica     

 Lámina propia  ++   

 Criptas   +  

GRO      

 Vellosidad     

 Túnica     

 Lámina propia   ++  

 Criptas +++ +++ +  
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Marcador Zonas del intestino C CI Anti-IL-23mAB-I Anti-IL-23mAB-C 

 

CD138      

 Vellosidad   ++ + 

 Túnica     

 Lámina propia + ++  + 

 Criptas   +++  

Dcamkl-1      

 Vellosidad + ++ + + 

 Túnica 

 

 

 

Túnica 

 

 

 

 

 

Vellosidad 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

      

 Lámina propia     

 Criptas     

      

 

4.5. Evaluación de la carga parasitaria, determinación de nivel de expresión de 

interleucinas y observación de cambios en la mucosa intestinal de ratones 

infectados por T. muris inmunizados con el péptido rPP2A y el lipopéptido 

rPP2A-OVS 

4.5.1. Evaluación de los pesos de los animales tratados, como evaluación de los 

efectos adversos de la inmunización 

Para evaluar los posibles efectos adversos producidos después del tratamiento de 

inmunización intranasal que pudiera inducirse en los ratones por las diferentes fórmulas 

administradas a los diferentes grupos de animales, se tomaron medidas de peso en los 

animales durante todo el periodo que dura el experimento. Todas las medidas se 

compararon con los ratones del grupo Control. Los resultados, como se observa en la 

figura 4.22, muestran que no hubo diferencias significativas (p>0.05) entre los grupos al 

final del experimento, aunque se aprecia un leve aumento de peso en los grupos tratados 

con rPP2A-OVS y rPP2A-PB con respecto al CI correspondiente a los ratones no 

tratados pero infectados por T. muris. 
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Figura 22. Peso en gramos de los diferentes grupos de ratones experimentales después de la 

segunda inmunización. Donde no se observaron diferencias significativas (ns) p>0.05 según el 

análisis Tukey-Kramer. 

El estudio de la media del número de huevos expulsados por cada grupo de 

ratones después de la inmunización se refleja de forma gráfica en la figura 4.23. Donde 

se representa que en la primera semana después de la inmunización los ratones 

inmunizados con las fórmulas que incluían el rPP2A alcanzaron porcentajes de 88.93 % 

y 92.73 % de reducción en el número de huevos en los grupos rPP2A-PB y rPP2A-OVS 

respectivamente. Curiosamente, en los ratones tratados sólo con PB a los 7 días después 

del tratamiento se alcanzó una reducción del 7.67 %. A los 12 día después de la 

inmunización, los grupos inmunizados con rPP2A-PB y rPP2A-OVS alcanzaron valores 

mínimos, no siendo significativos entre ellos, pero altamente significativos con respecto 

al grupo CI (prueba de Tukey-kramer (p<0,001)) y para el grupo inmunizado con PB. A 

las 2 semanas después del tratamiento, los ratones tratados con PB disminuyeron 

16.13 % con respecto al Control infectado, disminuyendo drásticamente a 99.85 % el 

número de huevos en los animales tratados con rPP2A-PB y 99.01% para los tratados 

con rPP2A-OVS. Esta reducción no sólo se mantuvo constante sino que persistió hasta 

el día 18 del experimento. 
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Figura 4.23. Número de huevos en cada uno de los grupos experimentales a los 7, 12, 14 y 18 

días post inmunización. La barra blanca corresponde al grupo Control infectado, la barra gris 

claro corresponde al grupo de Paredes Bacterianas (PB), la barra gris oscuro corresponde al 

grupo de rPP2A-PB y la barra negra corresponde al grupo rPP2A-OVS. El estudio estadístico 

fue sometido a un análisis Tukey-Kramer donde p>0.001 es muy significativo (***). 

El número de vermes en los animales centinela, sacrificados a los 14 días post 

infestación, antes de iniciar la inmunización, fue de 83 ± 31.85 % lo que prueba que la 

infección tuvo éxito y T. muris se estableció en el intestino de los ratones correctamente. 

El descenso en el número de vermes, comparado con el grupo Control infectado al final 

del experimento cuando se sacrificaron los animales, aparece reflejado en la figura 4.24, 

en ella se muestra cómo en los animales inmunizados con rPP2A-OVS se produjo una 

reducción de vermes del 97.90 %, del 59.88 % en el grupo de los animales inmunizados 

con PP2A-PB y del 24.47 % de reducción cuando se usaron únicamente PB. 
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Figura 4.24. Media del número de vermes en cada grupo de ratones experimentales después de 

18 días de la primera inmunización. La barra blanca corresponde al grupo Control infectado, la 

barra gris claro corresponde al grupo de Paredes Bacterianas (PB), la barra gris oscuro 

corresponde al grupo de rPP2A-PB y la barra negra corresponde al grupo rPP2A-OVS. El 

estudio estadístico fue sometido a un análisis Tukey-Kramer donde p>0.001 es muy 

significativo (***). 

4.5.2. Determinación de la expresión de interleucinas por PCR cuantitativa en 

tiempo real en órganos de ratón 

Los niveles de expresión de las interleucinas en órganos linfoides, NLM y PPs, 

están representados en la figura 4.25 y la figura 4.26 respectivamente. Concretamente se 

estudiaron los niveles de expresión de IL-2, INF-γ, IL-12, IL-15, IL-6, TNF-α, G-CSF, 

IL-4, IL-10, TGF-β, IL-17, IL-23, IL-25, IL-21 e IL-9. 

En los NLM (figura 4.25) se observa como en el grupo de animales Control 

infectado hay una respuesta elevada de IL-23, seguida de IL-4, IL-2 e IL-17. Mientras 

que en los animales donde se inmunizó de forma intranasal con PB hay un incremento 

de G-CSF, IL-6 e IL-2 sobre los otros grupos (p<0.001), sin embargo en grupos 

inmunizados con rPP2A-PB, la respuesta predominante fue de IL-25 (p<0.001) e IL-2 

aunque menos significativa con respecto a los demás grupos (p<0.05) .Y en los 

inmunizados con rPP2A-OVS se aprecia una elevación altamente significativa 

(p<0.001) de la IL-23 acompañada de IL-17, IL-9 y TNF-α. 
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Figura 4.25. Determinación por PCR cuantitativa en tiempo real de niveles de expresión 

normalizada de interleucinas en NLM de los diferentes grupos de ratones inmunizados. La barra 

gris es para el grupo Control infectado, la barra negra es para el grupo de ratones inmunizados 

con Paredes Bacterianas (PB), la barra roja es para ratones inmunizados con el lipopéptido 

(rPP2A-OVS) y la barra azul para ratones inmunizados con rPP2A más Paredes Bacterianas 

(rPP2A-PB). Los valores son la media de la expresión normalizada y la desviación estándar. El 

análisis estadístico usado fue Tukey-kramer, p<0.001 (***), p<0.01 (**) y p<0.05 (*). 

En las PPs (figura 4.26) de los animales del grupo Control infectado se 

desarrolló una elevada respuesta de IL-23 (p<0.001), seguida por orden de expresión, 

de la IL-6, IL-17 e IL-21, con niveles relativamente medios (p<0.01) de IL-2, IFN-γ y 

G-CSF. El grupo PB desarrolla una respuesta de IL-17 elevada (p<0.001), acompañada 

de un nivel medio para IL-23 (p<0.01) si bien éste resultó 3.5 veces menor que el 

registrado en el grupo Control infectado. Las respuestas Th2 como la IL-4 e IL-10 

fueron en general muy bajas a excepción del grupo rPP2A-PB donde se registra la 

máxima respuesta para la IL-4. Asimismo, este grupo mostró la máxima respuesta para 

IFN-γ y una respuesta intermedia para las interleucinas IL-23 e IL-25, seguida por la IL-

9. Sin embargo en los animales rPP2A-OVS la respuesta en las PPs fue 

mayoritariamente de IL-9 seguida de IL-25, y con niveles bajos para IL-17. 
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Figura 4.26. Determinación por PCR cuantitativa en tiempo real de niveles de expresión 

normalizada de interleucinas (en el eje de la x) en PPs de los diferentes grupos de ratones 

inmunizados. La barra gris es para el grupo Control infectado, la barra negra es para el grupo de 

ratones inmunizados con Paredes Bacterianas (PB), la barra roja es para ratones inmunizados 

con el lipopéptido (rPP2A-OVS) y la barra azul para ratones inmunizados con rPP2A más 

Paredes Bacterianas (rPP2A-PB). Los valores son la media de la expresión normalizada y la 

desviación estándar. El análisis estadístico usado fue Tukey-kramer, p<0.001 (***), p<0.01 (**) 

y p<0.05 (*). 

4.5.3. Cuantificación de cambios en la mucosa intestinal mediante microscopía 

láser confocal 

Los cambios en la mucosa intestinal de ratones sometidos a cada tratamiento se 

evaluaron, según se consideró con cada marcador, con los parámetros; intensidad de 

fluorescencia, área fluorescente y contaje de número de células fluorescentes. 

El análisis mediante microscopía láser confocal en las secciones histológicas 

finas de intestino de los diferentes grupos animales para evaluar los niveles de muco de 

las criptas en la mucosa del colon, usando la lectina de germen de trigo WGA unida a 

FITC, muestra cómo los animales tratados con rPP2A-OVS presentan mayores áreas 

fluorescentes en el interior de las criptas que en el resto de los grupos y mayor 

intensidad de fluorescencia. Estas diferencias se mostraron significativas p<0.001 (***) 

con respecto al resto de los grupos. Por el contrario, los valores con relación al 

porcentaje de área que muestran fluorescencia en el grupo Control infectado y en el 

grupo inmunizado con rPP2A-PB resultaron similares (figura 4.27). 
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Figura 4.27. (A) Nivel de muco en áreas fluorescentes de las criptas de la mucosa del colon 

usando una lectina de germen de trigo (WGA) marcada con FITC (verde). (B) Cuantificación de 

los valores medios de intensidad de fluorescencia en los diferentes grupos inmunizados. La 

barra negra corresponde a la media del área que presenta fluorescencia más su desviación 

estándar y la barra gris corresponde con la media de la intensidad de fluorescencia más su 

desviación estándar. Las diferencias fueron estadísticamente muy significativas (***) cuando 

p<0.001, significativas (**) cuando p<0.01, poco significativas (*) cuando p<0.05 y no 

significativas (ns) cuando p>0.05 siguiendo el análisis de Tukey-Kramer. Los núcleos se 

marcaron con DAPI (azul). 

En la figura 4.28, aparecen reflejadas tanto las imágenes obtenidas con 

microscopía láser confocal de los niveles de reconocimiento de CCL20 (Alexa Fluor® 

647), como el reconocimiento por parte del anticuerpo específico con el fluorocromo 

isotiocianato de fluoresceína, conocido por su abreviatura en inglés FITC, frente a 

neutrófilos en un área de 2000 µm2 en las secciones finas de intestino de los animales de 

los diferentes grupos, teniendo en cuenta los valores de intensidad de fluorescencia y el 

porcentaje de área que ocupa dicha fluorescencia respecto al área total medida (figura 

4.28B, C, D). Se observa que cuando se trataron las secciones finas de intestino con el 

anticuerpo frente a neutrófilos, el mayor número de células con fluorescencia aparece en 

la mucosa que rodea a las criptas del colon y en los bordes del intestino, mientras que en 

los bordes de la mucosa se aprecia el color verde, quizás como consecuencia de los 

productos de secreción de dichos neutrófilos. En los grupos Control infectado, PB y 

rPP2A-PB la intensidad de fluorescencia no mostró diferencias significativas, el grupo 

de animales tratados con rPP2A-OVS mostró diferencias altamente significativas (***), 

con respecto a los otros grupos. 
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Figura 4.28. Estudios de microscopía láser confocal de neutrófilos y la citoquina CCL20. (A) 

La microscopía láser confocal de reclutamiento de neutrófilos (anti-neutrófilos marcado con 

FITC) y CCL20 (revelado con anti-conejo IgG Alexa Fluor® 647 (rojo) en las secciones 

intestinales finas en el grupo de ratones Control infectado y ratones inmunizados con PB, 

rPP2A-PB y rPP2A-OVS. Los núcleos se marcaron con DAPI (azul). (B) Media de los valores 

de intensidad de fluorescencia más su desviación estándar de los neutrófilos medidos en un área 

de 2,000 μm2. (C) Media de los valores de intensidad de fluorescencia de CCL20 más su 

desviación estándar medidos en las criptas intestinales. (D) Porcentaje de área fluorescente más 

su desviación estándar del marcaje con CCL20 medidos en las criptas intestinales. Las 

diferencias fueron estadísticamente muy significativas (***) cuando p<0.001, significativas 

(**) cuando p<0.01, poco significativas (*) cuando p<0.05 y no significativas (ns) cuando 

p>0.05 siguiendo el análisis de Tukey-Kramer. 

Los niveles de reconocimiento de CCL20 valorados como intensidad de color 

rojo en el grupo rPP2A-OVS presentó niveles de intensidad de fluorescencia 

significativos (***) frente a los otros grupos, mientras los grupos Control infectado y 

rPP2A-PB fueron significativamente elevados frente al grupo PB (figura 4.28C). Por el 

contrario, cuando se evaluó el porcentaje de fluorescencia por superficie de las criptas 

intestinales dieron valores significativamente más altos (***) en los grupos donde se 

incluyó el péptido rPP2A (rPP2A-OVS y rPP2-PB) frente a los grupos Control 
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infectado y PB, si bien el porcentaje de fluorescencia por unidad de superficie del grupo 

PB fue significativamente mayor frente al mostrado por CI (figura 4.28D). 

Los niveles de fluorescencia obtenidos al estudiar la “eotaxin” o CCL11 (Alexa 

Fluor® 633) evidencian en la figura 4.29A cómo la fluorescencia aparece sobre el 

epitelio que rodea las criptas intestinales y los grupos presentaron diferencias 

significativas entre ellos, en especial el tratado con el lipopéptido (rPP2A-OVS) y con 

rPP2A-PB, que mostraron la mayor significación (***) en la intensidad de fluorescencia 

frente al resto de los grupos (figura 4.29B). 

 

Figura 4.29. (A) Evaluación de la fluorescencia resultante del marcaje con un anti-CCL11 

revelado con un anti-rata IgG marcado con Alexa Fluor® 633 (rojo) de secciones finas de 

intestino en los grupos de ratones Control infectado y ratones inmunizados con PB, rPP2A-PB y 

rPP2A-OVS. Los núcleos se marcaron con DAPI (azul). (B) Media y desviación estándar del 

número de células fluorescentes contadas en un área de 125 µm2. Las diferencias fueron 

estadísticamente muy significativas (***) cuando p<0.001, significativas (**) cuando p<0.01, 

poco significativas (*) cuando p<0.05 y no significativas (ns) cuando p>0.05 siguiendo el 

análisis de Tukey-Kramer. 

Los niveles de fluorescencia para el OX40 (FITC) se observan en la figura 

4.30A donde la señal aparece en color verde preferentemente en el borde del “cepillo” 

de la mucosa y en el epitelio que bordea las criptas intestinales y fueron en los intestinos 

del grupo rPP2A-PB donde se encontraron los mayores niveles de expresión siendo no 

significativos en los otros tres grupos ensayados (figura 4.30B). 
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Figura 4.30. (A) Evaluación de la fluorescencia resultante del marcaje con un anti-OX40 

marcado con FITC (verde) de secciones finas de intestino en los grupos de ratones Control 

infectado, PB, rPP2A-PB y rPP2A-OVS. Los núcleos se marcaron con DAPI (azul). (B) Media 

y desviación estándar de la intensidad de fluorescencia en un área de 1000 µm2. Las diferencias 

fueron estadísticamente muy significativas (***) cuando p<0.001, significativas (**) cuando 

p<0.01, poco significativas (*) cuando p<0.05 y no significativas (ns) cuando p>0.05 siguiendo 

el análisis estadístico de Tukey-Kramer. 

La expresión de CD138 es altamente específica para las células plasmáticas 

dado que dicho receptor no se expresa en los plasmoblastos indiferenciados [345]. En la 

figura 4.31A se observa la localización de las células plasmáticas CD138, en las 

proximidades de la lámina propia y en el interior de las vellosidades intestinales de los 

animales inmunizados, este marcaje reveló que el grupo CI poseía diferencias 

significativas (***) en cuanto al número de células con respecto a los otros grupos, no 

observándose diferencias entre los grupos inmunizados. 
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Figura 4.31. (A) Estudio de microscopía láser confocal de células plasmáticas (anti-CD138 

revelado con un anti-rata IgG Alexa Fluor® 633, rojo) en secciones finas de intestino en grupos 

de ratones Control infectado y ratones inmunizados con PB, rPP2A-PB y rPP2A-OVS. Los 

núcleos se marcaron con DAPI (azul). (B) Media y desviación estándar del número de células 

fluorescentes contadas en un área de 170 µm2. Las diferencias fueron estadísticamente muy 

significativas (***) cuando p<0.001, significativas (**) cuando p<0.01, poco significativas (*) 

cuando p<0.05 y no significativas (ns) cuando p>0.05 siguiendo el análisis estadístico de 

Tukey-Kramer. 

Respecto al recuento y estudio de intensidad de fluorescencia y tamaño de 

células Tuft mediante el anticuerpo frente a Dcamkl1 revelado con anti-conejo IgG 

Alexa Fluor® 647 (figura 4.32) se obtuvo que en todos los grupos, el número de células 

por área estudiada (un cuadrado de 138 µm de lado) no varió entre los grupos, e igual 

ocurrió para el tamaño medio de las células reconocidas por el anticuerpo. Sin embargo 

la intensidad de fluorescencia en las células fue altamente significativa (***) en el 

grupo rPP2A-OVS frente al resto de los grupos, mostrando los grupos rPP2A-PB y PB 

significación en la intensidad de fluorescencia respecto al grupo Control infectado. 
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Figura 4.32. (A) Estudios de microscopía láser confocal de células Tuft con anti-Dcamkl1 

(rojo) en secciones intestinales. Los núcleos se marcaron con DAPI (azul). (B) Media y 

desviación estándar de los valores de intensidad de fluorescencia de las células Tuft medidos en 

un área de 138 μm2. (C) Con barra gris se representa el número de células fluorescentes y con 

barra sombreada se representan las medias más su desviación estándar del tamaño de las células 

Tuft. Las diferencias fueron estadísticamente muy significativas (***) cuando p<0.001, 

significativas (**) cuando p<0.01, poco significativas (*) cuando p<0.05 y no significativas 

(ns) cuando p>0.05 siguiendo el análisis estadístico de Tukey-Kramer. 

A continuación, al igual que hicimos con las imágenes de microscopía láser 

confocal del ensayo con A. tetraptera, como ayuda para observar la señal de 

fluorescencia de cada uno de los marcadores en las secciones finas de intestino, se 

muestra una Tabla 5 con los marcadores y las zonas del intestino (vellosidad, túnica, 

lámina propia y criptas) donde aparece dicha señal de fluorescencia. Indicándose con 

++++ la máxima señal. 
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Tabla 5. Resumen de zonas del intestino y localización de muco y citoquinas 

Marcador Zonas del intestino Control infectado PB rPP2A rPP2A-I 

Muco      

 Cepillo vellosidad     

 Túnica     

 Lámina propia      

 Criptas + ++ +++ +++ 

CCL11      

 Cepillo vellosidad  + + +++ 

 Túnica     

 Lámina propia     

 Criptas     

OX40      

 Cepillo vellosidad + + ++ +++ 

 Túnica ++ + ++ ++ 

 Lámina propia   ++  

 Criptas + + ++  

CD138      

 Cepillo vellosidad  + + + 

 Túnica + + + + 

 Lámina propia +++    

 Criptas     

Neutrófilos      

 Cepillo vellosidad  +++  +++ 

 Túnica +++ ++ + +++ 

 Lámina propia +++  +  

 Criptas     
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Marcador Zonas del intestino Control infectado PB rPP2A rPP2A-I 

CCL20      

 Cepillo vellosidad  ++  +++ 

 Túnica ++ +++ + +++ 

 Lámina propia +++  + ++ 

 Criptas     

Tuft      

 Cepillo vellosidad  ++  +++ 

 Túnica ++ +++ + +++ 

 Lámina propia +++  + ++ 

 Criptas     
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5. Discusión 

El uso de péptidos en inmunoprofilaxis tiene una serie de ventajas, su pureza, su 

costo y la seguridad de desarrollar una inmunización específica. Sin embargo la baja, a 

veces nula inmunogenicidad de los péptidos sintéticos o recombinantes por sí solos, 

obliga al empleo de potentes adyuvantes, los cuales a veces, son difícilmente tolerados 

por sus efectos adversos [346]. Desde los trabajos de Hopp en 1984 [205] donde 

encontró un incremento de la respuesta inmune inducida, tras unir covalentemente 

péptidos a cadenas alquílicas para formar lipopéptidos, se ha seguido esta estrategia por 

numerosos autores a fin de incrementar la inmunogenicidad tanto de péptidos sintéticos, 

como de los recombinantes. Este éxito de los lipopéptidos como adyuvante ha sido 

ratificado posteriormente. Si bien, no se comprende totalmente el mecanismo molecular 

del porqué son capaces de desencadenar dicha respuesta, habiéndoseles atribuido la 

capacidad de agregarse formando micelas o partículas, lo que entre otras cosas 

protegería a los epítopos de la degradación por las enzimas séricas [204, 210, 347, 348], 

o quizás condicionaría el tipo de presentación antigénica. En un medio acuoso, al menos 

teóricamente, las partes hidrofóbicas lipídicas quedarían hacia el interior formando un 

núcleo lipófilo, mientras los péptidos más hidrofílicos deberían quedar al exterior, 

permitiendo así una mayor eficiencia en la presentación a las APC (células 

presentadoras de antígenos) [348, 349]. En este sentido, la observación mediante tinción 

negativa por MET de la suspensión de rPP2A unido a moléculas de OVS aparece en la 

figura 3.2 donde se aprecia cómo tras la unión a OVS se forman micelas con un tamaño 

medio de 46.66 ± 6.40 nm. 

La inocuidad de la administración de las distintas preparaciones usadas en el 

ensayo se pone de manifiesto por la ausencia de cambios en el peso de los animales 

inoculados. Y en cuanto a la efectividad de la activación inmunológica frente a T. muris, 

se observó un brusco descenso en el número de huevos del nematodo eliminados en 

heces ya desde el séptimo día post administración intranasal de las preparaciones en las 

que estaba presente la rPP2A, el lipopéptido (rPP2A-OVS) o r2PP2A junto a las 

Paredes Bacterianas (rPP2A-PB). En el caso de la inmunización con T. muris, llama la 

atención como en el grupo que fue tratado solo con las PB, sin el antígeno 

recombinante, se observa una media en el número de huevos en heces menor que en las 

heces de los ratones pertenecientes al grupo Control infectado, aunque no de forma tan 

marcada como con las fórmulas donde se incluyó el péptido, cuando la inmunización se 
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realizó con la rPP2A más las Paredes Bacterianas (rPP2A-PB). Algo similar ocurrió en 

el número de adultos de A. tetraptera (resultados obtenidos en el Laboratorio de 

Parasitología Universidad de Valencia por la Dra. Trelis) y con H. contortus and T. 

circumcincta [350]. 

El efecto protector tanto de los lipopolisacáridos (LPS), como de las paredes 

bacterianas frente a la infección por helmintos ya ha sido descrito por otros autores 

[351-353] pudiendo atribuirse estos efectos a la activación inmunológica por parte de 

los LPS presentes en las PB que actuarían como agonistas de los TLRs presentes en una 

amplia gama de células [354, 355]. Tras su activación los TLRs modulan la respuesta 

inmune induciendo la expresión, entre otras, de la citoquina CCL20 [356, 357]. Esta 

citoquina es expresada entre otras por las células epiteliales intestinales cuando hay 

inflamación [358-360].  

La respuesta inflamatoria es producida por la respuesta inmune combinada Th1 

y la estrictamente inflamatoria, denominada Th17, respuesta en la que interviene 

fundamentalmente la IL-17 mediada por la activación de la IL-23. Esta última 

interleucina, no solo es estimuladora de la Th17 sino que permite el mantenimiento de 

la respuesta Th17 y producción de otras interleucinas derivadas de dicha respuesta. La 

IL-25, interleucina relacionada con la IL-17 (IL-17E) promueve como más tarde 

veremos una respuesta Th2 a través de las células Tuft disparando la IL-13 y 

participando activamente en la expulsión de los nematodos intestinales. 

En el caso de infección por A. tetraptera se observa a nivel de bazo de los 

animales infectados (CI), unos niveles expresión de IL-4 muy elevados similares a lo 

descrito en la bibliografía para las infecciones por nematodos gastrointestinales [60]. 

Sin embargo en el caso de los experimentos llevados a cabo con T. muris, en los 

animales inoculados de forma intranasal solo con el adyuvante que está compuesto de 

paredes bacterianas, se observó que la expresión de IL-4 fue la más baja en los cuatro 

grupos al contrario de lo que ocurre con la IL-2, IL-21, IL-13 e IL-25 donde en los 

grupos vacunados mostraron los niveles de expresión más elevados. Estas respuestas 

evidencian la inducción de una respuesta tipo inflamatoria a nivel del bazo con una 

significación biológica importante dados los niveles, en especial, de la IL-25 y la 

implicación en la respuesta frente a helmintos. 

Cuando evaluamos el nivel de expresión de estas interleucinas en los ratones 

infectados con A. tetráptera en las PPs se encontraron que los niveles de IL-17 en los 
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ratones infectados por el nematodo fueron significativamente más elevados que el grupo 

control sin infectar (C), al igual que ocurrió con la expresión de la IL-23.  

Los niveles de expresión de la IL-25, en los grupos de animales infectados con 

T. muris, la diferencia fue significativamente positiva en los grupos de ratones a los que 

se les inmunizó intranasalmente con el péptido rPP2A. El máximo de expresión de la 

IL-21 se obtuvo en el grupo Control Infectado (CI). Mientras que en los NLM fue la 

expresión de la IL-23 la más elevada tanto en el grupo Control infectado (CI) como en 

el grupo inmunizado. Al igual que ocurre en las PPs, en los NLM fueron los grupos 

vacunados, los que mostraron los niveles más elevados de expresión de la IL-25, quizás 

este dato pude correlacionarse con el nivel de expulsión de los vermes adultos 

encontrados en los animales inmunizados. Hay que hacer notar que al igual que aparece 

descrito en la bibliografía, los niveles de expresión de las diferentes interleucinas varió 

dependiendo del tejido linfoide usado para estudiar su expresión, [361-363] y entre ellas 

fue el caso de la IL-4 descrita por los anteriores autores, también observada en nuestros 

resultados.  

Los altos niveles de expresión de interleucinas procedentes de una respuesta 

Th17, y/o relacionadas con la producción de la IL-17, como son las IL-6 o TNF-β [364] 

en los ratones infectados con A. tetraptera nos llevaron a estudiar el efecto de un 

tratamiento con anticuerpos anti IL-23 de forma previa a la infección con los huevos 

embrionados del parásito, y tras la infección previa al sacrificio para su evaluación de la 

carga parasitaria. Los resultados de la elevada protección (93.3 %) obtenida en los 

animales tratados, nos llevó a estudiar la expresión de citoquinas y de las interleucinas 

en los animales tratados con el anticuerpo anti IL-23 que pudiese explicar dicha 

reducción en la parasitación. 

La evaluación de los niveles de la citoquina CCL20 en los animales tratados con 

anticuerpos anti IL-23 e infectados con A. tetraptera, muestra como los ratones Control 

infectados (CI) y anti IL-23 infectados (anti-IL-23mAB-I) son los dos únicos grupos 

donde se aprecian con intensidad los niveles de fluorescencia, mientras que los ratones 

control no infectados (C) y no infectados tratados con anti IL-23 (anti-IL-23mAB-C) no 

mostraron fluorescencia. Esto vendría a demostrar que la parasitación por nematodos 

aun de una especie tan poco patógena como A. tetráptera induce una respuesta 

inflamatoria a nivel intestinal, capaz de desarrollar la expresión de CCL20. Dicha 

respuesta inflamatoria y el aumento de los niveles de CCL20 podría ser inducida tanto 

por la IL-17 como por la IL-6 [365]. Dado que la IL-23 es la interleucina responsable de 
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la regulación y mantenimiento de la expresión de la respuesta Th17 y en concreto de la 

IL-17 y que los animales fueron tratados dos días antes a la infección, podríamos 

considerar que la baja tasa de implantación de A. tetráptera en el intestino podría ser 

consecuencia de la alteración del nicho necesario para el establecimiento y desarrollo 

del nematodo a nivel intestinal.  

De hecho los niveles de expresión de IL-17 son los más elevados en la PPs del 

grupo Control Infectado (CI), junto a los niveles de las interleucinas IL-21, IL-25 e IL-6 

siendo esta última interleucina más elevada en el grupo Control (C). En el caso de los 

NLM, los máximos niveles de expresión de la IL-6 fueron en el grupo tratado con el 

anticuerpo (anti-IL-23mAB-C). Cabe destacar los elevados niveles de expresión en los 

NLM para la IL-9 del grupo tratado e infectado (anti-IL-23mAB-I).  

En el caso del grupo (anti-IL-23mAB-I), los niveles de expresión de interleucinas 

en el bazo dieron los mayores niveles para las IL-15, IL-6, IL-13, Il-23 e IL-9, mientras 

que en NLM los niveles de expresión más altos observados en el grupo CI fueron para 

las IL-9, IL-21 e IL-25 y  en el caso de las PPs los animales tratados y no infectados 

(anti-IL-23mAB-C) fueron la expresión de las IL-23, IL-21 e IL-9 los que mostraron 

mayores niveles de expresión frente a los ratones infectados y los tratados con el 

anticuerpo anti IL-23. Posiblemente este microambiente sea el que encontraron las 

larvas de A. tetraptera en el intestino cuando se liberaron tras la infección y entraron en 

contacto con la mucosa intestinal lo que les impidió su implantación. El papel en la 

expulsión de nematodos de la IL-25 e IL-9 en la expulsión de los helmintos se discute 

posteriormente. 

Volviendo a la citoquina CCL20 es el CCR6 el considerado como el receptor de 

la misma y es tanto expresado por las células Th17 como las células Treg capaces estas 

últimas de expresar la IL-10 y el TGF-β [366]. Apareciendo también elevado este 

último factor (TGF-β), junto a IL-12 y TNF-α, interleucinas marcadoras de una 

respuesta Th1, en los animales a los que se les neutralizó la IL-23 y fueron infectados 

[367]. Podría ser que al anular o disminuir la Th17, los animales infectados dispararían 

una respuesta Th1 que intentaría ser compensada por el TGF-β e IL-10 producido en las 

células Treg.  

La evaluación mediante inmunohistoquímica de los cortes de intestino en los 

diferentes grupos animales donde se infectó con T. muris y se usó el sistema de 

adyuvante OVS ligado a la rPP2A, reveló que aquellos tratados, bien con rPP2A-OVS o 

con rPP2A-PB mostraron niveles altos de fluorescencia en el área estudiada, así como 
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un número significativo de células que expresaban CCL20, con respecto a los grupos 

Control infectado y PB. El nivel de fluorescencia para esta citoquina que muestra el 

grupo Control infectado podría ser consecuencia de los factores secretados por T. muris 

capaces de estimular el TLR-4 [368] con la consiguiente estimulación inmunológica. 

Igual que ocurrió en el caso de los ratones infectados con A. tetraptera donde la 

fluorescencia de la citoquina apareció en la lámina propia y con menor intensidad en los 

ratones infectados y previamente tratados con el anticuerpo anti IL-23. Quizás a pesar 

de la posible excreción de factores liberados por el nematodo la modulación ejercida por 

los bajos niveles de IL-23 haga que la respuesta a la estimulación en los TLR no se 

ejecute correctamente. Sugiriendo que debe regularse la expresión de la CCL20 por la 

intervención de la respuesta derivada de Th17 y no solo consecuencia de una respuesta 

Th1. 

La citoquina CCL2, específicamente atrae los monocitos y a las células T de 

memoria. Esta citoquina da lugar a una respuesta polarizada Th2. Mientras que la 

activación del receptor CCR2 conduce a la polarización hacia una respuesta Th1 [369], 

en nuestro caso los animales Control infectados (CI) con A. tetraptera fueron los que 

mostraron una mayor fluorescencia tanto en la lámina propia como en las criptas quizás 

como consecuencia de una respuesta típica de infección por nematodos y donde la 

Th2/Th9 juegan un papel importante en la inmunomodulación ejercida por el parásito, 

marcada por el aumento de la expresión de IL-4 en bazo ya observada en los animales 

infectados. Si bien este aumento de IL-4, también se puso de manifiesto en los NLM de 

los animales infectados por T. muris inmunizados intranasalmente con la rPP2A. 

El sistema inmune intestinal incluye una serie de estructuras entre las que se 

encuentran las “cryptopatches” (CPs), los folículos linfoides aislados (FLAs), PPs y 

próximos al epitelio intestinal están los NLM. Las CPs constituyen pequeñas 

agrupaciones de células linfoides con linfocitos inmaduros y células dendríticas que 

expresan receptores para RORγ y el receptor CCR6 pudiendo actuar como lugares de 

diferenciación linfocitaria en epitelios, así como iniciadores de inflamación [370]. En el 

epitelio intestinal, las células epiteliales asociadas a los folículos linfoides aislados 

expresan niveles significativamente más elevados de CCL20 que las criptas y que las 

células del villi intestinal [371]. Esta expresión de la citoquina, también se observa en 

otras células epiteliales asociadas a mucosas como las células epiteliales de la superficie 

de las amígdalas o las de los tejidos linfoides de la mucosa nasal (NALT) [372, 373]. La 

expresión de CCL20 normalmente expresada en niveles bajos, se estimula fuertemente 
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como consecuencia de señales pro inflamatorias incluyendo citoquinas y agonistas de 

los TLRs [374]. La expresión del receptor de CCL20, denominado CCR6, parece ser 

necesario en las células B para que se recluten a los NLM y las PPs, siendo este el lugar 

de inducción para la producción de las IgAs frente a los antígenos que estimulan las 

mucosas. Dicho receptor y la CCL20 participan en el desarrollo de las PPs, dado que en 

animales deficientes en CCR6 el desarrollo de las PPs no se completa igual como ocurre 

en los animales donde el receptor está presente [375]. 

La citoquina OX40 (CD134) es una molécula co-estimuladora expresada por las 

células T activadas que aparece a las 24 horas de la activación de las APCs con un 

máximo de producción entre los cuatro o cinco días tras la estimulación con el antígeno, 

y que juega un importante papel en la activación y proliferación de los linfocitos T 

actuando como quimio atrayente. Es una molécula co-estimuladora del receptor de la 

superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNFR) [376], que regula la producción de 

CCL20 [377]. En general OX40 proporciona una segunda vía de estimulación 

contribuyendo al reforzamiento de las funciones celulares de las células T [378, 379]. 

Se conoce que son las células Th17 las que expresan conjuntamente CCL20 y CCR6 y 

son a través de estas células activadas, las que producen la CCL20 [380-382]. 

Asimismo, la estimulación con OX40 aumenta la expresión en las células Th17 de la 

IL-21 y del receptor de la IL-23 [377]. En el caso de la infección por A. tetraptera la 

fluorescencia fue ligera, apareciendo en la lámina propia y las criptas de los grupos de 

animales infectados. Siendo aún más baja la fluorescencia para OX40, en el caso de los 

animales tratados con anticuerpos anti IL-23, para el caso de los animales infectados no 

tratados con el anti IL-23 en las PPs. Son los niveles de IL-21, IL-17 e IL-25 los que 

mayores niveles de expresión se encontraron de los cuatro grupos estudiados datos que 

coinciden con los obtenidos de OX40 donde habría quizás un mecanismo de 

retroalimentación entre las interleucinas y la citoquina.  

A parte de las células linfoides, las células epiteliales se ha visto que expresan la 

citoquina CCL20 [383, 384], por mediación de la IL-17 [383, 385]. Sin embargo Zhong 

et al. en 2010 indicaron que la inducción de CCL20 por OX40 parece ser independiente 

de la IL-17, y comprueban que la activación y la quimiotaxis sí está mediada por OX40 

[377]. Inhibiendo el OX40 aumenta la generación de IL-10 producida por las células 

Treg [386] por lo que participaría activando una típica respuesta inflamatoria Th1/Th17. 

Los bajos niveles de expresión de OX40 corresponderían también con los obtenidos con 

el TGF-β e IL-10 en los animales infectados por A. tetraptera. 
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La citoquina CCL17 es necesaria para la inducción de una respuesta inflamatoria 

a nivel de intestino en ratones con la activación de la Th1/Th17 reduciendo la expansión 

de las células Treg [387]. La CCL17 es expresada por numerosas células entre las que 

se encuentran las células Th CD4+, linfocitos T citotóxicos CD8+, NK (“natural 

killers”), macrófagos y células dendríticas [388-391]. Su receptor el CCR4 se expresa 

en células Th17, Th2 y células Treg. Si bien se conocen muchas funciones de la CCL17 

y su receptor CCR4 a nivel pulmonar y cutáneo [392] donde reduce la inflamación y 

hace migrar las células dendríticas a los NLM [393], muy poco se conoce sobre la 

expresión de las células dendríticas y su función a nivel intestinal [387, 394]. La CCL17 

induce la producción de IL-12 e IL-23 por parte de las células dendríticas, promoviendo 

la diferenciación en Th1 y Th17 y reduciendo los niveles de inducción de las células 

Foxp3+ y de las células Treg. Los estudios de esta citoquina mediante microscopía láser 

confocal permitieron observarla solo en la lámina propia de los animales tratados con el 

anticuerpo anti IL-23 y no infectados, lugar donde se encuentran las células linfoides 

capaces de expresar la CCL17.  

Igualmente el receptor CCR6 aparece asociado junto al CCR3, receptor de la 

citoquina CCL11, también conocida como “eosinophil chemotactic protein” o como 

eotaxin-1, en las células Th9 [395, 396]. Estas células se diferencian en presencia de IL-

4 y TGF-β, con la concurrencia del OX40, para producir IL-9 [397]. Dicha interleucina 

media, entre otras funciones, en la expulsión de los nematodos intestinales, [91, 398-

401] en los procesos alérgicos [402, 403], o incluso en la eliminación de algunos 

tumores como el melanoma [404] induciendo la producción de IL-8, IL-13, y CCL20, 

así como metaplasia en las células de Goblet de la mucosa [403]. La citoquina CCL11 

actúa de forma primaria en la respuesta eosinofílica de las infecciones intestinales por 

nematodos, así como la migración de estas células desde el torrente sanguíneo a los 

lugares de inflamación [405], siendo esta citoquina co-estimuladora de las células T 

[406]. Al igual que ocurría con los niveles de expresión de CCL20, los niveles máximos 

de expresión de CCL11 aparecen en los grupos de animales infectados con T. muris 

tratados intranasalmente con rPP2A-OVS o rPP2A-PB, mientras que los niveles de 

OX40 en el grupo Control infectado y rPP2A-OVS fueron similares, elevándose la 

media de expresión en el grupo rPP2A-PB, si bien ninguno de los otros grupos dio 

valores de significación semejantes entre ellos.  

A pesar de ser T. muris un parásito específico de ratones no todas las cepas 

consanguíneas de ratones son susceptibles a la infección [26]. Tras la ingestión de los 
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huevos embrionados del nematodo incluso a dosis muy bajas, en todos las cepas de 

ratones, se desarrolla una colitis aguda, como consecuencia de la inflamación del colon, 

pero solo en aquellos ratones donde se desencadena una respuesta inflamatoria, se 

instaura la parasitación mientras que en aquellos hospedadores que desarrollan una 

respuesta Th2, por ejemplo en la cepa BALB/c, se produce la expulsión de los vermes 

en aproximadamente 20 días post infestación [34]. En los ratones AKR/OlaHsd, usados 

en este experimento, la infestación desencadena una respuesta inflamatoria Th1 

dependiente en las PPs y, por tanto, una colitis crónica indicadora de la persistencia de 

los gusanos adultos en el intestino grueso ante la incapacidad del hospedador para 

expulsarlos hacia el día 20 p.i. [28, 29, 407]. En el presente estudio, el grupo de ratones 

Control infectados desarrollaron en las PPs elevados niveles de expresión de 

interleucinas inflamatorias dependientes de Th17 como IL-17, IL-23 e IL-21, al igual 

que también la expresión de IL-6; los niveles de expresión de IFN-γ e IL-2 y GM-CSF, 

si bien no alcanzan los valores de expresión de la IL-6, sí aparecen elevados. Sin 

embargo, en los NLM podemos considerar que existe un claro incremento de la Th1 con 

elevación de la IL-2, IL-12 e IFN-γ, con una elevación de la IL-4 (Th2) pero no de la 

IL-10 (Treg) y elevación menos patente de algunas de las interleucinas Th17 como la 

IL-23 y la IL-17. Lo que hace presuponer que la respuesta inflamatoria Th17 en las PPs 

corresponde a una respuesta inflamatoria local tipo Th17, mientras la correspondiente a 

los NLM correspondería más a una respuesta relativa sistémica Th1/Th17 quizás 

mediada por la expresión de la CCL20 en las células del epitelio intestinal.  

La primera línea de defensa con la que se encuentran los nematodos en su 

hábitat intestinal la constituye la barrera de la mucosa, la superficie de las células 

intestinales están recubiertas por un gel, el muco, constituido mayoritariamente por 

mucinas, una serie de glicoproteínas que son secretadas por las células epiteliales 

caliciformes de Goblet, constituyendo estas células un componente esencial en la 

defensa y eliminación de los helmintos gastrointestinales [408-411]. El intestino grueso, 

lugar de implantación de T. muris, al igual que A. tetráptera, posee dos capas de muco; 

la capa interna que aparece ligada a la mucosa y la más externa, menos densa, siendo 

esta última la capa con la que están en contacto los parásitos. Las mucinas son el 

componente mayoritario del muco segregado por las células de Goblet, junto a otras 

moléculas como anticuerpos, defensinas segregadas por las células de Paneth y 

lisozimas que recubren todo el epitelio intestinal [412, 413]. La capa de muco permite 

mantener la superficie intestinal recubierta de péptidos con capacidad bactericida 
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asegurando la esterilidad de la misma frente a bacterias, pero también frente a la 

infección por otros parásitos incluyendo los nematodos, bien por la existencia de 

diferentes factores bioactivos como las moléculas parecidas a la “resistin”, “intelectin”, 

and “calcium-activated chloride channel-3”, las que se ha sugerido que juegan un 

importante papel en la infección por nematodos [414, 415]. Quizás otro posible 

mecanismo de defensa lo constituye la barrera física que ejerce el muco sobre los 

nematodos interfiriendo tanto en los mecanismos de alimentación, como en la movilidad 

de los vermes. Ello explica que en las infecciones por nematodos se induzca en el 

hospedador una hiperplasia de las células de Goblet productoras de dicho muco y que 

puede ser inducida por la IL-9 [408, 416] lo que hace que en ausencia de dicho muco se 

deteriore la resistencia natural a la infección por nematodos. Recientemente se ha 

investigado el papel que juega en la activación de las células de Goblet el receptor 

intracelular Nod en el proceso de inflamación y su efecto en la eliminación de T. muris 

[417] y supuestamente en la expulsión de otros nematodos. En nuestros resultados, los 

mayores niveles de intensidad de fluorescencia y área ocupada por el muco los 

encontramos en los animales inmunizados con la rPP2A e infectados con T. muris en el 

grupo donde se trataron con el lipopéptido (rPP2A-OVS) y en el grupo inmunizado con 

rPP2A-PB, grupos donde el nivel de reducción de los vermes fue máximo. El análisis de 

la producción de muco mediante la lectina WGA, prueba que estas dos fórmulas 

administradas intranasalmente son capaces de estimular, a través del tejido linfoide 

asociado a mucosas (MALT), las células de Goblet de la mucosa intestinal productoras 

del muco. 

En el caso de los ratones infectados con A. tetraptera es en el grupo donde se 

trató con el anticuerpo y fue infectado donde se demostró la mayor intensidad de 

fluorescencia, es decir la mayor cantidad de muco en las criptas. Los animales control 

no infectados tanto tratados con anti IL-23, como los no tratados y los Control 

Infectados, el nivel de fluorescencia fue similar y sensiblemente más bajo que en los 

animales tratados con el anticuerpo anti IL-23 e infectados. Con respecto al área 

fluorescente reconocida por la lectina WGA, los animales tratados e infectados junto al 

control, mostraron áreas fluorescentes similares en las criptas intestinales. Resultados 

similares se obtuvieron cuando se estudió la presencia de IL-17 en los cortes intestinales 

donde la fluorescencia se obtuvo mayoritariamente en las criptas intestinales, con algo 

de fluorescencia en la lámina propia.  
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Al igual que se evidenció con los niveles de reducción de los huevos expulsados 

de T. muris en heces, los porcentajes de reducción de la parasitación valorada en el 

número de vermes adultos, de los diferentes grupos oscilan del 24.47 %, que inducía el 

tratamiento con Paredes Bacterianas, al 98 % que indujo el lipopéptido.  

De igual forma, los ratones vacunados intranasalmente con el péptido 

recombinante rPP2A condujo a una reducción de la parasitación del 86.15 %, con un 

número de vermes medio en los animales vacunados de 2.6 frente a los 13.8 de los 

animales control no vacunados, lo que indicaría una efectividad del tratamiento 

inmunoprofiláctico intranasal, tanto con el péptido como con el lipopéptido. 

Por otro lado los experimentos donde a los ratones se les intentó disminuir los 

niveles de IL-23 y posteriormente se infectaron con A. tetraptera, curiosamente como se 

comentó en resultados, mientras que en los animales control se obtuvo una tasa de 

infección del 80 % y un número medio de vermes recuperados del 11.4 ± 9.9, mientras 

que en los animales tratados con el anticuerpo anti IL-23 mostraron al final del 

experimento un nivel de parasitación del 0.2 ± 0.45 con un número de vermes que 

osciló de 0 a 1 gusano. El porcentaje de protección en estos animales tratados fue del 

93.3 %. 

En los experimentos con T. muris, la reducción obtenida tras la administración 

de las Paredes Bacterianas es menor que la obtenida en el caso de los experimentos con 

rPP2A-PB experimentando en este último grupo una reducción del 59 %, lo que 

probaría la efectividad en la estimulación de la respuesta del antígeno recombinante. Así 

mismo, cuando estas Paredes Bacterianas fueron administradas junto al antígeno 

recombinante (rPP2A) el porcentaje de reducción del número de vermes sería 

comparable al que obtuvimos en otro ensayo experimental con diferentes modelos de 

nematodos parásitos gastrointestinales de ganado usando la misma combinación de 

antígeno, rPP2A-PB [111]. Por otro lado, al ligar el rPP2A con la OVS (rPP2A-OVS) 

las tasas de reducción de la parasitación fueron máximas alcanzando prácticamente el 

98 %. Es en este mismo grupo de animales en el que se obtuvieron los mayores niveles 

de fluorescencia cuando se estudió la producción de glicoproteínas en la mucosa, y 

coincidió con los mayores niveles de expresión de las citoquinas CCL20 y CCL11 

ambas ligadas con el proceso de atracción de células al lugar de la inflamación y 

estimulación de las células de Goblet. La CCL20 expresada por los macrófagos es capaz 

de reclutar células CCR6 Th17 [418], y para eosinófilos esta función la facilita la 

citoquina CCL11 [419]. Por otra parte, se conoce que las células Th17 reclutan a los 
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neutrófilos [420], esta podría ser la explicación del aumento de neutrófilos que aparecen 

en los animales del grupo rPP2A-OVS y los altos niveles de expresión de IL-17. 

La citoquina CXCL15 ha sido considerada hasta no hace mucho tiempo como 

una citoquina capaz de expresarse en pulmón y atraer los neutrófilos en procesos 

inflamatorios [421]. En mucosa digestiva a esta citoquina se la relaciona con la misma 

función, estando presente pero en menor intensidad que en pulmón, en estómago e 

intestino delgado y en mucha menor intensidad en ciego. De nuestros resultados se 

desprende que los animales control muestran fluorescencia en vellosidades y criptas y 

los animales a los que se les disminuyó la IL-23 e infectados, son el grupo que muestra 

los mayores niveles de fluorescencia, y dicha fluorescencia se encuentra distribuida por 

todas las estructuras del corte. Un patrón de fluorescencia parecido se encontró cuando 

se estudió el GRO o CXCL1 también quimio atrayente de neutrófilos y donde se le 

encontró en todos los grupos salvo el grupo anti IL-23 no infectado. Los mayores 

niveles de fluorescencia en este caso fueron en los animales pertenecientes al grupo 

control infectado, lo que prueba una vez más la respuesta inflamatoria a nivel intestinal 

inducida por la parasitación. 

En el epitelio intestinal existen otras células junto a las células de Goblet, 

involucradas en los procesos de hacer llegar los antígenos o directamente los 

microorganismos a las células dendríticas inmaduras [413], son las células M que 

recubren los folículos linfoides asociados al intestino y que regulan la respuesta inmune 

de la mucosa [422]. Otras células son las células Cup, células que difieren de las células 

M en el patrón de glicosilación de la membrana plasmática y que al parecer no 

transportan antígenos o patógenos a las células inmunes de la mucosa como lo hacen las 

células M [423] y las células Tuft [424] en las que hasta muy recientemente no se había 

encontrado su funcionalidad, habiéndose descrito que participaban muy activamente en 

la regulación inmunológica frente a los parásitos. Las células Tuft se diferencian del 

resto de células de la mucosa por poseer un sistema tubulovesicular y un penacho de 

microvellosidades hacia el lado luminal que les da su nombre “Tuft”. En ese conjunto 

de túbulos aparece una proteína la “microtubule-linked protein kinase”, conocida como 

Dcamkl-1 [425], lo que permite a estas células ser reconocidas mediante anticuerpos 

frente a dicha quinasa.  

Se conoce que el número de células Tuft que aparece a nivel de intestino 

aumenta con la presencia de parásitos [426-428], en animales libres de parásitos, entre 

los que se incluyen protozoos intestinales, el número de células Tuft del epitelio 
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intestinal oscila entre el 0.4 al 1 % del total de las células del epitelio [425]. En nuestro 

experimento con el nematodo T. muris el número de células marcadas por el anti-

Dcamkl-1 no varió entre grupos, y tampoco lo hizo el tamaño de las mismas. La posible 

explicación es que en todos los grupos se infectaron con un número similar de larvas del 

nematodo con lo que la parasitación incrementó, sin duda, el número de células Tuft que 

en nuestro caso osciló entre 13 y 20 en el área estudiada (un área de 138 µm2) para cada 

uno de los diferentes tratamientos. A pesar de la fuerte reducción del 97.90 % en el 

número de vermes que se consiguió con los grupos inmunizados con rPP2A en ningún 

caso se erradicó al parásito, con lo que en todos los casos hubo presencia de vermes. Por 

lo que consideramos que la disminución del número de células Tuft no podía tener lugar 

al no haber ausencia de parásitos en la mucosa intestinal [426]. Sin embargo el nivel de 

fluorescencia, como indicativo de la actividad de las células Tuft, en el grupo Control 

infectado fue significativamente menor que el nivel de fluorescencia de los otros tres 

grupos, especialmente frente al grupo tratado intranasalmente con el lipopéptido (rPP2a-

OVS) lo que indicaría que la presencia de los antígenos, junto a las PB o ligado al OVS 

estimula la actividad de dichas células. La activación podría ser debida a la estimulación 

de las mucosas por parte de los componentes de las PB [429], del antígeno (rPP2A) o 

del lipopéptido (rPP2A-OVS).  

Se ha descrito como las bacterias intestinales promueven una respuesta a través 

de las células Tuft y la producción de IL-25 (IL-17E) [63], quizás una respuesta similar 

tiene lugar en la mucosa nasal, lo que indicaría una estimulación de las células Tuft 

mediada por la cooperación entre el sistema NALT-GALT (sistema linfoide asociado al 

tubo digestivo) por algunos de los factores de estimulación como las citoquinas. Este 

dato podría explicar los altos niveles de expresión de IL-25 en los NLM de los animales 

inmunizados con las preparaciones que llevan el antígeno recombinante (rPP2A-PB y 

rPP2A-OVS). Owyang et al. en 2006 [430] encontraron que la expresión de la IL-25 

tiene lugar tanto en el ciego, como en los NLM, y que los animales resistentes a la 

infección por T. muris presentan niveles significativamente superiores de expresión de 

mRNA en las PPs que en los NLM. La cepa de ratones AKR/OlaHsd usada por nosotros 

y susceptible a la infección, muestra niveles de expresión de la IL-25 comparables tanto 

en los NLM, como en las PPs. Las células Tuft se consideran actualmente como la 

primera fuente de la producción de IL-25 inducida por los parásitos, a su vez, la IL-25 

promueve la producción de IL-13 por parte de las ILC2  
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Se ha correlacionado el papel de las células Tuft con la presencia de eosinófilos 

[426] y la expansión de los eosinófilos se relaciona con la expansión de las células ILC2 

en la parasitación por helmintos, mediada la migración de los eosinófilos desde la 

circulación, al lugar de la inflamación y sitio de infección por la citoquina CCL11 dada 

la presencia del receptor CCR3 en los eosinófilos [431]. Bajo la influencia de un 

ambiente Th2 con la combinación de la IL-5 y el G-CSF se contribuye así, al aumento 

de eosinófilos en sangre periférica [67]. Parece claro que la IL-9 contribuye a la 

atracción de eosinófilos al sitio de la inflamación como consecuencia de la producción 

de CCL11 [395] lo que aparentemente podría inducir a pensar que dicha respuesta IL-9 

estaría encuadrada dentro de una respuesta Th2, como ha sido considerada por mucho 

tiempo [432].  

Recientemente se ha descrito la funcionalidad de las células Tuft actuando como 

células quimiosensoras [433], participando en la inducción de fenómenos inflamatorios 

cerca de las células Tuft segregando tanto prostaglandinas como acetilcolina (Ach). La 

Ach entre otras acciones aumenta el flujo sanguíneo del tracto gastrointestinal así como 

el tono muscular gastrointestinal, aumentando las contracciones de las células del 

musculo liso que contribuye a la expulsión de los vermes. 

La activación de dichas células medida en función del nivel de fluorescencia 

vendría controlada por los mediadores inducidos por la inactivación de los niveles de 

IL-23, posiblemente la IL-9 como se observa en los ratones tratados con el anticuerpo 

anti IL-23, lo que el aumento de dicha interleucina, contribuiría a desencadenar la 

respuesta Th9 que evita la implantación de las larvas de A. tetraptera.  

Los niveles de expresión normalizados de IL-25, respecto a la expresión de la 

actina, fueron comparados respectivamente en PPs o NLM entre los cuatro grupos 

experimentales de ratones infectados con T. muris. Donde se muestran como el grupo de 

ratones a los que se les administró la rPP2A-PB expresaron niveles significativos de 

esta interleucina en los NLM en relación a los niveles de expresión medidos en PPs y 

con respecto a los demás grupos experimentales, mientras que no hubo significación 

entre estos últimos grupos. Si bien el valor medio del nivel de expresión del grupo 

rPP2A-OVS fue superior al de los grupos Control infectado y PB. Este nivel de 

expresión de IL-25 en los animales tratados con la rPP2A-OVS que aparece en NLM, 

no se correlacionó con los niveles de IL-25 en las PPs, donde los valores de este grupo 

fueron similares a los de rPP2A-PB, aunque ambos significativamente superiores a los 
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otros dos grupos control (Control infectado y PB), aunque como ya hemos dicho, con 

niveles de expresión diferentes a los encontrados en los NLM.  

Justo al contrario sucedió, con los niveles de expresión encontrados para la IL-9 

donde en las PPs los niveles fueron muy superiores a los de NLM. Curiosamente fue el 

grupo tratado con el lipopéptido (rPP2A-OVS) el que mostró mayores niveles de 

expresión de esta interleucina en las PPs donde alcanzó el máximo nivel de expresión. 

Se conoce que las células T estimuladas “in vitro” con TGF-β e IL-4 y que 

expresan IL-9 producen altos niveles de mRNA para el receptor IL-17RB y dicho 

receptor es el receptor para la IL-25. Por otra parte el tratamiento de estas células T con 

IL-25 hace que se incremente la expresión de IL-9 lo que vendría a probar la inducción 

de esta interleucina por parte de la IL-25 [434] y ello supondría que el efecto en la 

expulsión de los vermes atribuido a la IL-25 potencialmente sería mediado por la IL-9, 

capaz a su vez de estimular la producción de IL-13, observada, y con  efecto 

antiparasitario [435]. La IL-9 es pleiotrópica, entre otros efectos biológicos se encuentra 

la reducción en la expresión de la “claudin2” proteína de unión entre las células 

intestinales con lo que la producción de IL-9 por parte de estas células podría alterar la 

funcionalidad de la barrera intestinal [92] alterando el flujo intestinal hacia la luz del 

intestino [93]. Otra de las funciones observada para esta interleucina es el efecto sobre 

la contractibilidad intestinal que favorece la expulsión de los vermes [91]. 

La respuesta celular Th17 procede de la subpoblación de células T CD4+ para 

los receptores CCR6, IL-23R, y CD161, ejerciendo una serie de funciones efectoras 

específicas. Las células Th17 expresan el receptor ROR-γt [81], y participan en el 

control de patógenos extracelulares ejerciendo un importante papel en los procesos de 

autoinmunidad [436]. El efecto “in vitro” de la exposición a TGF-β1 en combinación 

con IL-6 [437], IL-21 [438] o IL-9 sobre las células Th17 induce la producción de 

grandes cantidades de IL-9 que actúan tanto sobre las células Treg, como en las Th17. 

En presencia de TGF-β y de IL-9 las células “naive” y células Th CD4+ se diferencian a 

Th17 [439], dichas células producirán IL-17, IL-21 e IL-23, y esta última incrementa la 

producción de la IL-17 “in vivo” [440]. La IL-17 induce la expresión de receptores 

CCR6 y migración celular [441]. IL-17A es el miembro tipo de una familia de 

interleucinas que comprende seis miembros IL-17A a IL-17F producidas por las células 

Th17 [442], junto a otra interleucina como la IL-23 de la que ya hemos hablado 

anteriormente [440]. La IL-17 induce péptidos antimicrobianos [443] y en el caso de las 

mucosas la estimulación de las células de Goblet [444].  
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La relación entre IL-17 y la respuesta inmunitaria Th2 es muy compleja. En este 

sentido [445] animales deficientes en IL-17A son incapaces de expresar IL-13 cuando 

se infectan con el nematodo N. brasiliensis. Este dato coincide con los obtenidos con 

ratones donde las interleucinas procedentes de una respuesta Th2 se reducen con 

respecto a las que se expresan en los ratones salvajes cuando hay bajos niveles de IL-17 

[446, 447]. Esto sugiere que la IL-17 promueve una Th2 y que los neutrófilos que se 

atraen por la IL-17 quizás contribuyan a la resolución de las infecciones por nematodos 

gastrointestinales [448]. 

Se ha descrito anteriormente como los parásitos y las bacterias intestinales 

promueven una respuesta a través de las células Tuft para la producción de IL-25 y ésta 

participa en la producción de IL-5 e IL-13 típicas de Th2 [63] favoreciendo la 

producción de IL-5 y la eosinofilia que a su vez participa en la expulsión de los vermes 

[432]. También se ha descrito como los neutrófilos que son atraídos por la IL-17 

contribuyen a aclarar la flora bacteriana intestinal [449], lo que parecería indicar un 

sistema de regulación IL-25/IL-17A en el que podrían participar estas diferentes 

poblaciones celulares. El CCR3 como ya se ha indicado es el receptor de la CCL11 y es 

uno de los que estimulan la migración de las células Th9. La IL-25 regula la función de 

las enfermedades inflamatorias autoinmunes por una acción directa sobre la IL-23 la 

cual al ser inhibida evitaría la activación por parte de la IL-23 de las células Th17 y la 

producción de la IL-17 [450]. Opuesta a la acción de la IL-25 sobre las células Th17 es 

la acción de la IL-21 que favorece la activación del receptor de la Th17 y en concreto de 

la IL-23 [451] restaurando el balance entre la respuesta Treg y Th17 [452]. La IL-21 

ejerce su acción en poblaciones tanto de células linfoides como células mieloides, entre 

las que se incluye las APCs, macrófagos y Treg. La IL-21 inhibe directamente la 

capacidad de las células dendríticas para actuar como APCs e incrementa la capacidad 

fagocítica sobre los macrófagos. La IL-21 inhibe a los mastocitos la capacidad de liberar 

los mediadores inflamatorios, y activa en las células B la producción de anticuerpos y 

participa en la proliferación y diferenciación de las células plasmáticas [451]. Aunque 

quizás el mayor papel de la IL-21 es la acción sobre la respuesta de inmunoglobulinas 

procedentes de las células B, si bien no es necesaria para el desarrollo de las células B 

tanto en médula ósea como en la periferia. La IL-21 puede inducir CD40 en células B 

“naive” para dar isotipos de IgA, inducción que se inhibe por la IL-4 [453]. En relación 

a nuestros resultados, en el grupo rPP2A-PB aparecen los mayores niveles de expresión 

de la IL-4 en las PPs y los menores niveles de expresión de IL-21 con respecto a los 
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demás grupos (Control infectado, PB y rPP2A-OVS), al igual que en los NLM donde el 

grupo de ratones Control infectado muestra los mayores niveles de expresión de IL-4 y 

el más bajo nivel de expresión de IL-21. Los niveles de expresión de IL-21 en las PPs 

en el grupo Control infectado se correlacionan con el mayor número de células CD138 

en la mucosa. Pudiendo relacionar la expresión de la IL-21 de las PPs con el mayor 

número de células plasmáticas encontradas en el intestino. Dicha estimulación de 

células plasmáticas deberá estar mediada por la respuesta inflamatoria como se 

confirma con los resultados obtenidos tras el tratamiento con el anticuerpo anti IL-23 en 

los ratones infectados con A. tetraptera. 

En resumen, los resultados del presente estudio sugieren que el tratamiento de 

los ratones AKR/OlaHsd, susceptibles a la infección por T. muris, mediante la 

inmunización nasal con el péptido recombinante rPP2A solo o como lipopéptido, ligado 

a OVS y administrados al inicio de la fase crónica de la infección, son capaces de 

activar una respuesta combinada Th17/Th9, fundamentalmente en las PPs y orquestadas 

por las citoquinas IL-25, IL-17, IL-9, que trae como consecuencia la inhibición en la 

eliminación de huevos por parte los vermes adultos, seguida de la expulsión acelerada 

de los mismos. Esta estrategia de inmunización podría ser de gran utilidad en su 

aplicación, tanto en inmunoterapia como inmunoprofilaxis, para el control de las 

enfermedades producidas por nematodos parásitos de la mucosa intestinal y en aquellas 

enfermedades donde sea necesaria la activación a nivel de la mucosa intestinal de la 

respuesta Th9. Y de igual manera que la bajada de niveles de IL-23 condiciona el 

ambiente necesario para la expulsión de las larvas de nematodos recién implantados a 

nivel de la mucosa del intestino, quizás como consecuencia de la estimulación del 

binomio IL-25/IL-13, consecuencia de un aumento de IL-9 y los efectos 

desencadenantes tanto a nivel fisiológico e inmunológico que llevaría a la expulsión de 

los parásitos. 
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6. Conclusiones 

1. La parasitación por los nematodos intestinales usados en esta tesis doctoral 

induce a una respuesta inflamatoria Th1/Th17 a nivel de los órganos linfoides 

intestinales como son las placas de Peyers, respuesta que ha sido evidenciada 

tanto por el incremento de citoquinas como por el de las interleucinas. La 

comparación de la respuesta es diferente dependiendo del órgano linfoide que se 

trate, bazo, placas de Peyers y nódulos linfáticos mesentéricos. 

2. El uso del péptido recombinante PP2A, como antígenos vacunal es efectivo tras 

la inmunización intranasal de los animales, produciendo niveles de protección de 

la parasitación en los dos modelos de nematos intestinales estudiados, 

Aspiculuris tetráptera y Trichuris muris. 

3. La inmunización intranasal con el lipopéptido formado por el péptido 

recombinante PP2A y la oleico vinil sulfona induce unas tasas de protección 

medidas por la eliminación de los vermes intestinales próximas al 100 % sin 

aparentemente alterar el estado fisiológico de los animales vacunados. 

4. El lipopéptido en medios acuosos parece formar estructuras miscelares sub 

microscópicas que posiblemente faciliten la presentación y estimulación 

antigénica. Por otra parte la fórmula oleico vinil sulfona permite la formación de 

lipopéptidos sin la necesidad de complicadas manipulaciones biológicas o 

químicas mediante una química de tipo “click”, lo que podría ser fácilmente 

aplicable a cualquier péptido ya sea sintético o recombinante para su uso en 

vacunación. 

5. Los animales tratados intranasalmente con el lipopéptido rPP2A inducen una 

respuesta Th17/Th9 que posiblemente sean las facilitadoras de la expulsión de 

los vermes intestinales observados en los resultados de la presente tesis doctoral. 

La disminución de los niveles de IL-23 en los animales previa a la infección facilita un 

ambiente hostil que impide la implantación de los nematodos a nivel intestinal. Dicho 

ambiente vendría mediado por un aumento a nivel de la mucosa intestinal de la IL-25, 

IL-9 con aumento posterior de la IL-13 que facilitaría, por los efectos fisiológicos 

inducidos por ellas, la eliminación de los vermes intestinales.
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6. Conclusions 

1. Parasitism by intestinal nematodes used in this doctoral thesis induced a 

Th1/Th17 inflammatory response at the level of the intestinal lymphoid organs 

such as the Peyer’s patches and mesenteric lymph nodes. 

2. The use of PP2A recombinant peptide, such as vaccine antigens proved effective 

after the intranasal immunization of the animals, promoting protection levels 

against parasitism in the two models of intestinal nematodes studied, Aspiculuris 

tetraptera and Trichuris muris. 

3. Intranasal immunization with the lipopeptide formed by the PP2A recombinant 

peptide and the oleic vinyl sulfone induced protection rates measured by the 

elimination of intestinal worms of nearly 100 % without apparently altering the 

physiological state of the animals vaccinated. 

4. The lipopeptide in aqueous environments form sub-microscopic micelle 

structures that possibly facilitated antigen presentation and stimulation. Also, the 

oleic formula oleic vinyl sulfone permitted the formation of lipopeptides without 

the need of complex biological or chemical manipulations of “click” chemistry, 

which could easily be applied to any peptide, whether synthetic or recombinant, 

for use in vaccination. 

5. The animals treated intranasally with the lipopeptide rPP2A induced a Th17/Th9 

response that may have facilitated the expulsion of the intestinal worms 

observed in the results of the present doctoral thesis. 

The lowering of the IL-23 levels in the mice treated prior to the infection encouraged a 

hostile environment that impeded the implantation of the nematodes at the intestinal 

level. This environment was mediated by a higher level of the intestinal mucosa of the 

IL-25, IL-9 with a subsequent increase in the IL-13 that would facilitate, by the 

physiological effects induced by them, the elimination of the intestinal worms. 
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