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DESCRIPCIÓN 

Vacuna contra Cooperia 

Campo de la invención 

La presente invención se refiere a secuencias de nucleótidos que codifican antígenos de Cooperia, así como a 
moléculas de ADN recombinante que contienen dichas secuencias de nucleótidos y células huésped que expresan 5 
estas secuencias de nucleótidos. La invención se refiere además a proteínas en Cooperia, a métodos para la 
producción de las proteínas, las secuencias de nucleótidos, las moléculas de ADN recombinante y los huéspedes.  

Por otra parte, la invención se refiere a vacunas que inducen la inmunidad protectora contra la infección por 
nematodos parásitos tales como la especie del género Cooperia y a métodos para preparar dicha vacuna.  

Antecedentes de la invención  10 

Los nematodos, que son ascárides no segmentados con cuerpos alargados, fusiformes o con forma de saco, 
cubiertos con cutícula, son virtualmente ubicuos por naturaleza, habitando en el suelo, en el agua y en las plantas, y 
están considerablemente implicados en una amplia variedad de enfermedades parasitarias en animales y plantas. 
Las infecciones por nematodos gastrointestinales son un obstáculo principal en el bienestar de los rumiantes 
(ganado vacuno, ovejas, cabras, etc.) y en su producción a escala mundial. Las infecciones por estos parásitos 15 
pueden llevar a enfermedades graves (diarrea o anemia son síntomas típicos). Entre los efectos económicamente 
importantes en el ganado están la reducción en la producción de leche, de carne y de lana, el aumento de peso y la 
muerte ocasional.  

Los parásitos tricostrongílidos importantes en el ganado vacuno (bovino) son :  Cooperia oncophora, C. punctata, 
C. pectinata, C. curticei y Ostertagia ostertagi. En rumiantes pequeños, por ejemplo, ovejas y cabras, las infecciones 20 
por Haemonchus contortus y Teladorsagia circumcincta son las más importantes. Aunque es considerado un 
patógeno leve, el helminto Cooperia oncophora es uno de los nematodos parásitos intestinales más comunes en el 
ganado vacuno en la regiones de clima templado a escala mundial (1) y como tal conlleva un impacto económico 
sustancial ya que contribuye de manera notable a las pérdidas de la producción (2, 3). Un estudio reciente demostró 
que las infecciones por helmintos incrementaron los costes de producción de ternera en Estados Unidos en casi 190 25 
$ por cabeza según los precios de mercado de 2005 (4). De manera análoga al uso de antibióticos en seres 
humanos, los antihelmínticos han sido durante mucho tiempo el método elegido para tratar y prevenir las infecciones 
por parásitos de una manera razonablemente eficaz y a bajo coste. Para el uso con el ganado vacuno, se dispone 
en la actualidad de tres clases principales de antihelmínticos, es decir, imidazotiazoles, benzimidazoles y lactonas 
macrocíclicas, siendo las últimas las usadas con más frecuencia en los tratamientos contra Cooperia oncophora. Sin 30 
embargo, las consecuencias que esto acarrea se han hecho gradualmente evidentes durante la última década ya 
que han surgido numerosos informes del desarrollo de la resistencia antihelmíntica por todo el mundo (5-9). 
Además, hay preocupación acerca de los residuos de los fármacos en la carne y en el medio ambiente. Son muy 
necesarios, por consiguiente, canales más eficaces de control de las infecciones helmínticas, uno de los cuales 
puede implicar el desarrollo y la administración de vacunas profilácticas.  35 

Como se advierten los problemas acerca de la resistencia antihelmíntica para una multitud de helmintos, numerosos 
grupos de investigación han invertido en el desarrollo de vacunas recombinantes para, por ejemplo, Ancylostoma 
caninum (10), Onchorcerca volvulus (11-14), Ascaris suum (15-17), Haemonchus contortus (18, 19, Patente 
Internacional WO92/13889), Necator americanus (20) y varias especies de Taenia (21-23), Echinococcus (21, 
22), Fasciola (24) y Schistosoma (25-30). (10), (11-14), (18, 19, (20) y varias especies de (21-23), (21, 22), (24) y 40 
(25-30). Sin embargo, se encontró que la eficacia de estas vacunas, medida como reducción de los recuentos de 
huevos y/o de la carga de gusanos (revisado en (59)), variaba drásticamente y, así, es impredecible.  

En la actualidad, no existe una vacuna contra Cooperia oncophora. Varios grupos de investigación se han centrado 
en las proteínas de bajo peso molecular (de 12 kDa a 16 kDa) como potenciales candidatos a vacuna, sin embargo 
sin éxito (60-61; Patente Internacional WO98/01550). 45 

Sumario de la invención 

Un objeto de la presente invención es proporcionar vacunas para combatir las infecciones por nematodos 
gastrointestinales en el ganado vacuno y más específicamente infecciones por Cooperia en el ganado vacuno 
(bovino).  

Otro objeto de la presente invención es proporcionar polinucleótidos y proteínas (o polipéptidos) útiles para preparar 50 
dichas vacunas.  

Un aspecto de la invención se refiere a una proteína de Cooperia oncophora aislada o un fragmento inmunógeno de 
dicha proteína, caracterizado por que dicha proteína comprende una secuencia de aminoácidos, o consiste 
esencialmente en una secuencia de aminoácidos, que presenta una identidad de secuencias de al menos un 85 %, 
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preferiblemente un 90 %, más preferiblemente un 95 % para la secuencia de aminoácidos representada en SEQ ID 
NO :  1. 

 
También se incluye en la presente invención una secuencia de ácidos nucleicos aislada que codifica dicha proteína 
o dicho fragmento inmunógeno, en particular una secuencia de ácidos nucleicos que tiene al menos un 85 %, 5 
preferiblemente un 90 %, más preferiblemente un 95 % de identidad con la secuencia de ácidos nucleicos 
representada en SEQ ID NO :  2. 

Una realización más se refiere a una molécula de ADN recombinante que comprende la secuencia de ácidos 
nucleicos descrita en la presente memoria, incluyendo además, en particular, un promotor funcionalmente unido.  

Una realización más se refiere a un vector que comprende la secuencia de ácidos nucleicos o la molécula de ADN 10 
recombinante, descritas en la presente memoria, siendo en particular dicho vector un plásmido, bacteriófago, 
cósmido, virus o minicromosoma.  

La invención describe, por otra parte, una célula huésped que comprende la secuencia de ácidos nucleicos, la 
molécula de ADN recombinante o el vector, descritos en la presente memoria, siendo en particular dicha célula 
huésped una célula de animal, una célula bacteriana, una célula de levadura, una célula de insecto o una célula 15 
vegetal.  

Otro aspecto de la invención actual se refiere a la proteína o al fragmento inmunógeno, el ácido nucleico, la molécula 
de ADN recombinante, el vector o la célula huésped, como se describe en la presente memoria, para uso como un 
medicamento, más específicamente para uso en la prevención o en el tratamiento de una infección por Cooperia 
oncophora. También el uso de la proteína o el fragmento inmunógeno, el ácido nucleico, la molécula de ADN 20 
recombinante, el vector o la célula huésped, como se describe en la presente memoria, para la fabricación de una 
vacuna contra infección por Cooperia oncophora es parte de la presente invención.  

Una realización más se refiere a una vacuna contra infección por Cooperia oncophora, caracterizada por que dicha 
vacuna comprende al menos una proteína o un ácido nucleico, o consta esencialmente de al menos una proteína o 
un ácido nucleico, descritos en la presente memoria (incluyendo sus combinaciones) o un fragmento de cualquiera 25 
de ellos, y un portador o diluyentes farmacéuticamente aceptables, comprendiendo opcionalmente dicha vacuna un 
adyuvante.  

Breve descripción de los dibujos  

Figura 1. A-C :  Secuencias de nucleótidos codificadoras y secuencias de aminoácidos de proteínas 
secretadas asociadas a activación de doble dominio de C. oncophora; D :  Secuencias de nucleótidos 30 
codificadoras y secuencias de aminoácidos de proteínas secretadas asociadas a activación de doble 
dominio de C. oncophora incluyendo C- y N-terminales. 

Figura 2. Rendimiento medio de EPG posinfección. Se registraron los huevos de C. oncophora por gramo 
de heces como una función del tiempo, empezando 21 días después de la primera infección, para los 
grupos vacunados con adyuvante (control) y la fracción de excretona/secretona (ES) de peso molecular alto 35 
(PMA). 

Figura 3. Respuestas de inmunoglobulina G1 y G2 en suero contra antígenos de C. oncophora. Los niveles 
de IgG1 en suero (barras blancas) e IgG2 (barras grises) contra antígenos de C. oncophora, presentes en 
la fracción ES de PMA, se proporcionan como lecturas de enzimoinmunoanálisis de adsorción (ELISA, en 
inglés). Las diferencias estadísticamente significativas comparado con el grupo de control se indican por un 40 
arterisco (*) (P < 0,01). 

Figura 4. Rendimiento medio de HPG posinfección en la prueba práctica. Se registraron los huevos de 
C. oncophora por gramo de las heces para los grupos vacunados con adyuvante (control) y la fracción ES 
de peso molecular alto (PMA). 

Descripción detallada de la invención  45 

La presente invención prevé el desarrollo de vacunas profilácticas basadas en la identificación proteómica, la 
caracterización y la evaluación inmunológica de antígenos helmínticos en el excretoma/secretoma (ES) que son la 
diana de una respuesta inmunitaria protectora en el huésped. En esencia, la fracción ES es secretada del gusano 
por las aberturas orales y/o su superficie externa y básicamente consiste en una mezcla de proteínas y otros 
compuestos crucial en la supervivencia y en la propagación de los helmintos, en la infección del huésped y en la 50 
evasión de respuestas inmunológicas del huésped (31, 32). 

La invención proporciona polinucleótidos aislados que codifican proteínas excretoras-secretoras (ES) de Cooperia 
oncophora (C. oncophora) de fase adulta que tienen un peso molecular aproximado de 70 kD cuando se estima por 
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SDS-PAGE, y se identifican como proteínas secretadas asociadas a activación de doble dominio (las ASP, en 
inglés); incluyendo sus análogos, homólogos, derivados, partes o combinaciones; proteínas que pueden conferir 
inmunidad protectora a un huésped contra la infección por nematodos parásitos.  

En un aspecto, la presente invención se refiere a una secuencia de ácidos nucleicos aislada (también referido como 
polinucleótido) que comprende una secuencia de ácidos nucleicos, o que consiste esencialmente en una secuencia 5 
de ácidos nucleicos, que codifica una proteína secretada asociada a activación de doble dominio (ASP) de 
C. oncophora o una parte de dicha secuencia de ácidos nucleicos que codifica a un fragmento inmunógeno de dicha 
proteína. En particular, la secuencia de ácidos nucleicos o dicha parte de la misma, es al menos un 85 % idéntica a 
la secuencia de ácidos nucleicos del gen ASP de C. oncophora representada en SEQ ID NO :  2. Incluso más 
particular, la secuencia de ácidos nucleicos de la presente invención comprende además en el N- y C-terminal, 10 
respectivamente, una de las secuencias siguientes o ambas :  CTTTGCTCGCTTGATAATGGAATGACA (SEQ ID 
NO :  12) y GATGAAGATTGTAAGTGCAGCTCCTGCAGATGCAGCACACAATTATCCATGT GTATCAACCCTAAC 
(SEQ ID NO :  13). Los ejemplos de dichos ácidos nucleicos se representan por SEQ ID NO :  19, 20 y 21. En una 
realización particular, la secuencia de ácidos nucleicos de la invención, o una parte de la misma, es al menos un 85 
% idéntica a la secuencia de ácidos nucleicos del gen ASP de C. oncophora representada en SEQ ID NO :  19. 15 

Preferiblemente, la secuencia de ácidos nucleicos según la invención que codifica la proteína en C. oncophora, o 
una parte de esa secuencia de ácidos nucleicos que codifica un fragmento inmunógeno de esa proteína, es al 
menos un 90 %, preferiblemente un 93 %, más preferiblemente un 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o incluso un 
100 % idéntica a la secuencia de ácidos nucleicos del gen ASP de C. oncophora representada en SEQ ID NO :  2 o 
SEQ ID NO :  19. Los ácidos nucleicos que tienen al menos un 98 % de identidad con la secuencia de ácidos 20 
nucleicos representada en SEQ ID NO :  2, se representan por SEQ ID NO :  4 y SEQ ID NO :  6. Los ácidos 
nucleicos que tienen al menos un 98 % de identidad con la secuencia de ácidos nucleicos representada en SEQ ID 
NO :  19, se representan por SEQ ID NO :  20 y SEQ ID NO :  21. 

En una realización más, la presente invención se refiere a una proteína en C. oncophora aislada y un fragmento 
inmunógeno de la misma, en donde la secuencia de aminoácidos de la proteína o del fragmento inmunógeno es al 25 
menos un 90 %, preferiblemente un 93 %, más preferiblemente un 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o incluso un 
100 % idéntica a la secuencia de aminoácidos representada en SEQ ID NO :  1. Las proteínas que tienen al menos 
un 98 % de identidad con la secuencia de aminoácidos representada en SEQ ID NO :  1, se representan por la SEQ 
ID NO :  3 y la SEQ ID NO :  5. La invención también incluye una proteína aislada que comprende la secuencia de 
aminoácidos identificada anteriormente, o consta esencialmente de dicha secuencia, y un N-terminal y/o C-terminal 30 
más, preferiblemente caracterizada por los aminoácidos LCSLDNGMT (SEQ ID NO :  14) y 
DEDCKCSSCRCSTQLSMCINPN (SEQ ID NO :  15), respectivamente. Los ejemplos de dichas proteínas se 
representan por SEQ ID NO :  16, 17 y 18. Por lo tanto, en una realización específica la presente invención se refiere 
a una proteína de C. oncophora aislada y un fragmento inmunógeno de la misma, en donde la secuencia de 
aminoácidos de la proteína o el fragmento inmunógeno es al menos un 90 %, preferiblemente un 93 %, más 35 
preferiblemente un 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o incluso un 100 % idéntica a la secuencia de aminoácidos 
representada en SEQ ID NO :  16, así como a un ácido nucleico que codifica dicha proteína, en particular 
representada por SEQ ID NO :  19. 

El porcentaje de identidad de secuencias de ácidos nucleicos y polipéptidos puede calcularse usando algoritmos 
comercialmente disponibles, que comparan una secuencia de referencia con una secuencia problema. Los 40 
siguientes programas (proporcionados por el Centro Nacional para la Información Biotecnológica) pueden usarse 
para determinar homologías/identidades :  BLAST, gapped BLAST, BLASTN y PSI BLAST, que pueden usarse con 
parámetros por defecto.  

El término «aislado» se usa para indicar que una célula, un péptido o un ácido nucleico se separa de su entorno 
nativo. Los péptidos y los ácidos nucleicos aislados pueden estar sustancialmente puros, es decir, pueden estar 45 
esencialmente exentos de otras sustancias con que pueden encontrarse por naturaleza.  

El término «fragmento» como se usa en la presente memoria se refiere a secuencias de aminoácidos parciales (y 
secuencias de ácidos nucleicos codificadoras, por consiguiente) que tienen al menos una propiedad inmunológica o 
inmunógena en común con la molécula nativa. Dichos fragmentos incluirán al menos un epítopo (o determinante 
antigénico) de la molécula nativa. Normalmente, tendrán una longitud de al menos 8 aminoácidos, preferiblemente al 50 
menos 15 o 20 aminoácidos.  

Puesto que la presente invención describe secuencias de ácidos nucleicos que codifican nuevas proteínas en 
C. oncophora, ahora es posible por primera vez obtener estas proteínas en suficiente cantidad. Esto puede hacerse, 
por ejemplo, usando sistemas de expresión para expresar la totalidad o partes de los genes que codifican las 
proteínas o sus fragmentos inmunógenos según la invención.  55 

Por consiguiente, en una realización más, la invención se refiere a fragmentos de ADN que comprenden una 
secuencia de ácidos nucleicos según la invención. Un fragmento de ADN es un trecho de nucleótidos que actúa 
como un portador para una secuencia de ácidos nucleicos según la invención. Dichos fragmentos de ADN pueden 
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ser, por ejemplo, plásmidos, en los que se clona una secuencia de ácidos nucleicos según la invención. Dichos 
fragmentos de ADN son útiles, por ejemplo, para aumentar la cantidad de ADN para uso como cebador y para la 
expresión de una secuencia de ácidos nucleicos según la invención, como se describe a continuación.  

Según una realización más de la presente invención, la proteína ASP se produce por la expresión de un 
polinucleótido como se describe en la presente memoria. Los vectores adecuados para la expresión de proteínas 5 
son plásmidos, bacteriófagos, cósmidos, virus, minicromosomas o vectores integradores de manera estable; los 
últimos, en particular, para células vegetales o animales. En general, estos vectores tienen la propiedad de la 
replicación autónoma excepto para los vectores integradores de manera estable que se insertan ellos mismos en el 
material genético de la célula huésped y se replican con material genético del huésped. Las células huésped 
adecuadas para la expresión de proteínas pueden ser procariotas o eucariotas, tales como bacterias tales como 10 
Escherichia coli, levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris, células vegetales, de algas, de 
micoplasma, tales como Arabidopsis thaliana, células de vertebrados o baculovirus/células de insectos, pero sin 
limitarse a estas; las células vegetales o animales pueden cultivarse in vitro o pueden formar parte de una planta o 
un animal intactos, respectivamente. El polinucleótido recombinante puede contener como un inserto un 
polinucleótido completo que codifique la ASP o un fragmento de la misma. Los sistemas de expresión de células de 15 
bacterias, levaduras, hongos, insectos, plantas y vertebrados son sistemas usados con mucha frecuencia. Dichos 
sistemas son conocidos en la técnica y generalmente están disponibles. Los vectores también se pueden usar como 
una manera de transportar la secuencia de ácidos nucleicos a una célula diana. Con respecto a esto, los virus 
usados con frecuencia como vectores son los virus vacuna (62), herpes virus (Patente Europea EP0473210), 
adenovirus y retrovirus (69). Un ejemplo particular en el contexto de la presente invención es un vector bacteriano. 20 
En la presente memoria, las bacterias capaces de colonizar rumiantes se transforman para permitir que expresen la 
ASP de tal manera que lleve a una respuesta inmunógena contra el parásito. En particular, para obtener una 
respuesta inmunitaria local fuerte en la superficie de la mucosa del tubo digestivo donde residen normalmente estos 
parásitos. Las bacterias adecuadas para este fin son, por ejemplo, las bacterias de Salmonella y Lactobacillus. 

Un requerimiento esencial para la expresión de la secuencia de ácidos nucleicos es un promotor adecuado unido 25 
funcionalmente a la secuencia de ácidos nucleicos, de manera que la secuencia de ácidos nucleicos esté bajo el 
control del promotor. Es obvio para los expertos en la materia que la elección de un promotor se extiende a cualquier 
promotor eucariota, procariota o vírico capaz de dirigir la transcripción génica en las células usadas como células 
huésped para la expresión de las proteínas. Por consiguiente, una realización particular se refiere a una molécula de 
ADN recombinante que comprende un fragmento de ADN y/o una secuencia de ácidos nucleicos según la invención 30 
en donde la secuencia de ácidos nucleicos según la invención se pone bajo el control de un promotor unido 
funcionalmente. Esto se puede obtener mediante, por ejemplo, técnicas de biología molecular estándar, por ejemplo, 
Sambrook & Russell :  Molecular cloning :  a laborator y manual (2001), Cold Spring Harbor Laboratory Press. Los 
promotores unidos funcionalmente son promotores capaces de controlar la transcripción de las secuencias de ácidos 
nucleicos a las que están unidos. Dicho promotor puede ser el promotor nativo del gen ASP u otro promotor de 35 
Cooperia oncophora, siempre que ese promotor sea funcional en las células usadas para expresión. También puede 
ser un promotor heterólogo. Cuando las células huésped son bacterias, las secuencias de control de expresión 
útiles, que pueden usarse, incluyen el promotor y el operador Trp (63); el promotor y operador lac (64); el promotor 
de proteína de membrana exterior (65); los promotores y operadores de bacteriófago lambda (66); el promotor y 
operador de [alfa]-amilasa (B. subtilis), secuencias de terminación y otro aumento de expresión y las secuencias de 40 
control compatibles con la célula huésped seleccionada. Cuando las células huésped son levaduras, las secuencias 
de control de expresión útiles, que pueden usarse, incluyen promotor de AOX. Cuando las células huésped son 
plantas, las secuencias de control de expresión útiles, que pueden usarse, incluyen promotor de faseolina (67). 

Por lo tanto, la presente invención se refiere a un vector o una célula huésped que comprende una secuencia de 
ácidos nucleicos que codifica una proteína según la invención, y una molécula de ADN recombinante que 45 
comprende dicha secuencia de ácidos nucleicos bajo el control de un promotor unido funcionalmente. Esta forma 
también se refiere a una célula huésped que contiene un vector que comprende una molécula de ácido nucleico que 
codifica una proteína de C. oncophora o un fragmento inmunógeno de la misma según la invención.  

La invención se refiere, por otra parte, a un procedimiento para transformar un huésped para proporcionar un 
huésped transformado, procedimiento que comprende proporcionar un huésped, hacer al huésped competente para 50 
la transformación, e introducir en el huésped una molécula de ADN recombinante como se describe en la presente 
memoria. La invención también abarca la expresión producto de dicho huésped transformado. Preferiblemente, el 
producto de expresión está en forma purificada.  

En otro aspecto, la presente invención proporciona un método para proteger un huésped de la infección por un 
nematodo parásito, método que comprende la administración al huésped de al menos una proteína, un ácido 55 
nucleico o un vector, como se describe en la presente memoria.  

Una realización particular proporciona una composición o una vacuna para elevar la respuesta inmunitaria en un 
sujeto. Las vacunas pueden usarse terapéutica o profilácticamente, es decir, para evitar la infección parasitaria, en 
particular la infección con especies del género Cooperia, más en particular Cooperia oncophora. En casos 
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específicos la vacuna proporcionada por esta invención puede usarse en un método para prevenir o reducir la 
infección o la colonización de un huésped por un parásito nematodo.  

En particular, los ácidos nucleicos, las proteínas o los vectores como se describe en la presente memoria se usan 
para fabricar una composición o una vacuna, que incluye típicamente un portador, diluyentes y/o excipientes, 
farmacéuticamente aceptables, y opcionalmente un adyuvante. De acuerdo con esto, es un objeto de la presente 5 
invención proporcionar una composición farmacéutica o una vacuna contra C. oncophora que comprenda 

• una cantidad terapéuticamente eficaz de una secuencia de ácidos nucleicos, una proteína, un vector o una 
célula huésped según la invención,  

• un portador o diluyente farmacéuticamente aceptables y 

• opcionalmente un adyuvante, 10 

que consista esencialmente en lo anterior o que conste de lo anterior.  

Los portadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables, particulares, empleados son portadores o diluyentes 
«aceptables desde el punto de vista veterinario» y son convencionales en la técnica. Estos incluyen todos y cada 
uno de disolventes, medios de dispersión, recubrimientos, agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes, agentes 
antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos, agentes retardantes de la adsorción y similares. Los diluyentes 15 
pueden incluir agua, solución salina, dextrosa, etanol, glicerol y similares. Los agentes isotónicos pueden incluir 
cloruro sódico, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa. Los estabilizantes incluyen, por ejemplo, albúmina.  

Se sabe que los adyuvantes actúan de diferentes formas para aumentar la respuesta inmunitaria. En general, los 
adyuvantes inmunomoduladores producen una regulación por incremento general de ciertas citocinas y una 
regulación por disminución concomitante de otras llevando a una respuesta de Th1 celular y/o de Th2 humoral.  20 

Como se usa en la presente invención, «adyuvantes» incluye Quil A, ISCOM, ISCOMATRIX, el sistema adyuvante 
RIBI (Ribi Inc.), alumbre, gel de hidróxido de aluminio, colesterol, emulsiones de aceite en agua, emulsiones de agua 
en aceite tales como, por ejemplo, adyuvantes completos e incompletos de Freund, copolímero de bloque (CytRx, 
Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville CA), adyuvante AMPHIGENO, saponina, saponina en asociación con un 
esterol (véase, por ejemplo, la Patente Estadounidense US20050220814), QS-21 (Cambridge Biotech Inc., 25 
Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica Pharmaceuticals, Inc., Birmingham, AL) u otras fracciones de saponina, 
polímeros tales como dietilaminoetil(DEAE)-dextrano, polietilenglicol y poli(ácido acrílico) (por ejemplo, 
CARBOPOL®), hidroacetato de N-(2-deoxi-2-L-leucilamino-b-D-glucopiranosil)-N-octadecildodecanoilamida (también 
conocida por el nombre comercial Bay R1005®), monofosforil lípido A, adyuvante de avridina lípido-amina, 
enterotoxina termolábil de E. coli (recombinante o de otro modo), toxina del cólera, muramil dipéptido o 30 
inmunomoduladores tales como citocinas y agonistas TLR, oligonucleótidos que contienen citosina-fosfato-
guanosina (CpG) y combinaciones de estos adyuvantes, pero sin limitarse a estos. Un adyuvante preferido es una 
saponina o el adyuvante puede incluir una saponina, tal como Quil A. En algunas realizaciones, el adyuvante es un 
adyuvante compuesto que puede comprender una saponina, y opcionalmente un esterol, al menos uno de un 
polímero poliacrílico, una amina cuaternaria (por ejemplo, DDA o avridina), un estimulante de Th2 tal como N-(2-35 
deoxi-2-L-leucilamino-b-D-glucopiranosil)-N-octadecildodecanoilamida y/o un oligonucleótido inmunoestimulador.  

Los compuestos adyuvantes descritos anteriormente pueden presentarse en forma de una emulsión de aceite en 
agua, en donde se dispersan gotitas de aceite en una fase acuosa continua. En otros aspectos, el adyuvante puede 
ser a base de aceite, es decir, puede contener una fase oleosa continua y gotitas de fase acuosa entremezcladas en 
la misma. 40 

Los adyuvantes de emulsión pueden ser preferiblemente microfluidizados para lograr un tamaño más pequeño 
(submicrómetro) y una mayor uniformidad entre las partículas de emulsión, dando como resultado, así, estabilidad 
de la emulsión y pueden incluso incrementar el efecto adyuvante de dicha emulsión microfluidizada.  

La Patente Estadounidense n.º 5,961,970 explica aún otra emulsión de aceite en agua submicrométrica para usar 
como adyuvante de vacuna. En dicha emulsión, el componente hidrófobo se selecciona del grupo que consiste en 45 
un aceite de triglicéridos de cadena media, un aceite vegetal y una mezcla de los mismos. El tensioactivo incluido en 
esta emulsión puede ser un tensioactivo biológicamente compatible natural tal como fosfolípido (por ejemplo, 
lecitina) o un tensioactivo no natural farmacéuticamente aceptable tal como TWEEN-80. 

La Patente Estadounidense n.º 5,084,269 explica que una formulación de adyuvante que contenga lecitina en 
asociación con aceite de parafina produce una disminución de la irritación en el animal huésped y simultáneamente 50 
induce una inmunidad sistémica incrementada. La formulación de adyuvante que resulta de la Patente 
Estadounidense n.º 5,084,269 se usa comercialmente en vacunas veterinarias con el nombre comercial 
AMPHIGEN®. La formulación de AMPHIGEN® está constituida por micelas-gotitas de aceite rodeadas por lecitina.  

E13782991
22-03-2019ES 2 717 441 T3

 



7 

 

Así, en diferentes realizaciones, la invención inmediata proporciona una composición que comprende un 
componente de antígeno y un componente de adyuvante. El componente de antígeno puede comprender una 
subfracción de ES de PMA, una secuencia de aminoácidos al menos un 90 % (por ejemplo, al menos un 93 % o al 
menos un 94 % o al menos un 95 % o al menos un 96 % o al menos un 97 % o al menos un 98 % o al menos un 99 
% o un 100 %) idéntica a la SEQ ID NO :  1 o la SEQ ID NO :  16, o una secuencia de ácidos nucleicos al menos un 5 
90 % (por ejemplo, al menos un 93 % o al menos un 94 % o al menos un 95 % o al menos un 96 % o al menos un 
97 % o al menos un 98 % o al menos un 99 % o un 100 %) idéntica a la SEQ ID NO :  2 o la SEQ ID NO : 19 o 
cualquier combinación de las mismas. El componente de adyuvante puede contener una saponina (tal como, por 
ejemplo, Quil A), y opcionalmente un esterol (tal como, por ejemplo, lanosterol, ergosterol o colesterol), al menos 
uno de :  una amina cuaternaria (tal como, por ejemplo, DDA o avridina), un polímero de poliacrílico, el glucolípido 10 
(por ejemplo, BayR1005®, y/o un oligonucleótido inmunoestimulador. Adicional o alternativamente, el componente 
adyuvante puede contener una emulsión de aceite en agua. En otras realizaciones más, la emulsión de agua en 
aceite puede contener un oligonucleótido inmunoestimulador y DEAE dextrano. Las cantidades y las 
concentraciones de adyuvantes y aditivos útiles en el contexto de la presente invención pueden ser determinados 
fácilmente por un trabajador cualificado.  15 

Preferiblemente, la composición como se describe en la presente memoria es una composición inmunógena. Por 
«inmunógeno» se quiere decir la capacidad para provocar una respuesta inmunitaria en un sujeto contra el 
patógeno. La presente invención proporciona, de acuerdo con esto, composiciones para uso en la obtención de una 
respuesta inmunitaria que pueda utilizarse como vacuna contra C. oncophora. La respuesta inmunitaria puede ser 
una respuesta inmunitaria celular mediada principalmente por células NK, células T citotóxicas o una respuesta 20 
inmunitaria humoral mediada principalmente por células T colaboradoras, que a su vez active las células B 
conduciendo a la producción de anticuerpos. Más específicamente, por «obtención o inducción de una respuesta 
inmunitaria» se quiere decir que un antígeno estimula la síntesis de anticuerpos IgG1 específicos y/o proliferación 
celular cuando se mide, por ejemplo, por incorporación de timidina 3H de células NK, células T y células B. La 
administración de la vacuna de la invención obtiene una respuesta inmunitaria que da como resultado una reducción 25 
en el recuento de huevos fecales acumulativo medio de al menos aproximadamente un 60 % en un animal en 
relación con un animal de control no vacunado (por ejemplo, adyuvante solo). Preferiblemente, el nivel de la 
disminución es aproximadamente un 70 %, más preferiblemente aproximadamente un 80 % y lo más 
preferiblemente aproximadamente un 90 % o mayor. Por lo tanto, la respuesta inmunitaria confiere algún efecto 
protector beneficioso al sujeto frente a la exposición subsiguiente al agente infeccioso. Más preferiblemente, la 30 
respuesta inmunitaria previene el comienzo de al menos un síntoma de una enfermedad asociada al agente 
infeccioso, o lo alivia, o reduce la gravedad de al menos un síntoma de enfermedad asociada al agente infeccioso 
con la exposición subsiguiente. Los síntomas asociados a infecciones por C. oncophora incluyen típicamente diarrea 
y síndrome diarreico crónico, pero no se limita estos.  

Por «sujeto» o «huésped» se quiere decir cualquier animal que sea susceptible a C. oncophora, tal como el ganado 35 
vacuno. El término «ganado vacuno» se refiere a animales bovinos incluyendo bueyes, toros, vacas y terneros, pero 
sin limitarse a estos.  

En la práctica de los presentes métodos, se administra una vacuna o composición de la presente invención 
preferiblemente por las vías intramuscular o subcutánea, aunque pueden usarse también otras vías de 
administración, tales como, por ejemplo, por administración oral, intranasal (por ejemplo, aerosol u otra 40 
administración sin aguja), intralinfática, intradérmica, intraperitoneal, rectal o vaginal o por una combinación de vías. 
La formulación de la composición o la vacuna puede prepararse de varias formas dependiendo de la vía de 
administración. Por ejemplo, las composiciones pueden prepararse en forma de soluciones o dispersiones acuosas 
estériles adecuadas para uso inyectable o prepararse en forma liofilizada usando técnicas de liofilización. Las 
composiciones inmunógenas liofilizadas se mantienen típicamente a aproximadamente 4 °C y pueden reconstituirse 45 
en una solución estabilizadora, por ejemplo, solución salina o/y HEPES, con o sin adyuvante.  

Puedan requerirse regímenes estimulantes y puede ajustarse la pauta posológica para proporcionar una 
inmunización óptima. Los protocolos de inmunización pueden optimizarse usando procedimientos conocidos en la 
técnica. Se puede administrar una sola dosis a los animales o, alternativamente, pueden efectuarse dos, tres o más 
inoculaciones con intervalos de dos a diez semanas. Dependiendo de la edad del animal, puede volver a 50 
administrarse la composición inmunógena o la vacuna. Por ejemplo, la presente invención contempla la vacunación 
de terneros sanos (de 3 a 12 meses) 6 y/o 3 semanas antes de su primera estación de pastoreo y revacunación al 
comienzo de la primera estación de pastoreo.  

El término «cantidad terapéuticamente eficaz» se refiere a una cantidad suficiente para obtener una respuesta 
inmunitaria en el animal al que se administra. La respuesta inmunitaria puede comprender, sin limitación, la 55 
inducción de inmunidad celular y/o humoral. La cantidad de una vacuna que sea terapéuticamente eficaz puede 
variar dependiendo del estado del ganado vacuno y/o el grado de infección y puede ser determinada por un 
veterinario. La extensión y la naturaleza de las respuestas inmunitarias inducidas en el ganado vacuno pueden 
valorarse usando diversas técnicas. Por ejemplo, puede recogerse suero de los animales inoculados y analizarse la 
presencia de anticuerpos específicos para C. oncophora. 60 
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Además de los aspectos ya descritos de la invención e incluyendo las descripciones dadas de todas las 
modificaciones y los medios de producción y administración, puede proporcionarse una composición o vacuna de 
proteínas ASP o polinucleótidos en C. oncophora como se describe en la presente memoria como polipéptidos o 
polinucleótidos solos o usarse en combinación.  

Como tal, en algunas realizaciones, el método, el uso, la composición o la vacuna de la presente invención pueden 5 
basarse en dos o más proteínas ASP como se describe en la presente memoria, o fragmentos de las mismas. En 
una realización específica, se usan al menos dos, tres o más proteínas ASP, o ácidos nucleicos que codifican dichas 
proteínas, o fragmentos de las mismas, en una sola composición o vacuna. Como tal, en algunas realizaciones, la 
presente invención se refiere a una composición o vacuna basada en al menos dos proteínas ASP que tienen al 
menos un 85 % de identidad con la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO :  1 o SEQ ID NO :  16, 10 
a una composición o vacuna que comprende al menos esas dos proteínas, que consiste esencialmente en al menos 
esas dos proteínas o que consta de al menos esas dos proteínas; o al menos dos ácidos nucleicos ASP que tienen 
al menos un 85 % de identidad con la secuencia de nucleótidos representada por SEQ ID NO :  2 o SEQ ID NO :  
19; o sus fragmentos. En una realización específica, la composición o la vacuna comprende dos o tres de las 
proteínas seleccionadas del grupo que consiste en la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO :  1, 15 
3, 5, 16, 17 y 18 y; o dos o tres de los ácidos nucleicos que codifican estas proteínas, o como se representa por SEQ 
ID NO :  2, 4, 6, 19, 20 y 21, respectivamente. Ejemplos de combinaciones de proteínas específicas son :  SEQ ID 
NO :  1 y 3; SEQ ID NO :  1 y 5; SEQ ID NO :  3 y 5; y SEQ ID NO :  1, SEQ ID NO :  3 y SEQ ID NO :  5; o los 
ácidos nucleicos que codifican estas proteínas y como se proporcionan en la presente memoria.  

Ejemplos 20 

1. Procedimientos experimentales 

1.1 Preparación de productos excretores y secretores de Cooperia oncophora adulta 

Se infectaron terneros con 100 000 larvas infecciosas de una cepa de Cooperia oncophora propia. Se recogió 
Cooperia oncophora de fase adulta del intestino delgado 21 días p. i. Con posterioridad se pusieron los gusanos en 
un aparato Baermann modificado que se llenó con agua fisiológica a 37 °C. Se recogieron entonces los gusanos que 25 
migraron al fondo del embudo y se lavó un mínimo de cinco veces con agua fisiológica a 37 °C. En la siguiente 
etapa, se transfirieron los helmintos y se cultivaron durante tres días consecutivos en medio RPMI (Gibco®, 
Invitrogen; Carlsbad, CA, EE. UU.) a 37 °C. Se refrescó el medio sobre una base diaria y se almacenó a -80 °C. 
Después de este periodo de cultivo de tres días, todos los medios almacenados a -80 °C, que contenían la fracción 
de proteínas ES, se hicieron pasar por un filtro de 0,22 µm y se concentraron simultáneamente y se dializaron a PBS 30 
a 4 °C usando una unidad de ultrafiltración Amicon y discos de ultrafiltración Ultracel Regenerated Cellulose (ambos 
Millipore; Billerica, MA, EE. UU.). La concentración de proteínas de la muestra ES obtenida se determinó usando el 
estuche de ensayo de proteínas BCA™ (Pierce, Rockford, IL, EE. UU.) según las instrucciones del fabricante. 

1.2. Cromatografía de exclusión por tamaño 

El fraccionamiento por cromatografía de exclusión por tamaño (SEC, en inglés) de material ES total de Cooperia 35 
oncophora se llevó a cabo usando una columna Superdex 200 16/70 autoempaquetada (GE Healthcare Bio-
Sciences AB; Uppsala, Suecia). Se inyectaron volúmenes máximos de 0,5 ml de una solución de proteína ES 
concentrada (que correspondía a 300 µg de proteína ES) y se eluyeron en PBS a un caudal de 1 ml/min. Se siguió la 
elución de la proteína por mediciones de absorbancia a 280 nm, 254 nm y 214 nm, y cuando se recogieron 
fracciones de 1,0 ml adecuadas (ÄKTA Explorer, GE Healthcare Bio-Sciences AB; Uppsala, Suecia). Las etapas de 40 
lavado y de equilibrio de la columna de PBS de al menos dos volúmenes de columna se llevaron a cabo previamente 
a cada experimento y después de cada uno de los experimentos, respectivamente. Para obtener una cantidad 
adecuada de proteínas, se realizaron múltiples series de este procedimiento.  

1.3. Electroforesis uni- y bidimensional y digestión tríptica de proteínas ES 

Se llevó a cabo electroforesis unidimensional desnaturalizante (SDS-PAGE) según Laemmli (34), incluyendo y 45 
omitiendo β-mercaptoetanol en SDS-PAGE reductora y no reductora, respectivamente. Se realizó electroforesis en 
gel unidimensional nativa con las muestras disueltas en Tris 60 mM pH 6,8, azul de bromofenol al 0,1% y tampón de 
muestra de glicerol al 20 % operando la electroforesis en las condiciones siguientes :  los geles de separación y 
apilamiento consistieron en Tris-HCI pH 8,5 y Tris-H3PO4 pH 9,6, respectivamente, con cantidades apropiadas 
añadidas de acrilamida-bisacrilamida, mientras el tampón que operaba era un tampón de Tris-glicina a pH 8,9 y la 50 
tensión se fijó en 90 V.  

Se llevó a cabo electroforesis en gel bidimensional como sigue. Se precipitó proteína añadiendo cinco volúmenes de 
acetona enfriada en hielo a un volumen de proteína ES. Esto se trató brevemente con un agitador vorticial y se 
incubó a -20 °C durante una hora, después de lo cual se recuperó el botón de proteína por centrifugación a 523 rad/s 
(5000 rpm) durante cinco minutos. Se desechó el sobrenadante y se dejó que el botón se secara al aire, después de 55 
lo cual se volvió a solubilizar en urea 8 M, tiourea 2 M, CHAPS al 2 % p/v, DTT 20 mM, anfolitos de portador al 0,2 % 
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v/v (pH 3-10; GE Healthcare Bio-Sciences AB; Uppsala, Suecia). Esto se dejó a temperatura ambiente durante una 
hora, seguido por centrifugación a 838 rad/s (8000 rpm) durante cinco minutos para retirar la proteína insoluble aún 
presente. El sobrenadante restante, que correspondía a aproximadamente 150 µg de proteína ES, se aplicó a tiras 
de 7 cm, pH 3-10, de DryStrip IEF Immobiline™ (GE Healthcare Bio-Sciences AB; Uppsala, Suecia). Esto se dejó, 
cubierto con aceite de parafina, durante la noche a temperatura ambiente para rehidratación de la tira y absorción de 5 
la muestra de proteína. Se llevó a cabo isoelectroenfoque a temperatura ambiente usando un instrumento de 
isoelectroenfoque Ettan IPGphor3 (GE Healthcare Bio-Sciences AB; Uppsala, Suecia) con un periodo de enfoque 
inicial de tres horas a 300 V, seguido por un gradiente lineal de cinco horas de 300 a 3500 V y un largo intervalo de 
tiempo final de 18 horas a 3500 V, que da una carga de tensión total de aproximadamente 73 kVh. Se redujeron las 
proteínas resueltas en las tiras unidimensionales y se alquilaron previamente a la electroforesis bidimensional 10 
incubando las tiras durante 15 minutos a temperatura ambiente en una solución de Tris-HCI 50 mM, pH 8,8, urea 6 
M, glicerol al 30 % v/v, SDS al 2 % p/v, DTT al 2 % p/v seguido por otros 15 minutos en una solución idéntica que 
contenía yodoacetamida al 2,5 % p/v en vez de DTT. La electroforesis bidimensional (SDS-PAGE), con la tira de IEF 
embebida en el gel de apilamiento, se llevó a cabo como se describe para «electroforesis en gel unidimensional».  

Se usó SimplyBlue™ SafeStain (Invitrogen; Carlsbad, CA, EE. UU.) para visualizar las proteínas según las 15 
instrucciones del fabricante. El tamaño de poro de los geles, proporcionado como porcentaje de la concentración de 
monómero de acrilamida-bisacrilamida total, es de 13,5 %.  

Previamente a la digestión tríptica, las bandas de proteína y/o los lugares de interés se escindieron del gel, se 
lavaron dos veces durante 20 minutos a 30 °C usando una mezcla de acetonitrilo al 50 % (ACN) - bicarbonato de 
amonio 200 mM y después se secaron al aire. La tripsina de grado secuenciación (Promega; Madison, WI, EE. UU.) 20 
se añadió a una cantidad final de 0,1 µg y se mantuvo después en hielo la mezcla de tripsina-rodajas de gel durante 
45 minutos, después de lo cual se añadió bicarbonato de amonio 50 mM hasta que la rodajas de gel se sumergieron 
completamente. Se realizó digestión por incubación durante la noche a 37 °C. Se extrajeron los péptidos por adición 
de ACN al 60 % - ácido fórmico al 0,1 % dos veces a los lugares del gel. Se evaporó el tampón de extracción en un 
aparato Speedvac redisolviéndose los péptidos restantes en 8 µl de ácido fórmico al 0,1%.  25 

1.4. Análisis por espectrometría de masas  

Se detectaron péptidos trípticos en una placa objetivo de ionización/desorción mediante láser asistida por matriz 
(MALDI) de acero inoxidable y se cubrieron con una matriz de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (7 mg/ml en ACN al 
50 %, ácido trifluoroacético al 0,1 %, citrato de amonio 1 mM) en una relación 1 : 1. Previamente a cada conjunto de 
análisis, se llevó a cabo calibración de los instrumentos usando Cal Mix (Applied Biosystems; Foster City, CA, 30 
EE. UU.) según las instrucciones del fabricante. Se obtuvo identificación de proteínas por medición de PMF (huella 
peptídica, por sus siglas en inglés) en un sistema de MALDI con espectrometría de masas con analizador de tiempo 
de vuelo en tándem (MALDI-TOF/TOF MS) (analizador proteómico modelo 4800; Applied Biosystems; Foster City, 
CA, EE. UU.) en modo MS de iones positivos. Se realizaron MS/MS para verificar las secuencias de ciertos péptidos.  

1.5. Identificación de proteínas 35 

Para el análisis de huella peptídica en masa, se inspeccionaron los espectros obtenidos frente a la base (33) de 
datos del transcriptoma basado en EST de Cooperia oncophora que consistía en 31 774 secuencias de 
aminoácidos, suplementadas con deposiciones de NCBI existentes para C. oncophora, usando la plataforma 
informática GPS Explorer™ V2 (Applied Biosystems; Foster City, CA, EE. UU.) que hace uso del buscador Mascot 
(Matrix Science Inc.; Boston, MA, EE. UU.). Se inspeccionaron los espectros usando una masa de péptidos de 200 40 
ppm y una tolerancia de 0,8 Da MS/MS, con carbamidometilación (Cys) y oxidación con metionina como parámetros 
de modificación variables y con una tolerancia máxima de dos acontecimientos de división perdidos durante la 
digestión con tripsina de la proteína.  

1.6. Análisis de las secuencias  

Después de su identificación por MS, se sometieron las secuencias de aminoácidos con una longitud parcial a 45 
algoritmos de búsqueda NemaBLAST (33), que dio varias secuencias de aminoácidos adyacentes y/o solapadas. 
Con posterioridad se alinearon usando el software MegAlign (DNASTAR, Inc.; Madison, WI, EE. UU.), empleando el 
algoritmo de alineamiento ClustalW, conduciendo en la mayoría de los casos a un incremento significativo en el 
cubrimiento de secuencias y mayormente proporcionando secuencias de aminoácidos de longitud completa de las 
proteínas identificadas. Después se sometieron estas secuencias a análisis BLASTP (35) empleando una base de 50 
datos de secuencias de proteínas no redundantes para asignar una identificación basándose en la identidad de las 
secuencias.  

Se determinó la secuencia de longitud completa de ASP de doble dominio como sigue:  se diseñaron dos cebadores 
degenerados (directo, ATGYAACAGKAYTGGGTGAGG (SEQ ID NO:  7) e inverso, 
ATACACATGGAYAAYTGTGTGCT (SEQ ID NO :  8), Y y K representando T/C y G/T, respectivamente) basándose 55 
en las regiones conservadas en la secuencia ASP de doble dominio putativa. Se llevó a cabo reacción en cadena de 
la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) usando la enzima GoTaq® (Promega; Madison, WI, EE. UU.) 
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mezclando 1 µl de ADNc de Cooperia oncophora de fase adulta con 1 µM de los cebadores tanto directo como 
inverso y una unidad de GoTaq® en tampón de reacción conteniendo 0,2 mM de cada uno de dNTP y MgCl2 1,2 
mM. Se llevaron a cabo experimentos de PCR en un instrumento Mastercycler® Ep (Eppendorf; Hauppauge, NY, 
EE. UU.) donde dos minutos a una temperatura de desnaturalización del 95 °C fueron seguidos por 35 minutos de 
desnaturalización (30 segundos a 95 °C), hibridación (30 segundos a 58 °C) y elongación (síntesis de ADN durante 5 
90 segundos a 72 °C). Después, se incluyó una etapa de elongación final a 72 ºC durante cinco minutos, después de 
lo cual se mantuvieron las mezclas de PCR a 10 ºC. Los productos de la PCR obtenidos se ligaron, con 
posterioridad, en pGEM®-T Easy (Promega; Madison, WI, EE. UU.) según las instrucciones del fabricante, después 
de lo cual se transformaron células competentes de DH5α (Invitrogen; Carlsbad, CA, EE. UU.) con estas 
construcciones de vector como describía el fabricante y se pusieron en placas en medio que contenía X-gal (5-10 
bromo-4-cloro-indolil-β-D-galactopiranósido). Se recolectaron cincuenta y tres colonias blancas y se analizaron 
mezclando 15 µl de suspensión de clones (en agua) con cantidades idénticas de los reactivos ya mencionados. 
También se duplicaron las condiciones de la PCR de las mencionadas, ya sea que solo se llevaron a cabo 32 ciclos 
de desnaturalización, hibridación y elongación. Los fragmentos de la PCR obtenidos se secuenciaron (en la Unidad 
de Servicio de Genética, Hospital Universitario de Ghent), seguido por emparejamiento de los datos obtenidos para 15 
los espectros de MS y MS/MS registrados previamente. 

1.7. Caracterización de proteínas in silico  

Después de la valoración de las secuencias de aminoácidos de longitud completa de las proteínas identificadas, se 
determinaron los valores del peso molecular y el punto isoeléctrico usando las correspondientes herramientas de 
cálculo ExPASy (SIB Bioinformatics Resource Portal), al tiempo que se predijeron las secuencias señal N-terminales 20 
usando SignalP 3.0 (Centro de Análisis de Secuencias Biológicas en la Universidad Técnica de Dinamarca) (36) o, 
en su ausencia, se valoraron las proteínas secretoras no clásicas usando SecretomeP 2.0 (37). Teniendo en cuenta 
las predicciones de SignalP 3.0, se consideraron identificaciones positivas cuando tanto la red neural como los 
algoritmos del modelo de Markov ocultos ofrecían estimaciones corroborativas. Se predijo que las proteínas 
secretadas no clásicas daban una puntuación de red neural que excedía del umbral normal de 0,5; pero no 25 
contenían un péptido señal.  

1.8. Liberación, purificación y derivatización de restos de N- y O-glucano 

El material ES total así como las fracciones ES obtenidas por cromatografía de exclusión por tamaño separadas, es 
decir, las fracciones de PMA, PMM y PMB (pesos moleculares alto, medio y bajo, respectivamente), se sometieron a 
tratamiento en serie con PNGase F y PNGase A para obtener N-glucanos liberados. Con ese fin, se redisolvieron 30 
proteínas liofilizadas en PBS con SDS al 1,3 % y β-mercaptoetanol al 0,1 % y se incubaron a 95 °C durante 10 
minutos, seguido por adición de NP-40 al 1,3 %. Se incubaron después las muestras con Sepharose acoplada a 
tripsina durante 16 horas a 37 °C con agitación. Se hicieron girar abajo las perlas, se transfirió el sobrenadante a un 
tubo fresco y se añadió PNGase F, seguido por incubación durante 24 horas a 37 °C con agitación. Después se 
aplicó la mezcla a un cartucho C18 RP (500 mg; JT Baker, Philipsburg, NJ, EE. UU.), y las fracciones del flujo y el 35 
lavado (2 ml, acetonitrilo al 10 % (ACN) y 4 ml de agua, respectivamente) se aplicaron con posterioridad a cartuchos 
de carbono (150 mg Carbograph; Grace, Deerfield, IL, EE. UU.). Después de lavar con 6 ml de agua, se eluyeron los 
glucanos con 3 ml de ACN al 25 % y 3 ml de ACN al 50 % que contenían TFA al 0,1 %. Los (gluco)-péptidos que 
quedaban en el cartucho C18 RP se eluyeron por aplicación de 5 ml de ACN al 30 % / TFA al 0,1 % y 5 ml de ACN al 
60 % / TFA al 0,1 %, y estos eluatos combinados se secaron a vacío con posterioridad. Se disolvieron los (gluco)-40 
péptidos en acetato sódico (NaAc) pH 4,5 y, después de adición de PNGase A (Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, Alemania), incubación durante 24 horas a 37 °C. Se aplicó la mezcla a un cartucho C18 RP y un cartucho 
de carbono como se explicó en líneas generales anteriormente. Cada uno de los N-glucanos liberados con PNGase 
F- y PNGase A purificados en los eluatos del cartucho de carbono se sometió a etiquetado con ácido 2-
aminobenzoico (2-AA) como se describió previamente (38). Para la limpieza, se cargaron restos de glucano 45 
etiquetados en Biogel P-10 (BioRad, Veenendaal, Países Bajos) en ACN al 75 % y después de lavado con ACN al 
80 % se eluyeron con agua. En paralelo, para obtener O-glucano alditoles, se trataron muestras ES con NaOH 0,1 M 
/ NaBH4 1 M a 40 °C durante 24 horas. Después se neutralizaron las muestras en hielo usando ácido acético 4 M y 
se retiró ácido bórico por evaporación repetida y adición de ácido acético al 1 % en MeOH. Se purificaron los O-
glucanos liberados usando cartuchos de C18 y de carbono como se describió anteriormente. Para permetilación, se 50 
disolvieron O-glucanos secados en DMSO, después de lo cual se añadió NaOH (punta de espátula con polvo) y se 
dejó la muestra a temperatura ambiente durante 10 minutos con agitación regular. Después, se añadieron 100 µl de 
yodometano, seguido por 10 minutos de agitación regular y la adición, con posterioridad, de 400 µl de diclorometano 
y 500 µl de agua. La agitación por inversión, la eliminación de la capa acuosa y la adición de capa fresca se 
repitieron cinco veces antes de que se secara la capa orgánica restante en un flujo de nitrógeno.  55 

1.9. Análisis de glucano de excretoma/secretoma por espectrometría de masas  

Empleando las secuencias de aminoácidos ensambladas de las proteínas identificadas, se realizaron análisis de 
glucano unido a N in silico usando NetNGlyc 1.0 Server (Universidad Técnica de Dinamarca). Se llevaron a cabo 
análisis de glucanos experimentales como sigue:  se analizaron mezclas de N-glucano 2-AA-etiquetado y O-glucano 
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permetilado con un espectrómetro de masas Ultraflex II MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) operando 
en modo reflectron de iones negativos (N-glucanos) o iones positivos (O-glucano) usando DHB (Bruker Daltonics) 
como matriz. Se incubó una muestra de N-glucanos de PMM con Jack bean α  

manosidasa (Sigma) en NaAc pH 4,5 durante 16 horas a 37 °C y se analizó por MALDI-TOF MS después de 
aplicación a Zip-Tip C18 y elución directa en placa objetivo con una solución de 20 mg/ml de DHB en ACN al 30 %. 5 
Para análisis de glucopéptidos, una muestra de la mezcla de glucopéptido/péptido tríptico extraída de la rodaja de 
gel se aplicó a una columna de fase inversa (PepMap, 3 µm, 75 µm·100 mm; Dionex /LC Packings, Amsterdam, 
Países Bajos) usando un sistema Ultimate 3000 nano-LC (Dionex /LC Packings). Se equilibró la columna a 
temperatura ambiente con eluyente A (ácido fórmico al 0,1 % en agua) a un caudal de 200 nl/min. Después de 
inyección de la muestra, las condiciones de elución se cambiaron a 10 % de disolvente B (95 % de acetonitrilo, 0,1 10 
% de ácido fórmico) seguido por un gradiente a 60 % de B en 45 min y una elución isocrática posterior con una 
duración de 10 minutos. La columna LC se acopló a un Esquire HCT-Ultra ESI-Trampa de iones-MS (Bruker-
Daltonics, Bremen, Alemania) equipada con una fuente de nanopulverización online que operaba en el modo iones 
positivos. Para electropulverización (1100-1250 V), se usaron emisores LC/MS de acero inoxidable electropulidos 
(D. E. 150 µm, D. I. 30 µm) de Proxeon A/S (Odense, Dinamarca). Se evaporó el disolvente a 175 °C empleando 15 
una corriente de nitrógeno de 7 l/min. Se registraron iones desde m/z 500 a m/z 1800 en el modo MS. Cuando se 
operó en el modo auto MS/MS, registrándose iones desde m/z 140 a 2200, cada barrido de MS fue seguido por la 
adquisición de espectros MS/MS de hasta tres de los iones más abundantes en el espectro MS. 

1.10. Prueba de vacunación  

Se aleatorizaron catorce terneros MontBéliard macho de 7 meses al comienzo del experimento, en dos grupos de 20 
siete animales. El alojamiento de los animales, la alimentación, las inmunizaciones con la fracción de PMA, las 
infecciones por exposición, los recuentos de huevos fecales y las valoraciones de la longitud de los gusanos se 
llevaron a cabo como se describió previamente (39), excepto que en este estudio se inmunizaron los animales con 
30 µg de proteína y 750 µg de adyuvante en cada inmunización. Se extrajo sangre de los animales antes del 
comienzo de la prueba y una semana después de las inmunizaciones segunda y tercera. Se realizaron en modo 25 
ciego todas las técnicas parasitológicas, esto es, sin conocimiento del grupo de tratamiento al que pertenecía el 
animal.  

1.11. Respuestas de anticuerpos  

Se empleó un enzimoinmunoanálisis de adsorción (ELISA) para determinar los niveles en suero de inmunoglobulina 
IgG1 e IgG2 contra C. oncophora. Las fracciones en ES adultas de PMA se recubrieron por separado (1 µg/ml) en 30 
una placa de 96 pozos para ELISA, durante la noche, en tampón de carbonato (0,025 M, pH 9,6), después se 
bloquearon durante la noche en una solución salina tamponada con fosfato (PBS) con Tween 80 al 0,2 % y se 
añadió albúmina de suero bovino al 2 % (BSA), seguido por incubación con suero del grupo de control (solo 
adyuvante) o el correspondiente grupo inmunizado (antígeno con adyuvante) (series de dilución en serie de 1/200 en 
PBS con Tween 80 al 0,2 % y BSA al 2 %). Las IgG1 y IgG2 antibobinas de oveja acopladas a peroxidasa de rábano 35 
(HRP; Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE. UU.) se usaron como conjugados (todos diluidos 1 : 200 en PBS con 
Tween 80 al 0,2 % y BSA al 2 %), con ABTS como el sustrato. Se midió la densidad óptica a 405 nm sirviendo la 
señal a 492 nm como blanco. 

1.12. Análisis estadístico  

Los datos se presentan como medias aritméticas. La significancia de las diferencias entre los grupos vacunados y el 40 
grupo de control de adyuvante se valoró por pares usando un ensayo U de Mann-Whitney de una cola. Las 
diferencias entre grupos se consideraron estadísticamente significativas siempre que el correspondiente valor P 
fuera menor que 0,05.  

1.13. Expresión en Pichia pastoris 

La proteína que codifica la secuencia se multiplica por PCR a partir de ADNc de C. oncophora y se inserta, con 45 
posterioridad, como un fragmento XhoI-NotI en el vector de expresión de Pichia pPIC9 (Invitrogen Ltd, Paisley, R. 
U.). El plásmido de expresión resultante, pPIC9-OoASP1, se usó para transformar una cepa de Pichia 
pastoris GnM5 (68) por electroporación. Los clones individuales que crecieron en placas mínimas se aislaron y se 
ensayaron en cuanto a la secreción de proteínas recombinantes por SDS-PAGE seguido por tinción con azul 
brillante Coomassie e inmunoblot. La glucoforma de las proteínas secretadas se valora usando elaboración de 50 
perfiles de glucanos DSA-FACE (68). Los clones individuales se seleccionan, con posterioridad, en placas YPD que 
contienen nourseotricina y se ensaya la secreción de proteínas recombinantes y se usan para inocular un cultivo en 
matraz de agitación con medio BMGY. Después de 48 horas de crecimiento a 28 °C, se forma un botón de células 
por centrifugación durante 5 minutos a 1519 x g después de lo cual se vuelven a suspender las células en BMMY y 
después se cultivan adicionalmente a 28 °C. Cada 12 horas se añade metanol extra (0,5 %) al cultivo y después de 55 
48 horas de inducción se forma un botón de células finalmente. Se recoge el medio celular y se filtra por una 
membrana de 0,2 micrómetros. Con la adición de sulfato de amonio a saturación al 50 % a 4 °C, se precipitan los 
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recombinantes y se concentran en una fracción de botón por centrifugación a 18 000 x g durante 15 minutos. Se 
disolvió este botón en tampón de acetato de sodio 40 mM (pH 4,4) y se retiró el sulfato de amonio restante por 
filtración en gel usando una columna Sephadex G25 (GE Healthcare Bio-Sciences AB; Uppsala, Suecia). Después 
se aplicó esta fracción a una columna de SP-Sepharose (GE Healthcare Bio-Sciences AB; Uppsala, Suecia) 
equilibrada en tampón de acetato de sodio 40 mM (pH 4,4) y se eluyeron los recombinantes enlazados empleando 5 
un gradiente a cloruro sódico (NaCl) 1 M en el mismo tampón. Se mezclaron las fracciones que contenían proteína 
recombinante, se dializaron a Tris-HCI 25 mM (pH 7,5) y se cargaron en una columna aMonoQ (GE Healthcare Bio-
Sciences AB; Uppsala, Suecia). Los recombinantes se eluyeron de esta columna usando un gradiente a NaCl 1 M 
en el mismo tampón. Se mezclaron las fracciones que contenían ASP recombinantes y se intercambió el tampón a 
PBS por filtración en gel en una columna Sephadex G25 (GE Healthcare Bio-Sciences AB; Uppsala, Suecia). 10 

1.14. Prueba práctica  

La prueba consistió en dos grupos de 12 terneros Holstein-Friesian cada uno. Se dividieron de manera aleatoria 
veinticuatro terneros sin helmintos de 7 a 9 meses, divididos en doce pares. Cada par se asignó de manera aleatoria 
a un grupo de tratamiento (control o vacunado). Las inmunizaciones con la fracción de PMA y los recuentos de 
huevos fecales se llevaron a cabo como se describió en la prueba de vacunación. Se vacunó un grupo tres veces 15 
con un intervalo de tres semanas con la vacuna contra C. oncophora de PMA/Asp junto con QuilA mientras que al 
otro se le inyectó tres veces solo QuilA. Después de la última vacunación, se pusieron todo los animales en un pasto 
que estaba contaminado de manera natural con larvas infecciosas de Cooperia oncophora y que se dividió en 12 
parcelas idénticas. Se asignaron de manera aleatoria dos animales que pertenecían al mismo grupo (control o 
vacunado) a una parcela, así, seis parcelas para los animales de control y 6 parcelas para los animales vacunados. 20 
Se recogieron semanalmente muestras fecales de los animales para determinar la producción de huevos de 
C. oncophora. 

2. Resultados 

2.1. Excretoma/secretoma de Cooperia oncophora de fase adulta  

Para obtener una resolución en gel adecuada y por separación de las proteínas por otra parte, sin comprometer la 25 
sensibilidad, se buscó la detección más específica de proteínas poco abundantes, por otra parte, para aplicar dos 
técnicas complementarias. En el primer caso, la separación electroforética en gel bidimensional (2D-GE) de la 
fracción de proteínas ES en Cooperia oncophora de fase adulta reveló veinticinco lugares de proteínas visibles 
claramente, agrupados en tres agrupaciones denominadas PMA, PMM y PMB que representaban las mezclas de 
proteínas de peso molecular alto, medio y bajo, a las que pertenecían, respectivamente. Todos los lugares se 30 
escindieron y se sometieron a identificación dirigida por espectrometría de masas con ionización-desorción mediante 
láser asistida por matriz (MALDI-MS) dando como resultado una anotación exitosa de veintidos lugares (relación de 
éxito del 88 %). Como se resume en la tabla 1 (y en la tabla S1), más del 90 % de la fracción de PMA consistía en 
una proteína tipo proteína secretada asociada a activación de doble dominio (ASP) que muestra alguna 
heterogeneidad en términos de valores de punto isoeléctrico (pI). En cuanto al contenido en proteínas, las 35 
agrupaciones de proteínas de PMM y PMB parecían contener un rango más amplio de proteínas. Más en particular, 
se encontró que la fracción de PMM contenía tres proteínas distintas, es decir, inexina, tiorredoxina peroxidasa y una 
proteína secretada asociada a activación (ASP), aquí en una conformación de un solo dominio [40]. La mezcla de 
proteínas de PMB, por otra parte, a pesar de mostrar una multitud de lugares de proteínas, de hecho cubría dos 
proteínas con funciones aún desconocidas y tres antígenos/proteínas ES de bajo peso molecular previamente 40 
documentadas, conocidas como antígeno ES de 14 kDa, antígeno ES 1 y antígeno ES 2 (Tabla 1). Dado el alto 
grado de complejidad en términos de número de lugares y distribución 2D-GE, lo último se espera que soporte una 
extensa variación de secuencias de aminoácidos y/o modificaciones químicas, dando de ese modo un considerable 
número de isoformas proteínicas ambas en términos de valores de masa molecular y de pI. 

En paralelo al análisis electroforético 2D se eligió fraccionar el proteoma ES de C. oncophora adulta por 45 
cromatografía de exclusión por tamaño (SEC) principalmente por dos razones:  i) por aplicación de dicho flujo de 
trabajo preparativo, se obtuvieron suficientes cantidades de las tres fracciones (PMA, PMM y PMB) y ii) por análisis 
electroforético en gel unidimensional (1D-GE) de las proteínas poco abundantes de las fracciones obtenidas por 
SEC, que podían haber sido no detectadas o podían haber sido enmascaradas en 2D-GE, deberían hacerse más 
visibles y por lo tanto podían extender el conjunto de datos obtenido. Por supuesto, mientras se observaba una 50 
distribución de proteínas similar en comparación con las dos metodologías, el fraccionamiento por SEC seguido por 
análisis 1D-GE reveló la presencia de una serie de proteínas ES adicionales. Como se resume en la tabla 1 (y la 
tabla S2), la identificación por espectrometría de masas de las bandas de las proteínas demostró que, además de la 
ASP de doble dominio, la porción de PMA soporta adicionalmente cantidades muy bajas de una «proteína 
hipotética», que curiosamente se observó solo en condiciones reductoras. De manera similar, nuestra propuesta de 55 
cromatografía de exclusión por tamaños desenmascaró dos proteínas adicionales en la mezcla de proteínas de 
PMM, en particular aldosa reductasa y la proteína 2 específica de la fase parasitaria, la última sin información 
funcional adicional actualmente disponible. Por el contrario a las fracciones de PMA y PPM, la mezcla de peso 
molecular bajo no reveló que contuviera proteínas adicionales a las reveladas en el análisis 2D-PAGE. 
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Concretamente, se observó que las ASP tanto de dominio doble como de un solo dominio migraban como dobletes 
en la separación electroforética en gel unidimensional de las fracciones de PMA y PMM, respectivamente (datos no 
mostrados).  

 

Tabla 1 

Anotación dirigida por MS de excretoma/secretoma de Cooperia oncophora de fase adulta 

Las partes superior, media e inferior de la tabla reflejan las fracciones de ES de PMA, PMM y PMB, 
respectivamente. 

ID basada en homologíaa Lugares  Bandas Secr. prev.b / N-gluc. 
(#)c 

Mr/pId(kDa / -
) 

ASP de doble dominio  1 - 4 1 - 3 SP / S (2) 53,2/7,67 

Proteína hipotética    4 - - 

Aldosa reductasa   5 N / S (2) 35,5 / 8,32 

ASP de un solo dominio  5 6, 7 SP / S (1) 30,3/6,26 

Inexina 6   - - 

Tiorredoxina peroxidasa 7   N / N 21,8/6,90 

Proteína 2 específica de fase parasitaria    8 NC / N 16,4 / 7,14 

Proteína ES de 14 kDa 10,24 11 NC / S (1) 14,5 / 8,54 

Proteína de antígeno ES 2  11, 12, 19   NC / N 13,2 / 5,49 

Antígeno 1 de ES 13 - 16, 18, 20, 
21 

10, 12 SP / N 13,9 / 5,30 

Desconocido 1 (isotig32303) 8 9 SP / N 12,3 / 4,69 

Desconocido 2 (isotig10739) 9, 23   SP / N 14.7 / 8.22 

aBasado en búsqueda con BLASTP 

bPredicción de secreción de proteínas usando las secuencias de proteínas completas como se determina en 
este estudio o cuando están disponibles en GenBank (indicado con un asterisco). SP :  Presencia de un 
péptido señal cuando se determina por SignalP 3.0; NC :  Proteína secretora no clásica cuando se determina 
por SecretomeP 2.0; N :  No secretada 

cLa presencia de posibles sitios de N-glucosidación cuando se determina por análisis NetNGlyc 1.0 usando 
las secuencias de proteínas completas como se determina en este estudio (S:  sí; N:  no) (el número de sitios 
de consenso encontrados en la secuencia de aminoácidos se da entre paréntesis) 

dMr y los valores de pI se determinaron usando el peso molecular de ExPAS y la herramienta de cálculo del 
punto isoeléctrico. Se proporcionan los valores que corresponden a las proteínas completas. No se tuvo en 
cuenta la escisión de posibles péptidos señal.  
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2.2. Complejos multiproteína en el proteoma ES adulto  

Mientras las condiciones reductoras aplicadas en 2D-GE obstaculizaban su observación, asombrosamente, cuando 
se compararon perfiles de migración 1D-GE reductores a no reductores, se mostró que había trazas de especies 
oligómeras a base de puente disulfuro en la fracción de proteínas de PMA. Este hallazgo se corroboró por análisis 
por electroforesis en gel nativo unidimensional además. Como no se observaron péptidos distintos de los que se 5 
originaron a partir de ASP de doble dominio en el análisis MALDI-MS (tabla S2) y la electroforesis en gel de 
poliacrilamida de porcentaje menor de esta especie oligómera demostró su peso molecular de aproximadamente 
140 kDa, se concluye una conformación de ASP de doble dominio dímera para esta población de proteínas de 
abundancia baja.  

2.3. Vacunación de terneros con subfracción ES de PMA 10 

Cuando se efectuaba la prueba de vacunación se registró la evolución del recuento medio de huevos por gramo 
(EPG) en heces dependiendo del tiempo para el grupo de PMA, como se muestra en la figura 2.  Cuando se 
compara con el grupo de control, los recuentos de huevos para el grupo vacunado de PMA fueron drásticamente 
inferiores (P < 0,01) para la duración total del experimento, dando niveles medios de reducción de EPG tan altos 
como un 91 % (tabla 2). Mientras se encontró que la carga de gusanos posnecropsia no difería significativamente 15 
entre los grupos de PMA y de control, el grupo de PMA no mostró porcentajes significativamente mayores de larvas 
L4 inhibidas (29,4 %) (tabla 2). Finalmente, se valoró la longitud de los gusanos adultos hembras y machos, con la 
encontrada en los animales tratados con PMA que resultaron considerablemente más pequeños cuando se comparó 
con el grupo de control (P < 0,05; tabla 2). 

La figura 4 muestra los recuentos de huevos de C. oncophora acumulativos para la prueba práctica después de un 20 
periodo de 5 meses en pasto y de nuevo se demuestra que los recuentos de huevos para el grupo vacunado con 
PMA son significativamente menores (reducción del 70 %) comparado con el grupo de control. Los datos 
individuales para la prueba práctica son como sigue :   

 

Controles Vacunados 

1519 5673 

11246 3278 

9011 138 

13167 7311 

10533 3022 

7505 1776 

 25 

Tabla 2 

Sinopsis de parámetros parasitológicos obtenidos durante la prueba de vacunación y 
después. 

n, número de animales; EPG, recuentos acumulativos medios de huevos; % L4, porcentaje de 
gusanos L4 observado en recuento de gusanos posnecropsia. Todos los valores representan 

medias aritméticas (+ rango observado experimentalmente). 

Grupo n EPG Recuento de 
gusanos 

 % L4 Longitud de los 
gusanos (mm) 

Control 7 7110 (1100 – 
13 200) 

6600 (550 – 
12 200) 

1,68 (0 - 8,43) H :  12,5 (10,7 - 13,2) 
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Sinopsis de parámetros parasitológicos obtenidos durante la prueba de vacunación y 
después. 

n, número de animales; EPG, recuentos acumulativos medios de huevos; % L4, porcentaje de 
gusanos L4 observado en recuento de gusanos posnecropsia. Todos los valores representan 

medias aritméticas (+ rango observado experimentalmente). 

Grupo n EPG Recuento de 
gusanos 

 % L4 Longitud de los 
gusanos (mm) 

          M :  9,50 (8,52 - 10,1) 

PMA 7 656 (0 - 1380)** 3370 (200 - 6050) 29,4 (6,61 - 
100)** 

H :  10,4 (9,66 - 12,4)* 

          M :  8,40 (7,50 - 9,68)* 

*P < 0,05, **P < 0,01; H, hembra; M, macho. 

 

2.4. Respuestas inmunitarias 

Cuando se comparó con el grupo de control, se encontró que la subfracción de ES de PMA producía niveles 
significativamente mayores de niveles de IgG1 específicos de Cooperia en suero de los animales inmunizados 
correspondientes (P < 0,01) (figura 3). Adicionalmente, aunque los niveles de IgG2 eran consistentemente mucho 5 
menores (aprox. 15 veces) cuando se comparaba con intensidades de IgG1, la fracción de PMA soportaba, sin 
embargo, cantidades significativamente mayores de IgG2 (P < 0,01), respecto al grupo de control. 

2.5. Determinación y caracterización in silico de secuencias de aminoácidos completas  

Si bien el genoma de Cooperia oncophora completo aún tiene que ser desentrañado totalmente, la base [33] de 
datos del transcriptoma de C. oncophora obtenida recientemente ofrecía una alternativa más que adecuada ya que, 10 
después de haberla empleado en identificación de proteínas directas con MS, se pudo extender esas secuencias 
contig/isotig obtenidas alineándolas a unas solapadas, continuando hasta que se alcanzaron los codones de inicio y 
de parada. Esta propuesta demostró éxito para nueve de las eventualmente doce proteínas diferentes presentes en 
el excretoma/secretoma de C. oncophora adulta (tabla 1). Para las dos proteínas, más específicamente la proteína 
hipotética de PMA (isotig27828; la más alta homología a la proteína hipotética Caenorhabditis remanei; número 15 
acceso GenBank XP_003114672) e inexina (isotig12080; la más alta homología a la inexina C. remanei;  número 
acceso GenBank XP_003096841.1), no se pudieron extender sus secuencias en su totalidad y basándose en la 
homología en otras especies, se esperaba que carecieran de los aminoácidos 733 y 160 en sus N-terminales, 
respectivamente. Por último, mientras los análisis por espectrometría de masas identificaban inicialmente solo 
péptidos del dominio del C-terminal de la ASP de doble dominio, aplicando técnicas de PCR se pudo revelar su 20 
secuencia hasta casi completa, esto es, basándose en su homóloga Cooperia punctata (AAK35199.1), aparte de un 
péptido señal de 21 residuos. El N- y C-terminal de la ASP de doble dominio identificada consistió en los 
aminoácidos LCSLDNGMT (SEQ ID NO :  14) y DEDCKCSSCRCSTQLSMCINPN (SEQ ID NO :  15), 
respectivamente.  

Como una caracterización in silico bruta inicial, la predicción de la secuencia señal basada en el software junto con 25 
búsquedas de sitios de consenso de glucosilación unidos a N, reveló solo los ASP de doble dominio y de un solo 
dominio y los antígenos ES de PMB que potencialmente transportaban restos azúcar (tabla 1). Además, el análisis in 
silico de las secuencias completas obtenidas dio valores de peso molecular que correspondían a los observados en 
gel. 

2.6. Análisis de glucanos del proteoma de ES de Cooperia oncophora 30 

Se estudió la glucosilación de ES global por análisis MALDI-TOF MS en la liberación de restos glucano unidos a N y 
O. Mientras se detectó un conjunto claro de glucanos liberados de PNGase F, no podían detectarse señales en la 
liberación específica de PNGase A (datos no mostrados), indicando de ese modo que no había cantidades 
significativas de N-glucanos con modificaciones de fucosa unidas en 1-3 de la N-acetilglucosamina unida a 
asparagina (GlcNAc) en el excretoma/secretoma de C. oncophora adulta. Considerando la preparación de O-35 
glucano, se detectaban solo señales minoritarias (datos no mostrados). Para obtener más información sobre la 
presencia de restos glucano en proteínas específicas en la fracción ES de C. oncophora, los N- y O-glucanos, 
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liberados de las agrupaciones de proteínas de PMB, PMM y PMA, se analizaron por MALDI con espectrometría de 
masas con analizador de tiempo de vuelo (TOF). Mientras no podían detectarse cantidades significativas de N-
glucanos en las fracciones de PMB y PMA, también se encontró que las principales señales de N-glucano 
observadas en la mezcla de ES total existían en el espectro del N-glucano de PMM. Por otra parte, los niveles 
marginales de señales de O-glucano se detectaron en la fracción de PMA exclusivamente. Sin embargo, estas 5 
señales no podían asignarse a estructuras de O-glucano comunes (ni incluso putativas) y, por lo tanto, no se 
investigaron más.  

Usando la masa monoisotópica de cada uno de los picos del N-glucano observados, se asignaron las composiciones 
de monosacáridos y se dedujeron estructuras putativas. Las señales principales detectadas en el espectro de los 
N-glucanos de PMM que también aparecían en el espectro de N-glucano de ES total se derivaron de restos glucano 10 
con las composiciones F1H3N2, H5N2, H6N2 y H7N2 a los valores de m/z 1176,4; 1354,4; 1516,5 y 1678,5 [M-H]-, 
respectivamente (F, fucosa, Fuc; H, hexosa, Hex; N, N-acetilhexosamina, HexNAc). Estas composiciones son 
indicativas para un glucano (F1H3N2) núcleo-fucosilado, paucimanosídico y una serie de glucanos de oligomanosa 
Man5-7GlcNAc2 (Man, manosa). Para confirmar estas asignaciones se incubó una muestra de los N-glucanos de 
PMM con α-manosidasa, conduciendo a un espectro que contenía señales detectables solo en m/z 706,3 y 852,3 15 
para H1N2 (Man1GlcNAc2) y F1H1N2 (Fuc1Man1GlcNAc2), confirmándose de ese modo la presencia de las 
extensiones de manosa en la muestra no tratada. 

Motivado por la presencia de un sitio de N-glucosilación putativa en la ASP de un solo dominio en la agrupación de 
proteínas de PMM (tabla I),  se sometieron los glucopéptidos trípticos derivados de la correspondiente rodaja de gel 
de ASP de un solo dominio a análisis  MS/MS y cromatografía nanolíquida (LC). Con los datos obtenidos se 20 
cuestionó la presencia de péptidos glucosilados por búsqueda de espectros MS/MS que contuvieran los iones de 
fragmentos de glucano comunes H1N1 (m/z 366,1 [M+H]+) y H2N1 (m/z 528,2 [M+H]+). Curiosamente, se detectó 
una serie de iones precursores que podía asignarse a las glucoformas H5N2, H6N2 y H7N2 del péptido tríptico de la 
ASP de un solo dominio WNCTLEAK (1021,5 [M+H]+, con cisteína como carbamidometilderivado) basado en:  i) la 
masa total del glucopéptido, y ii) los espectros de fragmentos de disociación inducida por colisión mostrando los 25 
patrones de fragmentación de las uniones glucosídicas en cada glucoforma peptídica. Se proporciona una sinopsis 
de los restos de glucopéptidos detectados y fragmentados derivados de la misma rodaja de gel en la tabla S3. A 
partir del ion precursor m/z 1201,1 [M+2H]2+ una serie clara de iones de fragmentos [M+H]2+ indica la pérdida de seis 
restos hexosa y uno N-acetilhexosamina (HexNAc), dejando el correspondiente ion fragmento peptídico con un único 
resto N-acetil-glucosamina (GlcNAc) unido al resto asparagina en m/z 612,8. Se obtuvieron espectros similares (pero 30 
menos intensos) para las glucoformas H5N2 y H7N2 del mismo péptido, indicando que los N-glucanos 
Man5-7GlcNAc2 liberados de las proteínas de PMM existen en un único sitio de glucosilación de la ASP de un solo 
dominio. 

Tabla S3 

Variantes de glucopéptidos detectadas en el digesto tríptico de la ASP de un solo dominio, 
analizado por MS/MS. Se detectaron diferentes glucoformas en línea con el perfil de N-glucano 
de ES de PMM, dando lugar las glucoformas H5N2 y H6N2 a las intensidades más altas de los 
iones. 

Ion precursor 
detectado 

Carga iónica  Péptido Seq 
ID 

Escisiones 
omitidas 

Glucano  

727,7 [M+3H]3+ LRWNCTLEAK 9 1 H3N2 

800,7 [M+3H]3+ WNCTLEAK 10 0 H6N2 

836,4 [M+3H]3+ LRWNCTLEAK 9 1 H5N2 

876,4 [M+3H]3+ WNCTLEAKAR 11 1 H6N2 

890,4 [M+3H]3+ LRWNCTLEAK 9 1 H6N2 

957,4 [M+2H]2+ WNCTLEAK 10 0 H3N2 

1038,4 [M+2H]2+ WNCTLEAK 10 0 H4N2 
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Variantes de glucopéptidos detectadas en el digesto tríptico de la ASP de un solo dominio, 
analizado por MS/MS. Se detectaron diferentes glucoformas en línea con el perfil de N-glucano 
de ES de PMM, dando lugar las glucoformas H5N2 y H6N2 a las intensidades más altas de los 
iones. 

Ion precursor 
detectado 

Carga iónica  Péptido Seq 
ID 

Escisiones 
omitidas 

Glucano  

1119,9 [M+2H]2+ WNCTLEAK 10 0 H5N2 

1200,0 [M+2H]2+ WNCTLEAK 10 0 H6N2 

1281,5 [M+2H]2+ WNCTLEAK 10 0 H7N2 

 

3. Discusión 

La combinación de las identificaciones obtenidas por MALDI-MS a partir de fraccionamiento por electroforesis en gel 
bidimensional y cromatografía de exclusión por tamaños del excretoma/secretoma de Cooperia oncophora de fase 
adulta dio doce proteínas diferentes distribuidas en tres agrupaciones de distinto peso molecular (tabla 1). Mientras 5 
un total de doce proteínas puede aparecer como modesto cuando se compara con las fracciones ES de otros 
helmintos tales como Ascaris suum (41), Schistosoma japonicum (42) y Haemonchus contortus (43), que revelan 
con frecuencia hasta cien o más proteínas diferentes en su excretoma/secretoma, dichas diferencias cuantitativas 
pueden surgir de una combinación de:  i) la interfase huésped-gusano que difiere sustancialmente entre parásitos y 
así que planteen exposiciones específicas durante la infección y ii) el excretoma/secretoma de algunos helmintos 10 
que ya han sido desarrollados además, con proteínas potencialmente redundantes eliminadas y/o proteínas de alta 
actividad cruciales que han sido enriquecidas. Sin embargo, aunque se identificó una serie de proteínas con 
funciones desconocidas, el excretoma/secretoma de C. oncophora adulta también lleva un conjunto de proteínas 
que se han observado previamente en otros nematodos/helmintos y cuyas funciones se han elucidado 
(parcialmente). Entre ellas encontramos aldosa reductasa y tiorredoxina peroxidasa, dos proteínas que se sabe que 15 
están implicadas en mecanismos de desintoxicación, convirtiendo la primera el metilglioxal mutagénico y tóxico, un 
subproducto de la glucolisis, en acetol (44), y actuando la última como un antioxidante que elimina las especies 
reactivas de oxígeno generadas durante el metabolismo con oxígeno, procedimientos oxidativos y respuestas 
inmunitarias del huésped (45). Otra proteína documentada que se identificó de la fracción ES de C. 
oncophora adulta es la inexina (Pfam :  PF00876), un equivalente invertebrado a la familia de moléculas de 20 
conexina. Estas son proteínas de unión intercelular comunicante que, en la oligomerización, forman canales 
intercelulares por los que pueden pasar iones y pequeñas moléculas, permitiendo de ese modo la comunicación 
intercelular (46). 

Aparte de dos hasta ahora moléculas no anotadas (isotig32303 e isotig10739), se reveló adicionalmente la 
agrupación del lugar de peso molecular bajo (PMB) que consistía esencialmente en tres proteínas diferentes, es 25 
decir, proteína ES de 14 kDa, proteína ES de antígeno 1 y proteína ES de antígeno 2. Sorprendentemente, aunque 
funcionalmente aún poco caracterizada, este conjunto de proteínas se ha observado previamente sus equivalentes 
de Cooperia punctata sugeridos como candidatos potenciales a vacuna (47), sin embargo, no se ha publicado 
ningún informe sobre un resultado exitoso. Por qué muestran estas proteínas dicha extensa diversidad, como se 
observa en su perfil de lugares 2D-GE, sigue siendo impreciso, pero se ha propuesto la hipótesis de que esto puede 30 
crear una diversidad antigénica y/o un conjunto de proteínas redundantes que puede eliminarse por la respuesta 
inmunitaria del huésped sin efectos perjudiciales serios sobre la viabilidad parasitaria (47). 

Curiosamente, se encontró que las dos fracciones tanto de PMA como de PMM presentaban un tipo de proteína en 
común, es decir, cada una albergaba una proteína secretada asociada a activación (ASP). Dichas proteínas 
constituyen un subgrupo específico de Strongylida de la superfamilia de proteínas CAP (también denominadas 35 
proteínas de glucoproteína de espermatozoide /Tpx-1/Ag5/PR-1/Sc7 (SCP/TAPS); Pfam PF00188), que muestra una 
extrema diversidad tanto en incidencia, alcanzando procariotas y eucariotas, y función, que se ha demostrado que 
está implicado en procedimientos tan diversos como la reproducción, el cáncer y la regulación inmunitaria [48]. 
Hasta la fecha, sin embargo, la verdadera función biológica de las ASP sigue siendo un enigma, a pesar de los 
esfuerzos sustanciales que se han hecho recientemente [49-54], e incluso aunque la investigación en ese campo 40 
particular está aún en sus inicios, algunas ASP se han ensayado en pruebas de vacunación, tanto en sus formas 
nativa como recombinante [55-58]. Hasta ahora, se han encontrado ASP en tres configuraciones:  i) como ASP de 
doble dominio, formadas por dos dominios CAP distintos pero relacionados, ii) como ASP de un solo dominio de tipo 
C y iii) como ASP de un único dominio de tipo N, soportando el segundo y el último la homología más alta para el C- 
y N-terminal de la ASP de doble dominio, respectivamente [51]. Nuestro estudio del excretoma/secretoma de C. 45 
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oncophora adulta dio una ASP de doble dominio como parte de la agrupación de PMA y una ASP de un solo 
dominio, perteneciendo al grupo de PMM (tabla 1). Mientras se prevé que la ASP de doble dominio transporte una 
secuencia señal y soporte dos sitios aceptores de consenso para glucosilación unida a N, se reveló que no 
transportaba ninguno de esos restos. Por otra parte, en el análisis 2D-GE se observó un tren de cuatro lugares 
distintos, todos los cuales corresponden a este ASP de doble dominio, reflejando un nivel de diversidad de 5 
secuencias, como se describe además en la presente memoria. Si bien no se observó en el análisis 2D-GE, el 
patrón de migración en gel unidimensional para ASP de doble dominio mostró un doblete en condiciones tanto 
reductoras como no reductoras. Puesto que no transporta ningún resto azúcar, esta observación puede atribuirse al 
tratamiento parcial del péptido señal. Quizá la observación más sorprendente teniendo en cuenta esta ASP de doble 
dominio fue que migrara una pequeña porción como un dímero, exclusivamente en electroforesis en gel no 10 
reductora, implicando de ese modo que se basa en puente disulfuro. Si bien se sabe que las ASP de un solo 
dominio se dimerizan en solución [49], estas son las primeras indicaciones de una ASP de doble dominio que imita 
este comportamiento. 

A diferencia de su contrapartida de doble dominio, la ASP de un solo dominio, como se encuentra en la agrupación 
de proteínas de PMM, no mostró señales signos de diversidad de secuencias detectables u oligomerización. 15 
Curiosamente, la corroboración de las predicciones in silico en términos de secuencia señal y sitios de consenso de 
N-glucosilación, se demostró por supuesto que la ASP de un solo dominio transportaba un resto de glucano unido a 
N en Asn93. Aunque su impacto general en la estructura de la proteína y la inmunogenicidad aún tiene que 
determinarse de manera concluyente, se encontró que la estructura del grupo glucano se parecía a la de la ASP de 
un solo dominio de Ostertagia ostertagi [53], cuya estructura cristalina se resolvió recientemente y sugiere una 20 
función estructural modesta para el resto glucano. De manera análoga a la ASP de doble dominio, en el análisis por 
electroforesis en gel unidimensional de la ASP de un solo dominio se observó un doblete de bandas con la banda de 
peso molecular inferior mucho menos abundante cuando se compara con la situación de la ASP de doble dominio, 
donde las dos bandas del doblete eran casi igualmente intensas. Posiblemente, la banda de ASP de un solo dominio 
inferior representa la proteína desprovista de su resto glucano unido a Asn93. 25 

Nuestra prueba de vacunación demostró que la fracción de proteínas de PMA, consistente esencialmente en la ASP 
de doble dominio, es particularmente útil para desarrollo de vacunas, con niveles de reducción de EPG que 
sobrepasan el 90 %, inhibe drásticamente las larvas L4 y disminuye sustancialmente las longitudes de los gusanos 
cuando se compara con el grupo de control (tabla 2). Es más, en el suelo de terneros inmunizados, los niveles de 
IgG1 se elevan con su administración, con también una respuesta marginal de IgG2 (figura 3). Finalmente, la 30 
vacunación con la fracción de PMA confirió protección contra una infección natural con Cooperia oncophora en una 
prueba práctica.  

En conclusión, la ASP de doble dominio da niveles sustanciales de protección y muestra baja complejidad en 
términos de modificaciones postraduccionales, facilitando de ese modo su procedimiento a mayor escala 
recombinante. Como se observó anteriormente, la fracción de PMA eficaz empleada en la prueba de vacuna 35 
consistió mayormente en ASP de doble dominio y es un componente de vacuna contra Cooperia 
oncophera preferido. 
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REIVINDICACIONES 

1. Una proteína de Cooperia oncophora, o un fragmento inmunógeno de dicha proteína, aislados, caracterizada por 
que dicha proteína, o su fragmento inmunógeno, comprende una secuencia de aminoácidos que presenta una 
identidad de secuencias de al menos un 85 % para la secuencia de aminoácidos representada en SEQ ID NO :  1.  

2. La proteína, o su fragmento inmunógeno, aislados según la reivindicación 1, en donde dicha proteína o dicho 5 
fragmento comprende una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de secuencias de al menos un 90 % 
para la secuencia de aminoácidos representada en SEQ ID NO :  1. 

3. Una secuencia de ácidos nucleicos aislada que codifica la proteína o el fragmento inmunógeno según las 
reivindicaciones 1 o 2.  

4. La secuencia de ácidos nucleicos según la reivindicación 3, que tiene al menos un 85 % de identidad con la 10 
secuencia de ácidos nucleicos representada en SEQ ID NO :  2. 

5. La secuencia de ácidos nucleicos según la reivindicación 3, que tiene al menos un 90 % de identidad con la 
secuencia de ácidos nucleicos representada en SEQ ID NO :  2. 

6. Una molécula de ADN recombinante que comprende una secuencia de ácidos nucleicos según las 
reivindicaciones 3 o 4, y un promotor unido funcionalmente.  15 

7. Un vector que comprende una secuencia de ácidos nucleicos según las reivindicaciones 3 o 4, o una molécula de 
ADN recombinante según la reivindicación 6. 

8. El vector según la reivindicación 7, siendo dicho vector un plásmido, bacteriófago, cósmido, virus o 
minicromosoma. 

9. Una célula huésped que comprende una secuencia de ácidos nucleicos según las reivindicaciones 3 o 4, una 20 
molécula de ADN recombinante según la reivindicación 6, o un vector según las reivindicaciones 7 u 8. 

10. La célula huésped según la reivindicación 9, siendo dicha célula huésped una célula animal, una célula 
bacteriana, una célula de levadura, una célula de insecto o una célula vegetal. 

11. La proteína o el fragmento inmunógeno según las reivindicaciones 1 o 2, el ácido nucleico según las 
reivindicaciones 3 o 4, la molécula de ADN recombinante según la reivindicación 6, el vector según las 25 
reivindicaciones 7 u 8, o la célula huésped según las reivindicaciones 9 o 10, para uso como medicamento.  

12. La proteína o el fragmento inmunógeno según las reivindicaciones 1 o 2, el ácido nucleico según las 
reivindicaciones 3 o 4, la molécula de ADN recombinante según la reivindicación 6, el vector según las 
reivindicaciones 7 u 8, o la célula huésped según las reivindicaciones 9 o 10, para uso en la prevención o en el 
tratamiento de una infección por Cooperia oncophora. 30 

13. El uso de una proteína o un fragmento inmunógeno según las reivindicaciones 1 o 2, el ácido nucleico según las 
reivindicaciones 3 o 4, la molécula de ADN recombinante según la reivindicación 6, el vector según las 
reivindicaciones 7 u 8, o la célula huésped según las reivindicaciones 9 o 10, para la fabricación de una vacuna 
contra infección por Cooperia oncophora. 

14. Una vacuna contra infección por Cooperia oncophora, caracterizada por que dicha vacuna comprende al menos 35 
una proteína o un ácido nucleico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, y un portador o diluyente 
farmacéuticamente aceptable. 

15. La vacuna según la reivindicación 14, caracterizada por que dicha vacuna comprende además un adyuvante. 
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Figura 1 

A. Variante A de ASP de doble dominio 

 

B. Variante B de ASP de doble dominio 
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Figura 1 (continúa) 

 

C. Variante C de ASP de doble dominio 
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Figura 1 (continúa) 

D. Variantes de ASP de doble dominio incluyendo N- y C-terminales 

Variante A 

 

Variante B 
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Figura 1 (continúa) 
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Variante C 
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