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Las especies del reino animal llevan coexistiendo y conviviendo miles de afios.
Como consecuencia, entre ellas han surgido interacciones biologicas como el parasitismo,
en la que la especie parasita depende metabdlicamente de la especie hospedadora, a la
cual puede causar un dafio. Como resultado de los procesos de coevolucion, las relaciones
parasito-hospedador que surgen de la lucha por la supervivencia entre ambas especies
estan finamente reguladas y equilibradas. Esto se traduce en una elevada adaptacion entre
ambos organismos, la cual se hace patente en las sofisticadas estrategias que permiten a
los parasitos explotar, manipular y modular los recursos fisiologicos de sus hospedadores.
Como ejemplo paradigmatico de este tipo de estrategias nos encontramos con aquellas
por las que determinados parasitos sanguineos o tisulares interaccionan con el sistema
hemostatico de sus hospedadores, el mecanismo fisiolégico que mantiene la correcta
fluidez de la sangre. Asi, la manipulacion de este sistema proporcionaria a estos parasitos,

a priori, beneficios en términos de establecimiento y supervivencia en el hospedador.

En la actualidad, los pardsitos suponen un importante problema médico,
veterinario y econémico de alcance mundial. Ademas, en las proximas décadas, tanto la
expansion geografica como la capacidad para infectar nuevos hospedadores podria verse
favorecida en algunos parasitos por el cambio climatico en el que estamos inmersos, las
continuas modificaciones que ejercemos sobre el medio y el manejo que hacemos de los
animales que nos rodean. Pese a que en Espafia las enfermedades parasitarias no presentan
elevadas tasas de morbilidad en humanos debido, principalmente, a sus condiciones
climaticas, socioeconémicas y sanitarias, si existe, al igual que en el resto del mundo, un
problema veterinario y econdomico asociado a este tipo de afecciones. Entre ellas podemos
destacar aquellas que afectan directamente al sector porcino, una de las industrias de
importancia capital en nuestro pais al suponer en torno al 16 % de la produccion final
agraria y cerca del 43 % de la produccion final ganadera. Gran parte de las pérdidas
econdmicas que se producen en este sector se deben a las infecciones producidas por
helmintos parasitos, entre los que Ascaris suum es el mas prevalente a nivel global.
Ademas, este parasito ha demostrado tener potencial zoonotico y muestra gran
proximidad biologica y genética con A. lumbricoides, especie parasita del ser humano
responsable de mas de 800 millones de casos en todo el mundo, lo que también le otorga

una indudable importancia médica.

Aunque se dispone de farmacos antihelminticos que previenen y mitigan los

efectos que estos parasitos tienen sobre sus hospedadores, existe una necesidad urgente



de crear alternativas de control debido a los inconvenientes que estos presentan en
relacion con la aparicion de resistencias y la contaminacion farmacologica. Una de estas
alternativas podria ser la vacunacion. Para poder disefiar estrategias vacunales de manera
racional, en los ultimos afios se ha puesto de relieve la importancia del estudio de las
relaciones parasito-hospedador, principalmente desde un punto de vista molecular y en
fases tempranas de la infeccion. Con el fin de contribuir a la generaciéon de conocimiento
en este tipo de interacciones, la presente Tesis Doctoral se ha focalizado en investigar la
capacidad que los helmintos parasitos tienen para modular las acciones del sistema
hemostatico de sus hospedadores vertebrados, mediante la revision sistematica de este
campo del conocimiento y el estudio experimental de la manipulacion que la larva

infectiva de A. suum lleva a cabo de dicho sistema del hospedador.
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1. Los helmintos parasitos

Los helmintos parasitos son invertebrados vermiformes que evolucionaron de
ancestros de vida libre hace miles de afios (/,2). En su transicioén hacia el modo de vida
parasitario, tuvieron que desarrollar ciertas adaptaciones, entre las que se encuentran las
complejas, precisas y reguladas estrategias que poseen para afrontar y evadir las
respuestas de sus hospedadores, adaptar los mecanismos fisioloégicos de estos a sus
propias necesidades o modificar su comportamiento, apariencia o fisiologia en beneficio
propio (2,3). Tomando en consideracion los organismos de mayor importancia médica
y/o veterinaria, encontramos helmintos pardsitos pertenecientes a dos filos diferentes
dentro del subreino Metazoa: los nematodos (filo Nematoda) y los platelmintos (filo
Platyhelminthes), estos ultimos divididos a su vez en trematodos y cestodos (clase
Trematoda y clase Cestoidea, respectivamente) (4) ( ). Sin embargo, aunque
nematodos y platelmintos divergieron evolutivamente hace millones de afios, los patrones

de transmision, infeccion y patogénesis de sus formas parasitas son similares (5).

Los helmintos constituyen uno de los grupos mas comunes entre los agentes
infecciosos, tanto de humanos como de animales, afectando las enfermedades que causan
a cerca de un cuarto de la poblacion mundial. Pese a que muchos de los helmintos
parésitos tienen una distribucion global, la poblacion afectada reside, principalmente, en
regiones en vias de desarrollo en 4reas tropicales y subtropicales de Africa, América y
Asia (0). Ademas, algunas de estas parasitosis constituyen un riesgo durante el embarazo
y el parto y muestran mayor prevalencia e intensidad en nifios y adolescentes, los cuales
pueden sufrir alteraciones en su desarrollo fisico y cognitivo (7). Asimismo, es comun
que los hospedadores estén coinfectados por multiples especies de helmintos parasitos e
incluso que estos organismos coexistan con otros patdégenos (7/,2). Cuando esto ultimo
ocurre, la respuesta inmune del hospedador frente a dichos patdgenos puede verse alterada
debido a la capacidad inmunomoduladora que poseen los helmintos, pudiendo empeorar
el prondstico de la enfermedad concomitante (2,1 0). Por todo ello, estas parasitosis tienen
graves consecuencias sanitarias, sociales y econdmicas, pues no solo presentan elevadas
cifras de morbilidad y discapacidad, sino que también generan exclusion social como
consecuencia del menor rendimiento socioecondmico y educacional de las personas

afectadas (0).



| Subreino Metazoa l

—»l Filo Platyhelminthes l

|
¢ ¥

| Filo Nematoda l -

Clase Clase
£ | l Trematoda Cestoidea
Clonorchis sinensis Echinococcus spp.
Clase Clase Echinostoma caproni Gymnorhynchus gigas
Adenophorea Secernentea Fasciola hepatica Taenia spp.
T T Paragonimus westermani
Trichinella spiralis Ancylostoma spp. Schistosoma spp.
Necator americanus
Anisakis simplex
Ascaris spp.
Lagochilascaris minor

Parascaris equorum
Dictyocaulus viviparus
Dracunculus medinensis
Dirofilaria immitis
Brugia malayi
Onchocerca spp.
Strongylus vulgaris
Oesophagostomum spp.
Cooperia spp.
Haemonchus contortus
Ostertagia ostertagi
Teladorsagia circumcincta
Trichostrongylus vitrinus

e

Figura 1. Clasificacion taxondmica de los helmintos parasitos citados en la presente Tesis Doctoral.
Representacion esquematica de los dos filos del subreino Metazoa que albergan dichos helmintos parasitos:
el filo Platyhelminthes (vermes de cuerpo plano), que comprende las clases Trematoda (vermes de cuerpo
no segmentado) y Cestoidea (vermes de cuerpo segmentado), y el filo Nematoda (vermes de cuerpo

redondo), que engloba las clases Adenophorea y Secernentea (4). Figura creada con

Las helmintiasis también representan mas de la mitad del total de enfermedades
presentes en las granjas. Tienen un impacto negativo sobre el bienestar y el rendimiento
de los animales parasitados, lo que supone importantes pérdidas econdmicas para la
industria ganadera en todo el mundo (!!). Los animales domésticos que no estan
orientados a la ganaderia y los animales silvestres también albergan numerosas especies
de helmintos parasitos (!2). Tanto animales domésticos como silvestres actian como
reservorios de este tipo de parésitos, los cuales pueden ser transmitidos a otros animales
o al ser humano, pues muchas de las helmintiasis son zoonosis (0,!2,13). El

poliparasitismo y las coinfecciones también son comunes en los animales (%).

La epidemiologia de las helmintiasis es compleja. Por lo general, los parésitos que

las producen presentan ciclos biologicos en los que estan implicados varios hospedadores,



algunos de los cuales también actan como vectores. Asimismo, las condiciones
climaticas y ambientales y factores culturales, educacionales y socioeconémicos son
determinantes en su distribucion. Todo ello dificulta en gran medida su control (0), que
recae, tanto en humanos como en animales, sobre el tratamiento farmacologico con
antihelminticos (7,14). No obstante, dicha aproximacion no evita las reinfecciones (5,1 5)
y, ademas, el uso masivo e incorrecto de estos medicamentos durante décadas, junto con
factores genéticos y bioldgicos, ha desencadenado la seleccion de genes de resistencia en
diversas especies (p. ej. Haemonchus spp., Ostertagia spp., Teladorsagia spp.,
Trichostrongylus spp., Cooperia spp., Fasciola hepatica, Strongylus vulgaris, Parascaris
equorum 'y Oesophagostomum spp.). Este hecho ha sido descrito tanto en el ser humano
como en distintas especies de animales (ovejas, cabras, vacas, caballos y cerdos), en todos
los continentes habitados permanentemente (Africa, América, Asia, Europa y Oceania) y
en los principales grupos de antihelminticos empleados en la actualidad (benzimidazoles,
lactonas macrociclicas y agonistas colinérgicos) (14,16-19). Ademas, estudios genéticos
recientes han sefnalado la potencialidad de otras especies parasitas de humanos, como

Ascaris lumbricoides, para mostrar resistencia a antihelminticos en el futuro (20).

Este escenario es alin mas alarmante si se tiene en cuenta la potencial expansion
geografica de los helmintos pardsitos como consecuencia del cambio climético (p. e;j.
condiciones de humedad y temperatura favorables para su desarrollo y transmision en
mas partes del mundo), la modificaciéon del habitat, la interaccién entre humanos y
animales o el manejo (p. ej. proliferacion de granjas ecoldgicas) y transporte (p. €j.
introduccion de parasitos y vectores en lugares en los que no existian previamente) que
se hace de estos ultimos (2 1-23). Esto, sumado a las elevadas prevalencias y las graves
consecuencias de las helmintiasis, su dificil control y la manifestacion de resistencia a
antihelminticos, sugieren la necesidad de desarrollar nuevas estrategias de diagnostico,
tratamiento y, especialmente, prevencion, como la vacunacion (7,24). A diferencia de los
antihelminticos, las vacunas proporcionan una proteccion duradera frente a las
reinfecciones y no generan residuos quimicos que puedan permanecer en el medio
ambiente o en los productos derivados de los animales, por lo que se consideran una
alternativa favorable desde el punto de vista sanitario y compatible con las buenas

practicas ecologicas (24).

Aunque durante décadas se ha progresado en el desarrollo de vacunas contra los

helmintos parasitos, en la actualidad solamente se comercializan tres para su uso en



animales (contra Dictyocaulus viviparus en ganado bovino, contra H. contortus en ovino
y contra Echinococcus granulosus en ovino y caprino) (24) y ninguna esta aprobada para
su uso en humanos (15). Entre las causas de esta ausencia se encuentran la diversidad y
complejidad de los helmintos parasitos, ya que son organismos eucariotas pluricelulares
que presentan ciclos biologicos complejos con diferentes estadios (cada uno de los cuales
exhibe componentes antigénicos especificos) y tienen capacidad para modular y evadir el
sistema inmune de sus hospedadores (5,15). A ello hay que anadir la falta de
conocimiento de las interacciones parasito-hospedador (25). Esto se debe, al menos en
parte, a que las helmintiasis han sido histéricamente relegadas en las politicas de salud
mundial, de manera que la financiacion que se ha recibido para su estudio ha sido escasa
(5-7). En efecto, de las veinte enfermedades tropicales desatendidas designadas por la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), ocho (el 40 %) son causadas por helmintos

parasitos (0).

Finalmente, para que los farmacos y vacunas resulten efectivos, estos deben estar
acompafiados de otras medidas, como la educacion de la poblacion o la mejora de los
sistemas de potabilizacion de agua, saneamiento e higiene, deficientes en regiones
empobrecidas y en muchas granjas. La importancia de estas medidas se refleja en el hecho
de que la unica helmintiasis que esta a punto de ser erradicada (la dracunculosis humana,
producida por Dracunculus medinensis) ha alcanzado esta condicion gracias, inicamente,
a la implementacion de estas y otras estrategias de control, pues no existe ningun fairmaco

ni vacuna para su tratamiento y prevencion (0).

2. A. suum y la ascariosis porcina

2.1. Sistematica y filogenia de 4. suum

A. suum Goeze, 1782, especie causante de la ascariosis porcina, pertenece al
género Ascaris, incluido en la familia Ascarididae, superfamilia Ascaridoidea, orden
Ascaridida, clase Secernentea, filo Nematoda, subreino Metazoa, reino Animalia,
dominio Eukarya. Dentro de este mismo género se encuentra la especie A. lumbricoides

Linnaeus, 1758, responsable de la ascariosis humana (4).

Pese a los miles de afios de coexistencia y coevolucion entre las especies de

Ascaris y sus hospedadores, todavia hoy se desconoce el origen, evolucion, divergencia



y dispersion de los integrantes de este género de parasitos, pues los estudios
paleoparasitoldgicos y moleculares llevados a cabo con el objetivo de aclarar dichos
fenomenos no han sido concluyentes (26,27). Se ha postulado que A. suum y A.
lumbricoides habrian surgido a partir de un ancestro comin que se origind en un
hospedador (cerdo o humano) y, posteriormente, dio lugar a dos especies diferentes tras
sufrir uno o varios procesos de colonizacion de diversos hospedadores y separacion
geografica de sus poblaciones (27-29). Actualmente, se acepta que el hospedador en el
que habria surgido Ascaris seria el humano, ya que se han encontrado huevos de este
pardsito en muestras humanas en Francia y América que datan de periodos previos a la
domesticacion (30000-25000 a. C.) y a la introduccion del cerdo en el continente
americano, respectivamente (30,3 ). También se han hallado huevos de 4. lumbricoides,
datados en épocas mads recientes, en coprolitos humanos de Pert (2277 a. C.), en momias
egipcias (1938-1600 a. C.) y en letrinas de campamentos romanos del siglo I a. C. (32-

). Ademas de los datos paleontologicos, andlisis genéticos recientes sugieren que A.
lumbricoides es més primitivo que A. suum, por lo que habria que considerar al primero

ancestro del segundo (35).

2.2. Biologia de A. suum

A. suum es un parésito interno, principalmente de suidos como el jabali (Sus
scrofa) y el cerdo doméstico (S. s. domesticus), los cuales actian como hospedadores
definitivos. No obstante, no es especifico de este grupo de vertebrados, pues se han
denunciado infecciones naturales por dicho parasito en ganado ovino, caprino y bovino,
asi como en chimpancés y perros (36-41). Ademads, existen casos de ascariosis humana
que han sido atribuidos a infecciones producidas por Ascaris derivados del cerdo, por lo

que la ascariosis porcina es considerada una enfermedad zoonotica (42-45).

2.2.1. La muda

Durante su desarrollo, 4. suum pasa por cuatro fases larvarias (tres de las cuales
se forman dentro del huevo) y la adulta. El paso de unos estadios a otros se produce a
través de mudas, proceso que consiste en la sintesis de una nueva cuticula y la eliminacién
de la antigua, permitiendo el crecimiento del verme. La cuticula resultante de cada uno
de los cuatro procesos de muda posee una morfologia y composicion diferentes. El

cambio de cuticula puede producirse por reabsorcion o tras la salida del verme de la



cuticula antigua como consecuencia de la accion de diversas enzimas, y en ambos casos

la nueva cuticula es segregada por la hipodermis (40).

2.2.2. Ciclo biolagico

El ciclo biologico de 4. suum es de tipo monoxeno, ya que solo requiere un
hospedador para completarse, produciéndose la transmision entre hospedadores a través
de la ruta fecal-oral. En el suelo, los huevos previamente fecundados y depositados con
las heces de un hospedador desarrollan un embrion que da lugar a una larva de primer
estadio (L1) unos 17 dias después de haber sido expulsados. Las L1 sufren dos mudas
dentro del huevo, la primera a larva de segundo estadio (L2) y la segunda a larva de tercer
estadio (L3), aproximadamente a las 3 y 4 semanas después de haber sido depositados,
respectivamente (47,48,49). Los hospedadores se infectan al ingerir huevos que contienen
las L3, los cuales eclosionan en el intestino delgado, liberando las L3, todavia cubiertas
por la cuticula de la L2 (47,50). Desde el intestino delgado, las L3 migran activamente
hasta alcanzar el ciego y colon proximal a partir de las 3 horas después de producirse la
ingesta de huevos. En esta localizacion invaden la mucosa intestinal y pasan a la
circulacion sanguinea, a través de la cual realizan una ruta migratoria hepatopulmonar de
en torno a 10 dias de duracion (50,51,52). A través de la circulacion portal, las L3 llegan
al higado a partir de las 4 horas postinfeccion, donde pierden la cuticula de la L2 (48,52).
Tras abandonar el higado, entran en el corazon derecho a través de la vena cava inferior
y salen de ¢l por la arteria pulmonar, alcanzando los pulmones entre 6 y 8 dias
postinfeccion. Alli, las L3 abandonan la circulacion sanguinea y pasan al interior de los
alveolos pulmonares, se desplazan por el arbol bronquial hasta llegar a la traquea,
ascienden hasta la laringe y, a través del es6fago, son deglutidas, alcanzando de nuevo el
intestino delgado entre 8 y 10 dias postinfeccion (53). En dicho 6rgano, que supone la
localizacion definitiva del parasito, las L3 sufren dos mudas: la primera, en torno al
décimo dia postinfeccion, da lugar a las larvas de cuarto estadio (L4), y la segunda,
aproximadamente 24 dias después del inicio de la infeccidn, da lugar a los vermes adultos
(54). Tras alcanzar la madurez sexual, machos y hembras se aparean, y estas ultimas
comienzan a producir huevos entre 2 y 3 meses después del inicio de la infeccion, los

cuales son eliminados al exterior con las heces del hospedador (revisado por [55]) (

).
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Figura 2. Ciclo bioldgico de 4. suum. (1) El hospedador ingiere huevos presentes en el medio que contienen
las L3, las cuales son liberadas en el intestino, donde penetran a la circulacion sanguinea. A través de ella,
(2) migran primero hasta el higado y (3) después hasta los pulmones. (4) En estos tltimos, las L3 abandonan
el sistema circulatorio, ascienden por el arbol bronquial y, a través del esofago, retornan al intestino, donde
mudan a L4 y, posteriormente, a adultos. (5) Alli, los vermes adultos se aparean y las hembras liberan al
medio huevos fecundados a través de las heces del hospedador, en los que se forman las L1, que mudan a
L2y, finalmente, a L3. Abreviaturas: L1, larva de primer estadio; L2, larva de segundo estadio; L3, larva

de tercer estadio; L4, larva de cuarto estadio. Figura creada con

La mayor parte de las larvas son expulsadas por el hospedador antes de alcanzar
la fase adulta, entre la segunda y la tercera semana después de que se inicie la infeccion
(53). Aunque los vermes adultos que llegan a establecerse en el intestino delgado pueden
vivir mas de un ano, muchos también son expulsados durante los primeros meses de la
infeccion (56). Esta expulsion comienza antes y elimina mayor nimero de vermes cuanto
mayor es la dosis infectiva, con lo que existe una relacion inversa entre dicha dosis y el

numero de vermes hallados en el intestino (53,57).



Se ha estimado que, durante el tiempo que los vermes adultos permanecen en el
intestino delgado del hospedador, cada hembra produce diariamente entre 1 y 2 millones
de huevos (56,5%), aunque esta estimacion ha sido menor en el caso de A. lumbricoides
(200 000 huevos al dia) (59). Este nimero varia y se reduce con el aumento de la carga
parasitaria o la edad de los vermes. Se ha observado que las hembras contintian liberando
huevos fértiles en ausencia de machos (cuando estos ya han sido expulsados del
hospedador) durante al menos cuatro meses. Esto podria deberse a que las hembras

acumulan esperma suficiente para fertilizar huevos durante ese tiempo (56).

2.2.3. Morfologia y estructura de los vermes adultos

A. suum tiene forma cilindrica y alargada, simetria bilateral y un color cremoso
anaranjado. Presenta sexos separados que muestran un marcado dimorfismo sexual. Los
machos tienen una longitud de 15 a 25 cm y un didmetro de 3 a 4 mm y su extremo caudal
estd curvado hacia la parte ventral. Las hembras son de mayor tamafio, miden entre 20 y

40 cm de longitud y tienen un didmetro de 5 a 6 mm, con su extremo posterior sin

curvatura (60) (Figura 3).

Figura 3. Vermes adultos de 4. suum. A simple vista se aprecian las diferencias morfoldgicas entre un

macho (arriba) y una hembra (abajo). Referencia de tamaiio: regla de 30 cm de longitud.

Como todos los nematodos, los vermes de A. suum estdn revestidos por una
cuticula, que también recubre el tubo digestivo y otros orificios, la cual esta estructurada
en diversas capas y constituida, mayoritariamente, por moléculas similares a las
queratinas y los colagenos (40,01). La cuticula participa en numerosos procesos
bioldgicos, como movimiento, absorcion de nutrientes, transporte de moléculas,
excrecion y evasion de la respuesta inmune del hospedador, desempefiando un papel
relevante en la interfase pardsito-hospedador (61). Inmediatamente debajo de ella se
encuentra la hipodermis, estructura sincitial encargada de sintetizar y secretar los
componentes de la cuticula. Esta capa presenta cuatro engrosamientos (uno dorsal, otro

ventral y dos laterales) denominados cordones hipodérmicos. Bajo ella aparece una capa



de musculatura que facilita el movimiento constante de los vermes, dificultando asi su
expulsion por el peristaltismo intestinal. La cavidad corporal que alberga los diferentes
6rganos es una cavidad pseudoceldmica rellena de hemolinfa, liquido que confiere forma

y turgencia al verme y permite su movimiento (40) (Figura 4A).
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Figura 4. Estructura interna de los vermes adultos de 4. suum. Se pueden observar las diferencias
estructurales entre una hembra (arriba) y un macho (abajo). (A) Imagen de la seccion transversal de vermes
adultos de 4. lumbricoides tomada a la lupa. La diferencia de tamafio que se aprecia entre los cortes
histoldgicos de macho y hembra corresponde a la que existe en la realidad. Dichas secciones equivalen a
las de los vermes adultos de A4. suum. 1: Cuticula; 2: Hipodermis; 3: Musculatura; 4: Cordones
hipodérmicos; 5: Cordones nerviosos; 6: Canales excretores; 7: Pseudoceloma; 8: Intestino; 9: Utero; 10:
Oviducto; 11: Ovario; 12: Testiculo. Las partes sefialadas con nimeros del 1 al 8 en el corte transversal de
la hembra son idénticas para el macho. (B) Representacion de la seccion longitudinal de vermes adultos de

A. lumbricoides. En el caso de A. suum, dicha representacion es idéntica. Modificada de (62).



Los nematodos tienen un tubo digestivo completo con boca, esdéfago, intestino y
ano (40) ( ). A. suum posee una boca triangular con tres labios dentados, uno
dorsal mas ancho y dos ventrales, cada uno de los cuales presenta una papila (63). El
esofago es un potente 6rgano muscular de succion con glandulas que segregan enzimas.
Por su parte, el intestino no tiene pared muscular y desempefia principalmente funciones
de absorcion y defecacion, aunque también de secrecion (40). A través de este 6rgano, el
parasito absorbe nutrientes procedentes del hospedador, como &acidos grasos y glucosa
(64,65). El ano en los machos desemboca en la cloaca, mientras que en las hembras se
abre directamente al exterior, en una localizacion diferente a la vagina (66) ( ).
El sistema excretor esta poco desarrollado y funciona mas como 6rgano osmorregulador
y secretor que excretor. Presenta dos canales excretores que se localizan en los cordones
hipodérmicos laterales (46,60) ( ). Los productos excretores/secretores liberados
por los distintos o6rganos destinados a tal fin tienen un papel importante en la interfase
parasito-hospedador, participando en funciones como la obtencién de nutrientes o la

defensa frente a las respuestas del hospedador (61).

El sistema nervioso de los nematodos es primitivo y esta constituido por dos
cordones longitudinales alojados en los cordones hipodérmicos dorsal y ventral
conectados por dos anillos transversales, uno anterior (circumesofagico o circumfaringeo)
y otro en la region anal. Presenta, ademas, papilas sensoriales para captar estimulos
periféricos (40). A. suum tiene un aparato reproductor muy desarrollado que ocupa dos
tercios de su cuerpo (63). En el caso de las hembras, este aparato es bifurcado y cada una
de sus ramas esta constituida por un ovario, un oviducto, un receptaculo seminal y un
utero. Ambos uteros confluyen en la vagina, que se abre al exterior en la vulva (46). El
lugar en el que se sittia la vulva presenta una constriccion anular visible en el primer tercio
del cuerpo que se denomina cintura genital (60). El aparato genital de los machos esta
formado por un testiculo que contintia con el conducto eferente, la vesicula seminal, el
vaso deferente y el conducto eyaculador, que desemboca en la cloaca. Junto a ella

aparecen dos espiculas copuladoras y numerosas papilas pre- y postanales (40,60) (

).

2.2.4. Caracteristicas de los huevos

Los huevos de A. suum fértiles o fecundados tienen forma ovalada y miden de 45

a 75 pm de largo por 35 a 50 um de ancho (63) ( ). Estan revestidos por una



REViSiON BiBLiOGRAFiCA

cubierta protectora que consta de tres capas. La capa interna es la membrana vitelina, rica
en lipidos y parcialmente impermeable, que evita la penetracion de sustancias dafinas
para el embrion. Sobre ella se encuentra la capa media, compuesta por proteinas y quitina,
que es gruesa y transparente y proporciona resistencia quimica y mecéanica. En contacto
directo con el exterior aparece una cubierta mamelonada que ofrece proteccion, que es de
composicion albuminoidea y se tifie de color pardo amarillento debido a los pigmentos
biliares presentes en las heces. Los huevos infértiles o no fecundados son mas alargados,
miden en torno a 90 um de largo y 40 pm de ancho, y no presentan membrana vitelina

interna (63,67) (Figura 5B).
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Figura 5. Huevos de 4. suum. (A) Huevos fértiles o fecundados. (B) Huevos infértiles o no fecundados. Se
pueden apreciar las diferencias entre ambos tipos de huevos, tanto en imagenes tomadas al microscopio
optico (arriba) (Barras de escala: 25 pum), como en la representacion grafica de su estructura (abajo)
(Modificada de [68]).

La compleja cubierta protectora que presentan los huevos de 4. suum hace que
sean extremadamente resistentes a las condiciones ambientales (67), considerandose uno
de los huevos de helmintos mas resistentes (69,70). Las condiciones ambientales dptimas
para su desarrollo y supervivencia implican temperaturas de entre 25 y 30 °C, una
humedad del 70 % y buena oxigenacion (63). Sin embargo, también pueden desarrollarse
y permanecer viables en condiciones mas extremas. El desarrollo larvario se acelera con
temperaturas elevadas, mientras que temperaturas bajas lo limitan, inicidndose de forma
tardia y produciéndose lentamente, aunque no se llega a perder completamente su

potencial de desarrollo (71). Por su parte, la viabilidad disminuye con el aumento de la
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temperatura y la reduccion de la humedad, aunque también estdn implicados otros
factores, como el pH y las condiciones de oxigenacion (69,70,72,73). No obstante, su
completa inactivacion no se produce hasta que se alcanzan valores extremos,
principalmente de temperatura, que en raras ocasiones se dan en el suelo (70). Al igual
que ocurre con las condiciones ambientales, los huevos también son extremadamente
resistentes a muchos de los desinfectantes comerciales, productos quimicos y pesticidas
que se utilizan habitualmente para la desinfeccion de materiales, instalaciones y cultivos,

los cuales pueden retrasar o detener el desarrollo, pero no afectan a su viabilidad (74,75).

Esta elevada capacidad de resistencia hace que los huevos de A. suum en estado
infectivo puedan permanecer accesibles para animales y seres humanos en aguas, suelos
y cultivos durante mucho tiempo. Se ha estimado que su esperanza de vida es de entre 1
y 3 meses (70). Sin embargo, se ha observado que los huevos de 4. lumbricoides pueden
permanecer viables hasta 15 afios en condiciones favorables (/7). Por tanto, la utilizacién
de aguas residuales y abonos procedentes de excrementos animales sin tratar conlleva un
riesgo elevado tanto para animales como para seres humanos (09). La combinacién de
diversos tratamientos, tanto fisicos (temperatura, humedad, pH, oxigenacién) como
quimicos (distintos tipos de desinfectantes y pesticidas), podria ser clave para lograr la
desvitalizacion de estos agentes biologicos (69,70,78,79). Por otra parte, el incremento
de la temperatura global debido al cambio climatico podria contribuir a un potencial
aumento de la prevalencia de A. suum en algunas zonas, al acelerar su proceso de

desarrollo y favorecer la aparicion del parasito en lugares en los que no haya sido descrito

(71).

2.2.5. La larva de tercer estadio

La L3 de 4. suum es la primera fase del parasito fuera del huevo que entra en
contacto con el hospedador y aquella que realiza una extensa y compleja ruta migratoria
por sus tejidos, la cual se produce, principalmente, a través del sistema circulatorio y
comienza y termina en el mismo punto, el intestino delgado, lugar en el que eclosionan

los huevos y en el que se establecen de forma definitiva los vermes adultos (55).

Las rutas migratorias que realizan este y otros nematodos podrian implicar riesgos
para la supervivencia de las fases evolutivas que las realizan, ya que podrian extraviarse
o ser atrapadas en los tejidos del hospedador. Ademas, implican adaptaciones

morfolégicas y bioquimicas costosas en términos de orientaciébn y movimiento y



adaptacion a distintas condiciones ambientales, asi como un gasto energético
significativo. No obstante, la fase de migracion es esencial para el desarrollo de estos
pardsitos y constituye una estrategia de supervivencia (80). Se ha demostrado que 4. suum
no puede alcanzar su fase adulta si la L3 no completa dicha ruta migratoria (50).
Asimismo, se ha observado que los nematodos que presentan una fase migratoria crecen
mas rapidamente y alcanzan un mayor tamafio que aquellos que se desarrollan unicamente
en el tracto gastrointestinal. Dado que el tamano corporal en los nematodos esta
estrechamente relacionado con la fecundidad y que el desarrollo es mas rapido en
parasitos migratorios, la maduracion sexual de los vermes y, por tanto, su reproduccion,
podrian producirse de forma mas Optima y temprana en aquellos organismos que
presentan una fase migratoria. La migracion también podria suponer una ventaja fisica y
quimica, ya que el tracto gastrointestinal constituye, por lo general, un ambiente hostil.
Tanto el peristaltismo intestinal como las enzimas digestivas y los componentes acidos
que se segregan continuamente en el tubo digestivo podrian comprometer la vida de la
larva. Asimismo, la respuesta inmune del hospedador es mas especifica y localizada en
otros tejidos, lo cual favoreceria la supervivencia del parasito. Ademas, dichos tejidos son
generalmente ambientes mas oxigenados que el tracto gastrointestinal y proporcionan a

las fases migratorias nutrientes ya procesados (£0).

Durante su migracion, la L3 de 4. suum sufre un crecimiento continuo y un
proceso de diferenciacion. Cuando se libera del huevo en el intestino delgado, mide en
torno a 255 um de largo por 12 um de didmetro y en ella se pueden observar las alas
laterales. Durante el tiempo que permanece en el higado, aumenta su tamafio longitudinal
y diametral y experimenta importantes cambios morfoldgicos y estructurales. Su longitud
pasa de 265 pm cuando alcanza el higado a 630 um poco antes de abandonarlo, y su
didmetro se incrementa desde los 14 um hasta los 27 pm en el mismo tiempo. Las alas
laterales se van extendiendo hasta alcanzar la region cefalica y la cola, se produce un
aumento en la longitud de esta ultima, aparecen algunos 6rganos sensoriales y el esofago
ocupa, en este momento, el 24 % de la longitud total de la larva. En los pulmones, la L3
alcanza una longitud de 1440 um y un diametro de 52 um. En esta localizacion, el esofago
supone el 16,5 % de la longitud total de la larva y bajo la cuticula aparecen diferenciados

algunos Organos sensoriales que estan presentes en la L4 y la fase adulta (4%).



2.3. Epidemiologia de la ascariosis porcina

La distribucion de 4. suum entre sus hospedadores no es homogénea, pues la
intensidad de la infeccion varia entre individuos. De este modo, la mayor parte de los
hospedadores albergan pocos vermes y solo una minoria presenta elevadas cargas
parasitarias (53,51). Ademads, los hospedadores tienden a adquirir cargas parasitarias
similares en el caso de sufrir una reinfeccion. Las bases para entender esta heterogeneidad
y la predisposicion de ciertos hospedadores a adquirir el parasito no estan completamente
establecidas. Sin embargo, se cree que variaciones en la exposicion ambiental y factores
genéticos del hospedador podrian influir en los mecanismos de resistencia y

susceptibilidad a la infeccion (55).

En cuanto a la distribucion geografica, 4. suum es una especie cosmopolita (

). Aunque no se conocen estimaciones exactas de su extension, esta considerado el
parésito intestinal mas prevalente en cerdos domésticos de todo el mundo. A pesar de que
las prevalencias varian en funcioén de ciertos factores, por lo general son altas y pocas
piaras estan totalmente exentas del parasito (9%!). Dichas prevalencias también son
elevadas en jabalis, lo cual favorece la persistencia y difusion del parasito. Para facilitar
su visualizacion, los datos de prevalencia revisados en la presente Tesis Doctoral se

recogen en el

[0 Ascaris suum en cerdos < ’
[ 4. suum en jabalis - ‘
[ A. suum en ambos suidos

Figura 6. Mapa de distribucion de 4. suum. Los paises en los que se ha denunciado la presencia del parasito
en cerdos domésticos y/o en jabalis, segln la bibliografia consultada, se muestran en color (naranja para
cerdos y verde para jabalis). Los paises que no aparecen coloreados corresponden a aquellos en los que no

se han hallado referencias relativas a la presencia de 4. suum. Figura creada con



La amplia distribucion y las elevadas prevalencias que presenta este parasito se
deben, principalmente, a cuatro factores. En primer lugar, se trata de un parasito que no
necesita ningin otro organismo aparte del propio hospedador para completar su ciclo
biologico y ser transmitido. En segundo lugar, las hembras producen miles de huevos al
dia que son liberados al medio con las heces del hospedador. Tercero, estos huevos son
extremadamente resistentes a las condiciones ambientales, pudiendo sobrevivir en el
medio durante afios. Finalmente, la ausencia de un interés por controlar el parasito y de

herramientas diagnosticas eficientes también contribuyen a su dispersion (52).

Dado que se trata de una parasitosis transmitida al ingerir los huevos que
contaminan el suelo, su distribucion estd notablemente influenciada por el sistema de
produccion de las granjas y las préacticas de manejo de las mismas, referidas
principalmente a las condiciones de higiene y saneamiento. También depende de la region
geografica y de las caracteristicas ambientales, asi como de factores directamente

relacionados con el animal, como la piara, la raza y la edad (8 1).

Los datos de prevalencia de A. suum en el ganado porcino son escasos en muchas
regiones del mundo y pocos paises tienen una informacion actualizada al respecto, por lo
que son poco representativos de la situacion actual. Por lo general, los datos existentes
corresponden a dreas concretas dentro de un pais y pocos estudios se han realizado sobre
la misma zona a distintos tiempos. A ello hay que afiadir el hecho de que esta informacion
procede, en muchos casos, de cerdos o explotaciones que presentan diferentes
caracteristicas y que se encuentran en condiciones diversas. Ademds, los estudios
epidemiologicos publicados hasta el momento se han llevado a cabo utilizando diferentes
tamafios de muestra y distintos métodos diagnosticos, lo cual provoca aiun mas
variabilidad entre los datos ( ). Entre estos métodos destaca la coprologia por ser
la mas utilizada, la cual puede dar lugar a una sobreestimacion de la prevalencia al surgir
falsos positivos debido a la coprofagia, especialmente cuando aparecen muy pocos
huevos en heces. En otros casos, este tipo de andlisis puede favorecer la aparicion de
falsos negativos, cuando se trata de infecciones con un tnico verme o con varios vermes
del mismo sexo, provocando una infraestimacion de la prevalencia, como se ha
demostrado en estudios post mortem. Dichos estudios son llevados a cabo sobre higados
e intestinos delgados para detectar la presencia de lesiones producidas por las larvas o de
vermes adultos, respectivamente. Otro método utilizado, aunque con menos frecuencia,

es la deteccion en sangre de anticuerpos contra el parasito (¢ ). Todos estos factores hacen



que resulte muy dificil estudiar la evolucion de la incidencia a lo largo del tiempo en un
mismo territorio y comparar datos de diferentes areas geograficas. Por ello, es
practicamente imposible obtener conclusiones de los patrones epidemiologicos de
distribucion de la ascariosis porcina (£2). A pesar de estos inconvenientes, los datos de
prevalencia existentes hasta el momento sirven para reflejar la amplia distribucion y la

elevada prevalencia de A. suum en el ganado porcino de todo el mundo ( ).

2.4. Patologia de la ascariosis porcina

La mayoria de las infecciones producidas por A. suum en cerdos son subclinicas.
Sin embargo, tanto la migracion de las larvas por los tejidos de su hospedador como la
presencia de los vermes adultos en el intestino delgado tienen consecuencias patoldgicas

para los animales infectados (% 1).

2.4.1. Dafios producidos por la migracion de las larvas

Los dafios mas graves asociados a la migracion de las larvas de A. suum se
producen en el higado y los pulmones. No obstante, en el intestino también aparecen
lesiones, como petequias, infiltrados celulares y edema (60,21). El impacto que todos
estos dafios tienen sobre el estado nutricional del cerdo y su peso corporal apenas se
conoce, si bien se ha observado que la conversion de alimento y la ganancia de peso diaria
mejoran al tratar cerdos infectados experimentalmente con antihelminticos durante la fase

de migracion larvaria (83).

2.4.1.1. Daiios en el higado

La migracion de las larvas por el higado produce la destruccion de células
hepaticas, que son sustituidas por deposiciones interlobulillares de tejido fibroso e
infiltrados celulares. Esto da lugar a la formacion de lesiones fibroticas blanquecinas,
conocidas como «manchas de leche» o «manchas blancas» (del inglés milk/white spots),
que dan un aspecto moteado al higado afectado y constituyen las lesiones mas
caracteristicas de la ascariosis porcina (52,84) ( ). Estas lesiones pueden ser
superficiales o profundas y estan acompafiadas de trayectorias migratorias necroticas y

hemorragicas (85,50).



Figura 7. «Manchas de leche» atribuidas a 4. suum en un higado de cerdo procedente de un matadero

localizado en la provincia de Salamanca (Espaiia).

Atendiendo a su morfologia e histopatologia, se distinguen dos tipos principales
de «manchas de leche»: las de tipo granulado (GT-WS) y las de tipo linfonodular (LN-
WS). Las GT-WS son lesiones en forma de malla caracterizadas por el aumento de tejido
conectivo en los tabiques interlobulillares. Surgen como pequefios focos hemorragicos
necroticos con tabiques interlobulillares estrechos que progresan a lesiones
granulomatosas compuestas por un centro de material necrotico amorfo y tabiques
interlobulillares mas gruesos. Las areas necrdticas estan rodeadas de infiltrados celulares
compuestos, de forma mayoritaria, por neutrofilos y eosindfilos, mientras que el tejido
conectivo fibroso circundante estd acompafiado de macréfagos, fibroblastos y linfocitos.
En ocasiones, estas lesiones granulomatosas encierran en su interior restos de una larva 'y
constan de una masa central de tejido conectivo fibroso compacto, las cuales se
denominan GT-WS grandes ( ). Las GT-WS pequenas se forman alrededor de
rutas migratorias de las larvas y carecen de un centro compacto, conservando el patréon
lobulillar ( ). Por su parte, las LN-WS son nodulos redondeados, elevados, bien
definidos y claramente delimitados, con leve engrosamiento de los tabiques
interlobulillares adyacentes ( ). Estas lesiones consisten en infiltrados de

linfocitos y células plasmaticas rodeados de tejido fibroso subcapsular o interlobulillar

(oao')'



Figura 8. Tipos de «manchas de leche» producidas por larvas migratorias de A. suum. (A) GT-WS grandes.
(B) GT-WS pequeiias. (C) LN-WS. Imagenes extraidas de (81).

Las «manchas de leche» desaparecen gradualmente durante las primeras semanas
de la infeccion. Se reduce el engrosamiento de los tabiques interlobulillares y la
infiltracion celular, modificandose el aspecto de las lesiones, que se vuelven menos
blancas (53,5%7). Sin embargo, el higado no recupera su textura normal y se endurece como
consecuencia de la migracion larvaria (81). Las GT-WS aparecen en torno al tercer dia
postinfeccion y comienzan a desaparecer una semana después, hasta ser practicamente
inexistentes a partir de los 17 dias posteriores al inicio de la infeccion. Las LN-WS surgen
en torno a los 10 dias postinfeccion y se mantienen durante aproximadamente 2 meses
(53). Dado que la aparicion de las LN-WS coincide con la disminuciéon en ntimero de las

GT-WS, se ha sugerido que estas ultimas podrian ser precursoras de las primeras

(53,85,80).

2.4.1.2. Dafios en los pulmones

En los pulmones se observan lesiones similares a las «manchas de leche» halladas
en el higado. Estas lesiones han sido descritas como formaciones granulomatosas o areas
diseminadas de fibroplasia. Estas tltimas constan de un foco central irregular de fibrosis
que esta rodeado de hemorragia. En el tejido fibroso aparecen acumulaciones compuestas
por macrofagos, linfocitos y células plasmaticas, ademas de eosinofilos. Algunas de ellas
también contienen restos de una larva (84,90). Aunque estas lesiones, al igual que las
«manchas de leche» del higado, desaparecen en 40 dias aproximadamente, pueden dejar

secuelas (60).

Durante la migracion pulmonar de 4. suum, los animales parasitados pueden sufrir
broncoespasmo, disnea, aumento de la frecuencia respiratoria y tos seca (%1,%0). Estas
manifestaciones recuerdan al sindrome de Loeffler, sindrome respiratorio transitorio
descrito en humanos y atribuido a Ascaris que se caracteriza por neumonia eosinofilica.

Esta afeccion comporta la aparicion de infiltrados pulmonares de eosindfilos y eosinofilia



periférica (Y 1). Los eosinofilos secretan al tejido pulmonar los granulos que contienen,

dando lugar a neumonitis y la consecuente alteracion de las vias respiratorias (¢ 1,580).

2.4.2. Alteraciones asociadas a los vermes adultos

La presencia de los vermes adultos de A. suum en el intestino delgado provoca
cambios estructurales y morfoldgicos en la mucosa intestinal de los cerdos, no solo en
aquellos lugares donde se localizan los vermes, sino en todas las areas del intestino
delgado (92,93). Entre estas alteraciones se
encuentran el aumento de la profundidad
de las criptas y la disminucién de la altura
de las vellosidades, de manera que se
reduce la relacion entre ambos parametros
y, con ello, la proporcion de mucosa
intestinal disponible para la absorcion de
nutrientes. También surgen infiltrados de
mastocitos y eosindfilos en la ldmina

propia y se produce hipertrofia de Ia

muscularis  mucosae, esto  ultimo
Figura 9. Camulo de vermes de 4. suum en ¢l ~ directamente relacionado con la carga
intestino delgado de un cerdo, provocando enteritis  parasitaria que presenta el animal (92).
¢ hiperemia. Imagen extraida de (44). Otras manifestaciones que se aprecian en el
intestino son enteritis, hiperemia y erosiones ( ). Por otra parte, el estadio adulto
de 4. suum compite con su hospedador por los nutrientes que llegan al intestino delgado

del cerdo (060).

Todo ello hace que la ascariosis porcina tenga importantes efectos nutricionales
sobre los animales parasitados. Se produce una reduccién en el consumo de alimento y
en la eficiencia de conversion de dicho alimento. Disminuye la digestion y absorcion de
grasas, asi como la digestion de materia seca y proteina cruda. También se reduce la
retencion de nitrogeno y la actividad lactasa, observandose alteraciones en la tolerancia a
la lactosa. En consecuencia, surgen deficiencia nutricional y reduccion de la tasa de
crecimiento y de la ganancia de peso. Tanto la disminucion en la eficiencia de conversion
del alimento como la reduccién en la ganancia de peso estan correlacionadas con la carga

parasitaria (92,95,90).



En algunas ocasiones, puede llegar a producirse obstruccion del intestino delgado,
aunque su perforacién es muy poco frecuente. Alteraciones en las heces, la piel o la

reproduccion también se han relacionado con la ascariosis porcina (60).

2.5. Mecanismos celulares y moleculares de las relaciones
parasito-hospedador en la ascariosis porcina

La migracion de las larvas de A. suum por los tejidos de su hospedador
desencadena una serie de respuestas celulares y moleculares, tanto en el hospedador
(respuesta inmune) como en el pardsito (modulacion y evasion de la respuesta inmune).
Estas respuestas, junto con aquellas provocadas por la presencia de los vermes adultos en
el intestino delgado, dan lugar a los procesos patogénicos que se desarrollan en el

hospedador durante la ascariosis porcina.

2.5.1. Mecanismos de invasion y migracion parasitaria

Los estudios que abordan los mecanismos moleculares que rigen la invasion y
migracion parasitarias en la ascariosis porcina son ciertamente escasos. No obstante, la
caracterizacion del genoma de 4. suum ha permitido predecir la existencia de algunos
grupos de moléculas, principalmente proteasas, que potencialmente podrian facilitar estos
procesos (7). Por otra parte, en un modelo in vitro, larvas infectivas de 4. suum en
contacto con células del epitelio intestinal de cerdo aumentan la expresion de genes que
codifican proteinas que dirigen la actividad motora de las larvas, como miosina, troponina
y mioglobina, enzimas proteoliticas, como la proteasa aspartica 6 y la hialuronidasa, y
alérgenos del veneno (VAL). La secrecion de proteasas y otras proteinas implicadas en la
invasion parasitaria, como VAL, junto con el aumento de la actividad motora, podrian ser
esenciales para la penetracion de las larvas de 4. suum en el epitelio intestinal y su

posterior migracion por los tejidos de su hospedador (9%).
2.5.2. Respuesta inmune del hospedador

2.5.2.1. Respuesta inmune en una primera infeccion

La respuesta inmune frente a 4. suum en cerdos al inicio de la infeccion esta
polarizada hacia una repuesta Thl (linfocito T helper 1) de tipo celular, pues se produce

el reclutamiento de macrofagos y un aumento en la expresion génica de la interleucina 12



(IL-12) y el interferon y (IFN-y) cuando los huevos infectivos del parasito llegan al
intestino del hospedador. Sin embargo, conforme avanza la infeccion, se produce un
cambio hacia una respuesta de tipo Th2 (linfocito T helper 2) (99), caracterizada por la
secrecion de interleucinas que inducen la produccion de anticuerpos y favorecen la
inmunidad humoral (100). Esta respuesta Th2 es patente tanto a nivel sistémico, con
eosinofilia y aumento en la produccion de la interleucina 4 (IL-4) y las inmunoglobulinas
A (IgA), M (IgM), G (IgG) y E (IgE) especificas para A. suum, como a nivel local, al
desencadenar cambios moleculares y celulares en el higado, los pulmones y el intestino
delgado (99,101-104). Esta polarizacion Th1-Th2 responde al patrén general de la

inmunidad desencadenada por las infecciones producidas por helmintos parasitos (1 00).

La eliminacion de la mayor parte de los individuos parasitos que llegan al
hospedador se produce en el intestino delgado, una vez que las larvas alcanzan esta
localizacion tras realizar la migracion hepatopulmonar, unos dias antes de que se
desarrollen a adultos. Por ello, la respuesta Th2 local frente a A. suum ha sido
especialmente estudiada en este 6rgano (53,102). Este mecanismo de expulsion del
parasito se desencadena de forma local, independientemente del paso previo de las larvas
por el higado y los pulmones, y lleva asociados una serie de cambios en el intestino
delgado del hospedador. En ¢l se incrementan los niveles de expresion génica de las
interleucinas 4, 5 (IL-5) y 13 (IL-13) (99,101). La IL-5 participa en el reclutamiento de
eosinéfilos, mientras que la IL-4 y la IL-13 intervienen en la expulsion del parasito del
intestino de su hospedador en otras parasitosis y aumentan la contractilidad del musculo
liso intestinal (100). En efecto, en infecciones producidas por 4. suum se ha observado
un incremento en la contractilidad de este musculo, lo que genera mayor movimiento
intestinal, que favorece la expulsion del parasito (99,101). En la mucosa intestinal de
cerdos infectados por 4. suum se encuentran anticuerpos IgA e IgM especificos para este
parésito, y los primeros han sido propuestos como mediadores de su eliminacion. Este
hecho demuestra que el hospedador reconoce y responde a la presencia de 4. suum en el
intestino delgado y que la inmunidad generada implica respuestas dependientes de células
T y B especificas de antigeno (! 02). También se produce un incremento en el nimero de
eosinéfilos de la mucosa intestinal, que disminuye a niveles previos a la infeccion tras la
eliminacion del parasito, asi como de linfocitos T intraepiteliales, lo que sugiere que
ambos tipos de leucocitos desempefian un papel importante en la defensa innata contra A.

suum (99). La actividad de los mastocitos de la mucosa también se intensifica durante la



infeccion por A. suum (101). Estas células producen citocinas de tipo Th2 y son la
principal fuente de histamina, la cual participa en el reclutamiento de eosinofilos e induce

la contraccion del musculo liso (105).

Al igual que ocurre en el intestino delgado, en el higado y los pulmones aumenta
la expresion de citocinas asociadas a una respuesta Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13, asi
como de genes asociados a eosinofilos y mastocitos (106). En el caso del higado, la
respuesta local humoral estd representada, principalmente, por células plasmaticas

secretoras de IgG (29).

2.5.2.2. Respuesta inmune en reinfecciones

Cuando cerdos previamente infectados con 4. suum sufren una reinfeccion, se
observa una respuesta inmune elevada y especifica, principalmente a nivel del intestino
delgado, cuando las larvas son liberadas del huevo y se produce el primer contacto entre
parésito y hospedador (105,107,108). La proteccioén del hospedador frente a la invasion
de las larvas depende de una respuesta Th2 propagada por mastocitos y eosinofilos (105).
En reinfecciones, en los sitios de penetracion de las larvas en la mucosa intestinal, se
detecta mastocitosis y eosinofilia, asi como niveles elevados de transcripcion génica para
IL-5, IL-13 y otras moléculas implicadas en el desarrollo, reclutamiento y activacion de
eosindfilos (105,107). Asimismo, se observa hiperplasia de las células caliciformes. En
otras nematodosis intestinales, el aumento de la produccion de moco forma parte de una
respuesta Th2, lo que podria contribuir a atrapar las larvas y dificultar su penetracion en
la mucosa (105). En el intestino delgado, ademas de en los pulmones, se ha detectado
mayor concentracion de IgA, lo que sugiere que la produccion local de este anticuerpo

estd implicada en la proteccion frente a las larvas migratorias (109).

Experimentos in vitro realizados con larvas infectivas de 4. suum y suero de
cerdos previamente infectados con el parasito han sugerido la existencia de anticuerpos
especificos contra estas larvas, asi como la participacion de eosindfilos en su eliminacion
(105,107,110). En efecto, cerdos reinfectados presentan niveles elevados en suero de IgG,
IgM e IgA contra antigenos de las larvas, asi como un incremento en el niimero de
eosinéfilos en sangre (108,111,112). Se ha postulado que las IgG podrian desempefiar un
papel protector a nivel prepulmonar, aunque no a nivel prehepatico, mientras que las [gM
participarian en la resistencia del hospedador contra las larvas migratorias a ambos

niveles (112).



Este elevado grado de inmunidad frente a 4. suum, principalmente a nivel del
intestino delgado, tras la exposicion del hospedador al parésito, resulta en una reduccion
del nimero de «manchas de leche» en el higado y de larvas en los pulmones (105,107-

,113,114). Este hecho ha sido atribuido a la existencia de una barrera intestinal,
denominada barrera prehepatica, que impide que las larvas alcancen la circulacion
sanguinea, migren y, por tanto, lleguen al intestino delgado para establecerse en ¢l de
forma definitiva (107,10%). En experimentos in vitro se ha detectado una disminuciéon en
la actividad y supervivencia de las larvas al ser incubadas con suero de cerdos
previamente infectados con el parasito (! 10). Aunque la expulsion de las larvas que
superan esta barrera y alcanzan el intestino delgado se produce en el mismo momento que
en una primera infeccion, esta expulsion es mas rapida en reinfecciones. Ademas, se ha
observado que, en estos casos, los vermes que alcanzan el estadio adulto son mas

pequetios (11 1).

2.5.3. Modulacion y evasion del sistema inmune del hospedador por
parte del parasito

Andlisis gendmicos y protedmicos de diferentes estadios del parésito (L3, L4 y
adulto), asi como de las vesiculas extracelulares liberadas por estas fases evolutivas, han
permitido identificar en ellos proteinas con propiedades inmunomoduladoras (97,1 15-

). Ademads, se cree que péptidos excretados/secretados por el pardsito podrian
participar en la evasion del sistema inmune al enmascarar antigenos parasitarios imitando
moléculas del hospedador, como ocurre con algunas lectinas de tipo C que presentan una
estrecha homologia con la manosa de macrofagos de vertebrados o con CD23, el receptor
de baja afinidad de la IgE (Y 7). Algo similar podria ocurrir con proteinas del hospedador
que el parésito adhiere a su cuticula, como el componente 3 del complemento (C3) (1 1%).
Todo ello sugiere que 4. suum desarrolla complejas estrategias para manipular, bloquear

y/o evadir la respuesta inmune de su hospedador (°7).

En cerdos con infecciones cronicas se ha observado que el parasito es capaz de
modular su entorno inmunologico en la mucosa intestinal al inhibir rutas transcripcionales
del hospedador relacionadas con respuestas inmunitarias e inflamatorias, principalmente
implicadas en la producciéon de citocinas y de moléculas proinflamatorias y de

procesamiento de antigenos (| 19). Resultados similares han sido descritos en un modelo



de células epiteliales intestinales porcinas incubadas con larvas infectivas de A. suum, en

el que se detect6 baja expresion de genes que participan en estas respuestas (V7).

No obstante, la mayor parte de los estudios que han puesto de manifiesto la
capacidad inmunoreguladora de A. suum han empleado modelos in vivo de ratéon
estimulados con extractos de vermes adultos del parasito, glicoesfingolipidos o la proteina
supresora de A. suum PAS-1, previa induccion de la respuesta inmune con una molécula
inmundgena (ovoalbumina, lipopolisacarido o la proteina alergénica de A. suum APAS-
3). Los resultados obtenidos en los diferentes modelos son similares y coinciden en la
capacidad que tiene 4. suum para regular la respuesta inmune celular y humoral de su
hospedador al mostrar una potente actividad inmunomoduladora sobre las respuestas Thl
y Th2, la produccion de anticuerpos y la generacion de reacciones inflamatorias y de
hipersensibilidad. El efecto del parésito sobre la produccion de citocinas ha sido estudiado
en diversos tipos celulares, como macréfagos, células de los ganglios linfaticos, del bazo
y de los pulmones, obteniéndose resultados discordantes. En general, se ha postulado que
A. suum estimularia la produccién de citocinas reguladoras, como la interleucina 10 (IL-
10), que inhibirian la secreciéon de citocinas proinflamatorias y mediadoras de la
proliferacion, diferenciacion y activacion de células inmunitarias, como las interleucinas
1B (IL-1B), 2 (IL-2), 4, 5, 6 (IL-6) y el IFN-y. Los datos existentes en los diferentes
estudios respecto a la produccion de anticuerpos (IgG, IgE e IgM), la proliferacion y
migracion de células inflamatorias, la liberacion de eotaxina, el numero de eosinofilos o
la actividad de la peroxidasa eosinofilica coinciden en que el parasito ejerce un efecto
modulador sobre todos ellos (120-130). Estos resultados se corroboran con los obtenidos

por Titz et al. (13 1) en infecciones experimentales realizadas con A. suum en raton.

El potente efecto modulador de A. suum sobre el sistema inmune de su hospedador
podria deberse, al menos en parte, a la capacidad del parasito para alterar la funcion de
las células presentadoras de antigeno (!32). Estudios in vitro realizados con células
mononucleares de sangre periférica, células dendriticas y macrofagos, todos ellos
expuestos a extractos de A. suum y previamente estimulados con lipopolisacarido,
muestran una disminucion en la secrecion de citocinas por parte de estas células, lo que
indica una actividad moduladora del parasito sobre estos tipos celulares (119,127,133

). En el caso de las células dendriticas se ha observado, ademas, que A. suum interfiere
en su capacidad para activar y estimular la proliferacion de células T especificas de

antigeno (1 19,132).



2.5.4. Mecanismos patogénicos

Los mecanismos patogénicos en la ascariosis porcina a nivel molecular tampoco
son bien conocidos. Se ha sugerido que las lesiones que aparecen en el higado y los
pulmones, asi como en el intestino al inicio de la infeccion, surgen como consecuencia
del dafio mecanico infligido por la penetracion y migracion de las larvas y de la respuesta
inmune inflamatoria asociada a su migracion y a la liberacion de material antigénico
(82,86,130). En cuanto a las deficiencias nutricionales resultantes de la presencia de los
vermes adultos en el intestino delgado, se ha postulado que podrian deberse, al menos en
parte, a alteraciones inducidas por el parésito en el transporte de nutrientes, las cuales
conducirian a una disfuncion en la absorcion gastrointestinal. En efecto, se ha observado
que tejidos intestinales de cerdo muestran deficiencias en el transporte de glucosa, alanina

y dipéptidos al estar en contacto con 4. suum (137,13%).

2.6. Diagnostico de la ascariosis porcina

El diagndstico es necesario para determinar la presencia, prevalencia e intensidad
del parasito en un animal o una explotacion y valorar si es necesario aplicar ciertas
medidas de control o si las que ya existen son efectivas. También es parte fundamental
de los estudios epidemioldgicos. Los métodos que se emplean para identificar esta
parasitosis son diversos y van desde procedimientos basados en la observacion directa de
vermes, huevos o lesiones hasta pruebas seroldgicas (139). La identificaciéon molecular
por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) se utiliza para realizar analisis
comparativos entre Ascaris de origen porcino y humano (!40-142) o para detectar la
presencia de 4. suum en el hospedador humano (1473), pero no se destina al diagndstico
rutinario de la ascariosis porcina. Las limitaciones que presentan los distintos métodos,
junto con el carécter subclinico de la ascariosis porcina, son los principales factores

responsables de que esta parasitosis haya sido infravalorada por ganaderos y veterinarios

(139).

2.6.1. Observacion de vermes en las heces o el intestino delgado

El diagnodstico de la ascariosis porcina se puede llevar a cabo mediante la
observacion directa de vermes del parasito, bien en las heces de los animales infectados,
al ser expulsados de forma natural o tras un tratamiento antihelmintico, bien post mortem

en el intestino delgado de los cerdos sacrificados en un matadero (1,52). Este método



puede dar lugar a falsos negativos, pues los animales pueden estar parasitados con
estadios larvarios, los cuales pueden no ser detectables o distinguibles en dichos

materiales biologicos (82).

2.6.2. Analisis coprologicos

La deteccion de huevos del parasito en las heces también puede probar la presencia
de A. suum en cerdos. Esta se lleva a cabo mediante diversas técnicas, entre las que se
encuentran las de Kato-Katz, MIF (mertiolato-yodo-formol), flotacion, sedimentacion
(como el método Telemann), McMaster y Stoll (144). Todas ellas son técnicas
principalmente cualitativas, ya que solamente permiten determinar si el parasito esta
presente en el hospedador, a excepcion de las dos ultimas, que posibilitan hacer una
estimacion del nimero de huevos por gramo de heces (82,144). No obstante, el nimero
de huevos en las heces no es representativo del nlimero de vermes adultos en el intestino
delgado, ya que los huevos solo son liberados por las hembras del parésito y la cantidad
que producen depende de distintos factores, como el momento de la infeccién u otros

asociados al parasito o al hospedador (144).

Los andlisis coprologicos son faciles de realizar y precisan de materiales
relativamente econdmicos, pero presentan algunos inconvenientes. Son laboriosos y
requieren tiempo, por lo que no son eficientes cuando se trata de examinar un nimero
elevado de muestras. Ademas, tienen baja sensibilidad (£2). Con frecuencia, dan lugar a
falsos negativos, cuando en el hospedador aparece un unico verme o solamente vermes
inmaduros o vermes maduros de un solo sexo (81,282,145). Asimismo, es habitual
observar falsos positivos como resultado de la coprofagia o geofagia, especialmente

cuando se detectan pocos huevos (146).

2.6.3. Observacion de lesiones en el higado o los pulmones

La observacion post mortem de lesiones en el higado o los pulmones puede indicar
una infeccion por 4. suum. Las lesiones mas caracteristicas son las «manchas de lechey,
principalmente las que aparecen en el higado, mientras que en los pulmones se pueden

encontrar, ademas, signos de neumonia o pleuritis (! 39).

Al igual que ocurre con los huevos que aparecen en las heces, la cantidad de
lesiones que se observa en el higado no se relaciona con el nimero de vermes adultos en

el intestino delgado (22). En efecto, pueden existir «manchas de leche» en el higado y no



encontrarse vermes en el intestino delgado, lo cual significaria que la infeccion es reciente
o que ya ha sido resuelta por el sistema inmune. No obstante, cuando estas lesiones estan
presentes, es muy probable que la infeccion exista (52,147). Dado que las «manchas de
leche» solamente reflejan una migracion larvaria reciente (de 5 a 6 semanas) (%1), este
método no permite identificar infecciones a largo plazo. Por tanto, presenta una alta
sensibilidad y una baja especificidad (82,147). Pese a que lesiones similares pueden ser
ocasionadas por otros parasitos, se asume que las «manchas de leche» que aparecen en
sistemas de produccion comerciales en zonas templadas son producidas por 4. suum (51).
Otro de los principales inconvenientes de esta técnica es que la evaluacion visual de los

higados es muy subjetiva, especialmente cuando presentan pocas lesiones (52,147).

2.6.4. Técnicas serologicas

Las desventajas asociadas a los métodos de diagndstico convencionales han
suscitado la necesidad de crear alternativas, como las pruebas seroldgicas, basadas en la
deteccion de anticuerpos especificos frente al parasito en muestras de suero de cerdos.
Dadas las caracteristicas que presenta la ascariosis porcina, el diagndstico debe estar
dirigido a la deteccion tanto de los estadios larvarios como de los vermes adultos,
condiciéon que no cumple ninguno de los métodos anteriores y que podrian suplir las
técnicas serologicas (). Ademas, estas técnicas han mostrado ser més sensibles que los
métodos descritos anteriormente (!4%). Sin embargo, también presentan algunos
inconvenientes. No distinguen entre infecciones presentes y pasadas (77) y, por lo
general, se precisa de personal técnico especializado para llevar a cabo la obtencion de
las muestras (22). Pese a que los estudios conducentes al desarrollo de un test serologico
para el diagndstico de las infecciones producidas por 4. suum se iniciaron hace algunas

décadas, su creacion y comercializacion es relativamente reciente (139).

Inicialmente, se emplearon ensayos de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) y/o
Western blot para detectar anticuerpos anti-A. suum en suero de cerdos frente a diferentes
extractos del parasito, bien de larvas, bien de adultos, los cuales mostraron ser efectivos
para el diagnostico de la ascariosis porcina. Sin embargo, algunos de estos ensayos no
presentaron valores de sensibilidad y/o especificidad adecuados, aunque esto pudo
deberse a que, para validar la técnica, se utilizaron métodos de diagnostico
convencionales (149-151). En todo caso, ninguno de ellos lleg6 a tener una aplicacion

practica (139). Mas adelante, se desarrolld6 un ELISA empleando una tUnica molécula



como antigeno, una hemoglobina purificada del fluido pseudocelomico de vermes adultos
de A. suum (AsHb). Al evaluar su capacidad diagndstica en cerdos infectados
experimentalmente con 4. suum, esta prueba mostré elevada sensibilidad y especificidad
en la deteccion de la ascariosis porcina a largo plazo (152). De hecho, la sensibilidad de
este método fue superior a la de los analisis coproldgicos y la observacion de «manchas
de leche» en el higado (139). Actualmente, este test serologico se comercializa y tiene
aplicacion practica en el diagnostico de esta parasitosis (SERASCA®-test y MonoScreen
AbELISA Ascaris suum). Posteriormente, se ha probado un ELISA que utiliza como
antigeno un homogenado proteico de la L3 pulmonar, el cual revela elevada sensibilidad
y especificidad y, por ende, también podria ser 1til para el serodiagnéstico de la ascariosis

porcina (153,154).

2.7. Control de la ascariosis porcina

Puesto que, en la mayoria de los casos, la infeccion producida por A. suum en
cerdos cursa sin manifestaciones clinicas, la ascariosis porcina pasa generalmente
inadvertida en las explotaciones. Ademas, una vez que el parasito se introduce en una de
ellas, resulta muy dificil su completa eliminacion debido a las caracteristicas biologicas
que presenta y a la propia configuracion de las granjas. Por ello, es fundamental la
profilaxis, que se basa, actualmente, en el tratamiento con antihelminticos. No obstante,
para lograr un control efectivo de esta parasitosis, el tratamiento farmacoldgico debe ir

acompafiado de unas correctas practicas de manejo (£2).

2.7.1. Tratamiento farmacologico

Cuando se selecciona un tratamiento preventivo contra la infeccion producida por
A. suum se consideran varios factores, como la eficacia que presenta contra los distintos
estadios del parésito, el margen de seguridad del fArmaco, su espectro de actividad, el
modo de administracion y el coste (¢2). Son numerosos los compuestos quimicos que han
demostrado ser eficaces contra los vermes adultos de A. suum. Entre ellos se encuentran
organofosfatos  (diclorvos), imidazotiazoles (levamisol), piperazina, pirantel,
benzimidazoles (cambendazol, fenbendazol, flubendazol, oxibendazol, oxfendazol) y
lactonas macrociclicas (ivermectina, doramectina, abamectina) (! 55-1623). Parte de estos
compuestos, como pirantel, fenbendazol, flubendazol, ivermectina y doramectina,

también han mostrado eficacia contra las fases larvarias del parasito (83,157,164-160).



Recientemente, Dmitryjuk ef al. (167) han demostrado in vitro el efecto ovicida contra 4.
suum del benzimidazol S-metil-(2-metoxicarbonilamino-benzoimidazol-5) tiosulfonato.
De todos ellos, los mas empleados actualmente son los pertenecientes a los grupos de
benzimidazoles y lactonas macrociclicas (1 6%). Todos los antihelminticos modernos son
altamente eficaces, muy seguros y de amplio espectro. El modo, la dosis y el periodo de

administracion, asi como el coste del tratamiento, varian con cada antihelmintico (£2).

A pesar de que A. suum es, hasta el momento, extremadamente susceptible a los
antihelminticos utilizados (16%), la aplicaciéon masiva de estos farmacos entrafia algunos
inconvenientes. En primer lugar, los tratamientos no se aplican de forma sistematica y el
plan de tratamiento varia dependiendo de la explotacion y la clase de animal. Dada la
actividad residual nula o limitada que presentan estos medicamentos, los cerdos estan
expuestos continuamente a nuevas infecciones, por lo que seria necesario persistir en la
aplicacion repetida del tratamiento para que este tuviera un efecto sobre la presencia del
parésito en la granja. De hecho, para disminuir la intensidad de una parasitosis en una
explotacion, la frecuencia del tratamiento deberia estar basada en el periodo de
prepatencia del parasito, que en 4. suum es de 6 semanas. En segundo lugar, el modo de
administracion del fArmaco mas sencillo y econémico es el que se lleva a cabo por via
oral, pero esto proporciona una dosis variable a los distintos individuos cuando se
administra a un grupo de cerdos a partir de una misma fuente. Por el contrario, la
inyeccion del medicamento es mas precisa en cuanto a la dosis, pero es costosa en tiempo,
trabajo y dinero, ademas de presentar un tiempo de retirada mayor. En tercer lugar, debido
al bajo grado de absorcion que presentan algunos de estos fAirmacos, los animales tratados
excretan elevadas cantidades de estas sustancias (%2), las cuales son, ademas,
parcialmente resistentes a la degradacion (169). De este modo, las aguas residuales y la
utilizacion de excrementos animales para abonar la tierra propagan estos compuestos y
sus residuos, lo que puede tener consecuencias perjudiciales a largo plazo sobre el medio
ambiente y los seres vivos (82,169-172). Por tltimo, aunque hasta el momento no se ha
denunciado resistencia antihelmintica en 4. suum, el hecho de que si haya surgido en otros
parasitos porcinos, como Oesophagostomum spp., y en especies filogenéticamente
proximas a 4. suum, como el pardsito equino P. equorum (1 73-176), sugiere que malas
practicas continuadas en la aplicacion de estos tratamientos podrian conducir a la

aparicion de resistencia antihelmintica en 4. suum (22).



2.7.2. Estrategias de control alternativas al tratamiento
farmacologico

Los inconvenientes asociados a la aplicacion masiva de antihelminticos sugieren
la necesidad de crear medidas de control alternativas para prevenir las infecciones

producidas por 4. suum (82).

2.7.2.1. Vacunacion

Una de estas aproximaciones es la vacunacion. El hecho de que los cerdos
desarrollen rapidamente una resistencia natural a reinfecciones por A. suum sugiere la
posibilidad de que dicha estrategia pudiera resultar eficaz. Sin embargo, y aunque las
investigaciones en este contexto comenzaron hace mas de medio siglo, los ensayos de
proteccion desarrollados hasta el momento no se han traducido en la comercializacion de
una vacuna eficaz frente a la ascariosis porcina. Las particularidades que presenta 4.
suum, afadidas a las dificultades que entrana el desarrollo de cualquier vacuna,

explicarian este estancamiento (22).

Los primeros ensayos en esta linea datan de los afios 60, cuando Taffs observo
proteccion frente a A. suum al inmunizar cobayas con suero de animales previamente
infectados y detectd anticuerpos anti-A. suum en cerdos inmunizados con extractos del
aparato reproductor de hembras del parasito (177,178). En las décadas posteriores, se
realizaron diversos ensayos en los que se inocularon huevos de 4. suum atenuados con
radiacién ultravioleta a cerdos. Los animales inmunizados desarrollaron una fuerte
resistencia a la infeccion por el parasito, pues el nimero de adultos en el intestino delgado
o de larvas en los pulmones se redujo en mas del 85 % respecto a los animales no
inmunizados (179-181). Porcentajes inferiores se obtuvieron al inocular a cerdos
diferentes extractos del parésito (productos derivados de huevos infectivos, productos
excretores/secretores de larvas o fragmentos de la cuticula de larvas o adultos) mezclados
con un adyuvante (hidréxido de aluminio o adyuvante incompleto de Freund). Aunque
estas formulas indujeron una respuesta protectora frente a la migraciéon pulmonar del
parésito, también provocaron una marcada respuesta patoldgica en el higado (181,182).
En modelos de ratdn, otros extractos antigénicos (extracto crudo de adulto, de la cuticula
de adulto o de larva infectiva) provocaron una reduccion del 50-60 % en el numero de
larvas en los pulmones al ser administrados junto con monofosforil lipido A como

adyuvante. A esta inmunidad protectora contribuyeron anticuerpos IgG especificos contra



A. suum, los cuales se incrementaron tras la inmunizacion (! 23). El extracto crudo de
vermes adultos también se administré encapsulado en liposomas y con levamisol como
adyuvante, proporcionando una proteccion cercana al 90 % frente a la migracion larvaria
en la infecciéon de desafio (1%4). El empleo de antigenos menos complejos, como
fracciones proteicas de fluido pseudocelomico de vermes adultos emulsionadas en
adyuvante incompleto de Freund, tuvo como resultado una reduccion de hasta el 56 % en
el nimero de lesiones en el higado y de hasta el 93 % en el numero de larvas migratorias
en los pulmones en los cerdos inmunizados (!%5). La inmunizacion de cerdos con una
malato deshidrogenasa purificada de vermes adultos de 4. suum mezclada con adyuvante

completo de Freund estimul6 la produccion de anticuerpos especificos (126).

A comienzos del siglo XXI, se empezaron a utilizar proteinas recombinantes de
A. suum en los ensayos vacunales. Ratones y/o cerdos inmunizados con las proteinas
rAsl4, rAsl6, rAs24 y rAs37, en presencia de diversos adyuvantes (subunidad B de la
toxina del colera, adyuvante completo de Freund o AddaVax), manifestaron una
reduccion de entre el 49 y el 64 % en el nimero de larvas en los pulmones (157-191). Un
resultado similar se obtuvo al utilizar una enolasa en un modelo de raton (192).
Recientemente, se han producido dos proteinas quiméricas, una en base a los epitopos de
las proteinas rAs14, rAsl16 y rAs37 y otra basada en epitopos conservados en helmintos
con elevada reactividad frente a sueros hiperinmunes a A. suum. Ambas se administraron
a ratones combinadas con el adyuvante monofosforil lipido A, mostrando una reduccién
de en torno al 73 y al 50 %, respectivamente, en el nimero de larvas en los pulmones, asi
como una disminucion en la inflamacién pulmonar (193,194). La inmunizacién con las
proteinas recombinantes mencionadas provoco, en todos los casos, un aumento en los
niveles de IgG en suero (187-194). Muchos de estos ensayos aportaron, ademas, datos
sobre citocinas, observandose un incremento en los niveles de IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5,
IL-10 e IL-13 en los animales inmunizados (1 £5-192,194). Por consiguiente, la respuesta
inmune inducida por la vacunacién se asocid, bien con una respuesta de tipo Th2, bien

con una respuesta mixta Th1-Th2 (187-191,194).

2.7.2.2. Control biologico

Otra estrategia de control alternativa al tratamiento farmacologico consiste en el
control bioldgico del parésito. En los ultimos afios, diversos estudios han puesto de

manifiesto el potencial antihelmintico contra 4. suum de algunas plantas, hongos y



bacterias. Asi, se ha observado que mezclas de aceites esenciales de origen vegetal
agregadas a la comida de cerdos reducen en ellos el nimero de vermes adultos del parasito
y de huevos en las heces (195). Extractos de la achicoria comUn (Cichorium intybus), de
la harina de karité (Vitellaria paradoxa), de la cascara de granada (Punica granatum), de
la corteza de pino (Pinus sp.) o de la flor de trébol blanco (7rifolium repens), entre otras
plantas, han mostrado capacidad para reducir la motilidad, migracion y/o supervivencia
in vitro de los estadios larvarios L3 y L4 del parasito (1 96-199). Extractos de otras plantas,
como el ajo (Allium sativum) o el calabacin (Cucurbita pepo), inhiben el desarrollo de
huevos del parasito in vitro (200). Asimismo, los hongos Pochonia chlamydosporia,
Clonostachys rosea y Trichoderma atrobrunneum tienen actividad ovicida contra A.
suum (201,202). La bacteria Bacillus thuringiensis ha demostrado tener un efecto
deletéreo sobre el parasito in vitro, al reducir la motilidad de las L4 y la supervivencia de
los vermes adultos, e in vivo, disminuyendo considerablemente el nimero de L4 en el

intestino delgado de cerdos infectados experimentalmente con A. suum (203,204).

2.7.3. Practicas de manejo en las granjas

Una vez que 4. suum estd presente en una explotacion, puede dispersarse
facilmente por toda su extension con el desplazamiento de los animales y el transporte de
materiales contaminados (52). Unas practicas de manejo eficaces y unas condiciones de
higiene adecuadas son esenciales para reducir la presion de la infeccion por este parasito
en las explotaciones porcinas, y mas ain cuando no existe un tratamiento antihelmintico
o la aplicacion de este se realiza de forma incorrecta (205,2006). Asi, existen numerosos
aspectos relacionados con la gestion de una explotacion que pueden ser clave en la

distribucion, prevalencia e intensidad del parésito en ella (£2).

La limpieza frecuente y apropiada de los establos es indispensable para eliminar
o reducir la presencia de huevos del parasito en las instalaciones (%2). Otras practicas,
como disminuir el contacto entre los animales y sus excrementos, hacer un manejo y
procesamiento adecuados del estiércol, aplicar esquemas de rotacion de pastos en
sistemas de cria de cerdos al aire libre y aumentar la precaucion al importar cerdos de
explotaciones externas, son esenciales para conseguir dicho objetivo (206-209). Otro
factor a tener en cuenta es el sistema de produccion. Generalmente, los sistemas de
ganaderia intensiva presentan menor diversidad e intensidad de helmintos parasitos que

los sistemas de ganaderia extensiva, los cuales muestran mayores prevalencias de 4. suum



(208,210). Sin embargo,
los inconvenientes que
presenta la ganaderia
industrial (cuestionable
bienestar animal y uso
de medicamentos) estan
provocando la aparicion
de sistemas ecologicos

caracterizados por una

mayor calidad de vida

de los animales (crianza  Figura 10. Cerdos ibéricos criados al aire libre alimentandose de hierba

) . y bellotas en una parcela situada en la provincia de Salamanca (Espafia).
al aire libre y acceso a

mejores areas de descanso), peores condiciones de higiene y la ausencia de profilaxis,

constituyendo estos ultimos ambientes més favorables para los pardsitos (205,209)

( )-

2.8. Implicacion sanitaria y economica de la ascariosis
porcina

La ascariosis desencadena una serie de procesos fisiopatoldgicos en los cerdos que
tienen un impacto negativo sobre la salud y el rendimiento de los animales parasitados,
generando, a su vez, importantes pérdidas econémicas en la industria porcina. Todo ello
depende del nivel de exposicion del hospedador al parasito, del estadio de la infeccion y
del estado inmunitario, nutricional y fisioldgico del cerdo, entre otros factores. Parte de
estas pérdidas se deben a la disminucion de la eficiencia de la produccion por la reduccion
del consumo de alimento, de la eficiencia de conversion de dicho alimento vy,
consecuentemente, de la ganancia de peso del cerdo infectado. Pese a que resulta dificil
diferenciar los efectos asociados a 4. suum de los ocasionados por infecciones parasitarias
multiples, las cuales afectan con frecuencia al ganado porcino, se han obtenido algunos
datos que ofrecen una vision general de las consecuencias que esta parasitosis tiene sobre
el rendimiento de los cerdos (21). Asi, Forsum et al. (Y5) observaron una reducciéon del
28 % en el consumo de alimento diario de cerdos infectados experimentalmente con 4.
suum 'y Urban et al. (21 1) hallaron una disminucion del 21 % en la ganancia de peso en

cerdos no tratados expuestos de forma natural al parasito, frente al grupo tratado con



antihelminticos. Asimismo, disminuye la calidad del producto carnico. Por ejemplo, se
ha sefialado que cerdos infectados de forma natural con 4. suum presentan una reduccién
del 4 % en el tamano del jamoén y un incremento de la relacion grasa-carne. También
existen pérdidas asociadas al decomiso de o6rganos, principalmente de higados afectados

por la migracién larvaria, que se endurecen y no son adecuados para consumo humano

Ademas de las pérdidas econdmicas derivadas directamente de la ascariosis
porcina, se producen otros costes indirectos, como los relacionados con el control de la
parasitosis, principalmente relativos al uso de antihelminticos. Entre estos efectos
indirectos también se encuentran las pérdidas asociadas al aumento de la susceptibilidad
o patogenicidad de infecciones bacterianas y virales (£1), asi como las producidas por la
reducciéon que A. suum provoca en la eficacia a la vacunaciéon contra la bacteria
Mycoplasma hyopneumoniae (2 12). La modulacion que el parasito ejerce sobre el sistema
inmune de su hospedador alteraria los mecanismos requeridos para responder a estos
patdgenos o para hacer efectiva la vacunacion contra ellos (212,2173). Este aumento en la
patogenicidad se ha observado en coinfecciones porcinas de A. suum y la bacteria
Escherichia coli, en las que también se ha sefialado que esta ultima es transportada desde
el intestino hasta los pulmones por las larvas migratorias del parésito (214). Asimismo,
la tasa de eliminacion de E. coli de pulmones que presentan larvas de A. suum disminuye
con respecto a aquellos 6rganos no parasitados (215). En dos modelos de ratén, uno
inoculado con la bacteria Pasteurella multocida y otro con el virus de la gripe porcina, se
ha observado que la migracion de las larvas de 4. suum por los pulmones provoca mayor

vulnerabilidad a las infecciones producidas por estos patdgenos respiratorios (2 13,2 16).

Aunque es dificil valorar el impacto econdmico asociado a la ascariosis porcina,
algunas estimaciones situan las pérdidas derivadas de los efectos directos e indirectos de
la parasitosis, sin tener en cuenta el decomiso de 6rganos, en 5-8 € por cerdo, mientras
que las pérdidas por higado desechado serian de en torno a 2,50 € (14%). Estas pérdidas
son especialmente significativas en aquellas regiones en las que la industria porcina
constituye un motor econdémico importante (¢1). El cerdo es la segunda carne mas
consumida en el mundo y la primera en Europa y Asia. Ademas, se espera que el consumo
de este producto se incremente en un 13,1 % para 2030, representando entonces el 34 %
del total de proteinas procedentes de fuentes carnicas (2 17). Los mayores productores de

carne de cerdo en el mundo son China, la Unién Europea y Estados Unidos. Espaiia se



encuentra a la cabeza de la Union Europea, tanto en la cria de cerdos (alrededor de 34,5
millones de animales en diciembre de 2021) como en la produccion de carne (5180
toneladas en 2021). Castilla y Ledn ocupa el tercer puesto en los registros nacionales de

ambos indicadores, por detras de Catalufia y Aragén (21%).

A las consecuencias econdmicas hay que afadir los problemas sanitarios que
entrafia la ascariosis porcina, debido al potencial zoonético que presenta A. suum. Existen
varios casos clinicos descritos en humanos que se han atribuido a este parésito. En la
mayor parte de ellos no se ha observado que A. suum complete su ciclo bioldgico, dando
lugar al denominado sindrome de larva migratoria visceral. Generalmente, estos casos
transcurrieron con manifestaciones pulmonares y/o hepaticas, principalmente infiltrados
de eosinofilos, asi como eosinofilia o niveles elevados de IgE (219-222). Asociados a este
mismo sindrome existen algunos casos de encefalopatia y mielitis, como los descritos por
Inatomi et al. (223) y Umehara et al. (224), en los que se detectaron multiples lesiones
cerebrales e inflamacion de la médula espinal, respectivamente, con las subsecuentes
alteraciones sensoriales y motoras. Recientemente, se ha publicado un caso diagnosticado
mediante técnicas moleculares en el que 4. suum si completd su ciclo bioldgico en el
hospedador humano (143). La mayor parte de estos casos han sido descritos en personas
procedentes de entornos en los que existe ganado porcino, principalmente de Japon. Otros
estudios, realizados en Estados Unidos y Dinamarca, al comparar mediante analisis
moleculares vermes procedentes de cerdos y humanos, han determinado que infecciones

humanas producidas por Ascaris tienen el cerdo como fuente de infeccion (42,43).

2.9. A. lumbricoides versus A. suum

A. lumbricoides es un parasito que afecta al ser humano y que estéd estrechamente
relacionado a nivel filogenético con 4. suum. Ambas especies son morfolégicamente
indistinguibles, presentan ciclos biologicos idénticos (55) y, aunque existe una
preferencia de A. lumbricoides hacia el hospedador humano y de 4. suum hacia el
hospedador porcino, ambas pueden completar su ciclo bioldgico en los dos hospedadores
(225). Ademas, se ha observado que existe transmision cruzada, flujo génico e hibridacion
entre ellas (28,29,226,227). Todo ello genera profunda confusiéon y controversia en
cuanto a si 4. suum y A. lumbricoides constituyen una nica especie o si son dos especies
diferentes estrechamente relacionadas a nivel genético. Aunque algunos estudios

genéticos arrojan datos que apoyan la primera hip6tesis (26,228,229), tienen mayor peso



aquellos que sostienen el segundo supuesto (27,29,35), pues hasta el momento se
consideran dos especies diferentes. Dada la similitud entre ambos parasitos y entre sus
hospedadores, A. suum y las infecciones porcinas que produce representan un excelente

modelo para estudiar 4. lumbricoides y la ascariosis humana (26,98,119,230).

A. lumbricoides es el nematodo intestinal mas grande que afecta al ser humano, el
geohelminto pardsito mas prevalente y con una distribucion mas amplia y uno de los
pardsitos mas abundantes en todo el mundo (55,77,231,232). Segln las ultimas
estimaciones realizadas en 2013, mas de 800 millones de personas estan infectadas por
este parasito y la ascariosis se encuentra entre las ocho causas que afectan a mas del 10
% de la poblacion mundial, siendo la tinica parasitosis presente en dicho ranking (233).
Las prevalencias mas elevadas de la ascariosis humana aparecen en Africa, Asia y
América Central y del Sur (55). En 2010 se estim6 que, en 47 paises, esta prevalencia
excedia el 20 % en al menos una region del territorio (232) ( ). Dado que esta es
una helmintiasis transmitida por el suelo, predomina en zonas que presentan condiciones
de higiene y saneamiento deficientes, asi como un acceso limitado a agua potable, tanto
en paises en vias de desarrollo como en las zonas mas vulnerables de paises con mas
recursos (234) ( ). Actualmente, la ascariosis humana es considerada por la OMS

una enfermedad tropical desatendida (6).

M 20-50 %
. 10-20 %
H1-10%
O<1%
Figura 11. Mapa de distribucion de A. lumbricoides. Los paises endémicos del parasito aparecen
coloreados. Las distintas intensidades de color rojo reflejan diferentes intervalos de porcentajes de
prevalencia. Los paises que se muestran sin colorear corresponden a aquellos que no son endémicos del

parasito. Figura creada con . Modificada de (232).



La intensidad de la infeccion por
A. lumbricoides en sus hospedadores
estaria  determinada por  factores
genéticos, inmunoldgicos, ambientales y
de comportamiento, que aumentan o
disminuyen el grado de exposicion y
predisposicion al parésito. Estos mismos
factores determinarian la distribucion y
prevalencia de esta especie en el mundo
(55). Generalmente, la prevalencia e
intensidad de la infecciéon disminuyen
con la edad, por lo que los datos mas
elevados aparecen en niflos |y

adolescentes, los cuales  sufren

deficiencias nutricionales, retardo en el
crecimiento y alteracion del desarrollo  Figura 12. Nifio panamefio bebiendo agua de una
. .- tuberia semienterrada en el suelo.

fisico y cognitivo (230,23 1,234). A pesar
de que la inmunidad adquirida podria favorecer esta variabilidad, otros factores, como

diferencias en el comportamiento de nifos y adultos, podrian explicar este hecho (235)
( )-

La infecciébn por A. lumbricoides es normalmente asintomatica o produce
sintomas leves no especificos que dependen de la intensidad y de la fase de la infeccion.
Las larvas pueden dar lugar al sindrome de Loeffler, con sintomas como tos, disnea y
hemoptisis, apareciendo pleuritis y efusion pleural en raras ocasiones. Los vermes adultos
pueden causar abdomen agudo, obstruccion del intestino delgado, vdlvulo e
intususcepcion, especialmente en nifios, e invadir orificios, conduciendo a apendicitis,
peritonitis, colecistitis, pancreatitis, colangitis, célico biliar o absceso hepatico (

). En los casos mas graves se puede producir perforacion del intestino. También pueden
alterar la microbiota intestinal. Todo ello conduce a la apariciéon de sintomas como
astenia, falta de apetito, malestar abdominal y diarrea, desencadenando la pérdida de peso.
Ademas, pueden ocasionar sangrado de la mucosa gastrointestinal, dando lugar a anemia.
Otros sintomas que pueden aparecer son ictericia, fiebre y sensibilidad abdominal. Al

igual que en el caso de la ascariosis porcina, el diagndstico de la ascariosis humana



requiere la identificacion de huevos, larvas o vermes adultos del parésito. Esto se consigue
mediante analisis coprologicos, como algunos de los ya citados, exploraciones visuales,
como la broncoscopia y la endoscopia y el posterior andlisis de las correspondientes
muestras pulmonares y géastricas, y técnicas de imagen, como la radiografia, la
— T ” :’ ; = ultrasonografia, la tomografia computarizada y la

resonancia magnética. La mayor parte de los casos se

resuelven con tratamiento antihelmintico
(principalmente albendazol o mebendazol y, de
manera alternativa, ivermectina), el cual provoca la
expulsion de los vermes adultos. No obstante,
pacientes con obstruccion, volvulo o intususcepcion
pueden requerir de laparotomia para retirar dichos
vermes y eliminar el tejido gangrenoso (234). A pesar
de las cifras tan alarmantes que presenta la ascariosis
humana, se estima que entre 1990 y 2013 su
prevalencia se habria reducido en mas del 25 % gracias

a los programas de educacion que se estan llevando a

Figura 13. Intestino delgado de un

nifio camerunés de 4 afios obstruido cabo en muchas zonas desfavorecidas y a la

por vermes de A. lumbricoides.  implementacion de medidas de higiene y sistemas de
Imagen extraida de (20). agua potable y saneamiento (233,237). En la
actualidad, el control de esta parasitosis recae sobre estos factores, junto con la
administracién masiva de antihelminticos (principalmente benzimidazoles), conforme a
lo recomendado por la OMS en areas en las que la prevalencia de A. lumbricoides supera
el 20 %. Sin embargo, estos programas de desparasitacion masiva generan cierta

controversia por su cuestionable eficiencia y los problemas que entraian (234).

3. El sistema hemostatico

La estructura general de la pared de los vasos sanguineos de los vertebrados consta
de tres capas concéntricas interconectadas: la tiinica intima, la tinica media y la tinica
adventicia, que se disponen de este modo desde la luz hacia el exterior del vaso. En la
tunica intima se encuentra el endotelio vascular, formado por una unica capa de células

endoteliales que recubre la superficie interna del vaso sanguineo (23%). Una de las



principales funciones del endotelio es controlar la fluidez de la sangre, por lo que
preservar la integridad de la pared vascular es esencial para garantizar el correcto
funcionamiento de los vasos sanguineos y mantener un estado no trombdtico en el
organismo (239,240). Ademads, cuando se produce un dafio en un vaso sanguineo, se
origina una hemorragia que es necesario detener para asegurar la supervivencia del
organismo (24 1). El sistema fisiologico responsable de reparar el dafio vascular, evitar la
extravasacion masiva de sangre y restaurar el estado original del vaso sanguineo es el
sistema hemostatico (242). Los mecanismos que conforman este sistema se agrupan en
dos rutas interrelacionadas, altamente reguladas y equilibradas: el sistema de la
coagulacion, que permite la formacioén de un coagulo sanguineo que repara la pared del
vaso danado, y el sistema fibrinolitico, que conduce a la disolucion de dicho codgulo

cuando la lesion esté reparada, restaurando el estado vascular normal (243).

3.1. El sistema de la coagulacion

Cuando un vaso sanguineo sufre un dafio, se produce inmediatamente una
vasoconstriccion que reduce el flujo de sangre hacia el area lesionada, lo que favorece la
formacion del codgulo sanguineo (241). Este codgulo surge como consecuencia de la
agrupacion de plaquetas sobre la zona dafiada y de la deposicion sobre ellas de fibrina,
proteina filamentosa que proporciona estabilidad al tapon plaquetario (243) ( ).
Estas dos fases que conforman el proceso de la coagulacion se denominan hemostasia

primaria y secundaria, respectivamente, y ambas interaccionan estrechamente (239).

Figura 14. Micrografia electronica de un coagulo sanguineo. En ¢l se pueden distinguir los eritrocitos (las
células mas numerosas y redondeadas), algunos leucocitos (célula con forma estrellada que se observa en

la esquina superior derecha) y la red de fibrina. Imagen tomada de (244).



3.1.1. La hemostasia primaria

Tras producirse un dafio en la pared de un vaso sanguineo, las estructuras
subendoteliales, entre las que se encuentra el colageno, quedan expuestas a la sangre
(245). El contacto que se produce entre la sangre y estas estructuras desencadena la
adhesion de plaquetas al subendotelio (239). La interaccion entre las plaquetas y las
estructuras subendoteliales puede ser directa o puede estar mediada por el factor de von
Willebrand (vVWF) (241). Esta proteina, circulante en el plasma sanguineo, reconoce
colageno y, al unirse a él, se ancla a la pared vascular, lo que provoca un cambio
conformacional en su estructura que permite la adhesion de plaquetas (240). La
interaccion plaqueta-subendotelio promueve la activacion de las plaquetas adheridas, las
cuales experimentan modificaciones morfoldgicas que favorecen la secrecion de las
moléculas que contienen. Estas moléculas facilitan el reclutamiento de plaquetas
adicionales, amplifican el proceso de activaciéon y contribuyen a la agregacion
plaquetaria, también mediada por el vVWF (239) ( ). De esta manera, se forma un
agregado plaquetario del tamafio necesario para taponar la lesion endotelial, al que

también se incorporan eritrocitos y leucocitos circulantes en sangre (243) ( ).

3.1.1.1. El factor de von Willebrand

El vWF es una glicoproteina multimérica sintetizada por las células endoteliales
vasculares y los megacariocitos que se almacena intracelularmente en los cuerpos de
Weibel-Palade o en los granulos a, respectivamente, desde los que se secreta a la
circulacion sanguinea (240). Es sintetizado como un monoémero, el cual experimenta
modificaciones postraduccionales complejas en el interior de la célula que lo convierten
en un conjunto de oligdbmeros, forma en la que circula en el plasma sanguineo. Esta
composicion multimérica es determinante para su funcion (247). En la hemostasia
desempeiia dos papeles fundamentales. Por una parte, se encarga de reclutar plaquetas en
el sitio del dafio vascular, iniciando la hemostasia primaria, y por otra, estd implicado en
la hemostasia secundaria al actuar como portador del factor VIII (FVIII), evitando su
degradacion proteolitica y, por tanto, su rapida eliminacion de la circulacion sanguinea
( ). Ademads de participar en la hemostasia, el vVWF esta implicado en procesos
de sefalizacion celular, inflamacioén, angiogénesis, proliferacion celular, apoptosis y

metastasis (240).



3.1.1.2. Las plaquetas

Las plaquetas son células anucleadas circulantes en sangre que se originan a partir
de sus precursores, los megacariocitos. Contienen dos tipos de granulos (los granulos a y
los granulos densos), cada uno de los cuales encierra moléculas especificas necesarias
para la funcidon plaquetaria (?42). Los granulos o contienen vWF, factores de la
coagulacion como el fibrindgeno, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) e
inhibidor de los activadores del plasminégeno 1 (PAI-1), mientras que en los granulos
densos aparecen nucleotidos como adenosin difosfato (ADP) o adenosin trifosfato (ATP),
serotonina y calcio, entre otras moléculas (24%). El fibrindgeno es importante en el
proceso de agregacion plaquetaria, ya que participa en la interaccion plaqueta-plaqueta,
mientras que los nucledtidos ADP y ATP, la serotonina y el calcio contribuyen a la
activacion plaquetaria. El tromboxano A2, eicosanoide sintetizado y liberado por las
plaquetas, también es importante en la amplificacion de la activacion plaquetaria (245).
Ademas, tanto esta sustancia como la serotonina tienen actividad vasoconstrictora. El
PDGF estimula la multiplicacion de células musculares, lo que podria acelerar la

reparacion vascular tras la lesion. El calcio participa en la hemostasia secundaria (24 1).

En su superficie, las plaquetas contienen fosfolipidos, que también desempefian
un papel fundamental en la hemostasia secundaria, y glicoproteinas, las cuales actiian
como receptores clave en los procesos de adhesion y agregacion plaquetaria, al mediar su
uniodn a proteinas de la matriz extracelular, como el coldgeno, al vWF o al fibrinégeno
(239,241). También presentan proteinas transmembrana que intervienen en la activacion

plaquetaria al actuar como receptores de tromboxano A2, serotonina o0 ADP (245).

3.1.1.3. Inhibidores de la hemostasia primaria

La amplificacion de los procesos que conducen al reclutamiento de plaquetas debe
ser regulada para que el tapon plaquetario se limite inicamente al area del vaso sanguineo
dafiada. Las células endoteliales vasculares son las principales responsables de controlar
estos procesos al producir potentes inhibidores plaquetarios, como prostaciclina y 6xido
nitrico, los cuales actian sobre mensajeros secundarios de las plaquetas (245). La
prostaciclina inhibe la adhesion y agregacion plaquetarias sobre el endotelio vascular y
ambos, tanto la prostaciclina como el 6xido nitrico, inhiben la activacion plaquetaria y

promueven la vasodilatacion (24 1).
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Figura 15. Representacion esquematica del sistema hemostatico. Se muestran los principales elementos y
procesos del sistema, asi como las interacciones que se producen entre ellos. En amarillo aparecen aquellos
que se engloban dentro de la hemostasia primaria, en verde, naranja y rojo, los correspondientes a las vias
extrinseca, intrinseca y comun de la cascada de la coagulacion (hemostasia secundaria), respectivamente,
y en azul, el sistema fibrinolitico. En verde, naranja, rojo y azul claro se representan los zimégenos o formas

inactivas de las proteinas, mientras que en sus respectivos colores oscuros se encuentran las enzimas o



proteinas activas. En morado aparecen el fibrindgeno y las distintas formas de la fibrina. En blanco se
muestran los principales inhibidores del sistema hemostatico. La flecha indica activacion, la flecha
degradada, transformacion, y el simbolo «T», inhibicién. La unién de dos factores de la coagulacion
representa la formacion de un complejo. Abreviaturas: vVWF, factor de von Willebrand; PL, fosfolipidos; F,
factor; a, activado; TF, factor tisular; TFPI, inhibidor de la ruta del factor tisular; AT-III, antitrombina III;
PC, proteina C; APC, proteina C activada; HMWK, cinindgeno de alto peso molecular; PK, precalicreina;
tPA, activador tisular del plasmindgeno; uPA, activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa; PAI,
inhibidor de los activadores del plasmindgeno; A2AP, az-antiplasmina; TAFI, inhibidor de la fibrinolisis

activable por trombina. Figura creada con

3.1.2. La hemostasia secundaria: la cascada de la coagulacion

La fibrina es el producto resultante de la cascada de la coagulacion, una serie de
reacciones enzimaticas que se producen en cadena en la que diferentes zimodgenos,
denominados factores de la coagulacion, son proteoliticamente convertidos en sus
enzimas cataliticamente activas por la accion de factores previamente activados (241).
Conforme a los diferentes mecanismos que desencadenan este complejo proceso y con el
objetivo de facilitar su estudio, la cascada de la coagulacion se divide en dos rutas
interconectadas (la via extrinseca y la via intrinseca) que convergen en una via comun
(249) ( ). Actualmente estd descrito que, en un estado fisioldgico normal, la
responsable de iniciar la cascada de la coagulacion es la via extrinseca, que activa los
factores de las vias comun e intrinseca necesarios para amplificar la respuesta
hemostatica. Esta ruta participaria tanto en procesos de hemostasia como de trombosis,
relegando el papel de la via intrinseca iniciada por contacto a procesos tromboticos y

procesos defensivos del hospedador frente a patdgenos (250).

La via extrinseca, también denominada via del factor tisular (TF), se inicia cuando
dicho factor queda expuesto a la sangre a nivel subendotelial tras producirse un dafio en
la pared vascular o tras la activacion del endotelio por sustancias quimicas, citocinas o
procesos inflamatorios (25 1). EI TF, que est4 anclado a la membrana de distintas células,
captura factor VII, mayoritariamente en su forma inactiva (FVII), y lo convierte en su
forma activa (FVIla) (250). Ambos factores forman un complejo enzimatico (complejo
TF-FVIla o tenasa extrinseco) en presencia de fosfolipidos y calcio que activa el factor X
(FXa) (241,249). La via intrinseca o via de contacto puede iniciarse de dos formas
distintas. Por una parte, cuando la sangre entra en contacto con una superficie diferente
al endotelio vascular cargada negativamente, como el colageno, lo que produce un cambio

conformacional en el factor XII (FXII) que provoca su activacion (FXIIa) (242,250,252).



El FXIla, en presencia de cininégeno de alto peso molecular y precalicreina, activa el
factor XI (FXIa) que, a su vez, activa el factor IX (FIXa), el cual da lugar al FXa (250).
Por otra parte, la via intrinseca puede activarse por medio de las rutas extrinseca y comun,
pues el complejo TF-FVIla y la trombina tienen capacidad para activar los factores IX y
X1, respectivamente, conduciendo a la formacion del FXa (242). La activacion del factor
X como resultado de ambas rutas (extrinseca e intrinseca) constituye el inicio de la via
comun. En ella, el FXa convierte la protrombina en trombina, la cual transforma el
fibrindgeno soluble en fibrina insoluble (252). La fibrina se genera en forma de
mondmeros, que se unen de manera espontanea mediante puentes de hidrogeno para dar
lugar a polimeros. En presencia de calcio, el factor XIII activado (FXIIIa) por la acciéon
de la trombina es el responsable de estabilizar la fibrina al entrecruzar los polimeros

mediante enlaces covalentes (24 1) ( ).

Sin embargo, en la fase inicial de la cascada de la coagulacion, que comprenderia
aquellos procesos promovidos por el complejo TF-FVIIa, la trombina que se genera es
insuficiente para iniciar la polimerizacion de la fibrina (24 1). Ademas, la via extrinseca
es inactivada rapidamente (24 5). Por estas razones, el proceso de coagulacion necesita ser
amplificado. Las pequefias cantidades de trombina que se producen inicialmente
conducen a la activacion de los factores VIII (FVIIIa) (al liberarlo del complejo no
covalente que forma con el vWF [252]) y V (FVa), que no tienen actividad enzimatica,
pero actian como cofactores del FIXa y del FXa, respectivamente (24 1). Estos factores
forman sendos complejos enzimaticos (el complejo FIXa-FVIlla o tenasa intrinseco y el
complejo FXa-FVa o protrombinasa) sobre la superficie de fosfolipidos de las plaquetas
en una forma dependiente de calcio, los cuales amplifican la generacion de trombina vy,
por tanto, la produccion de fibrina. A la amplificacion de este proceso también contribuye

la activacion del factor XI por parte de la trombina generada inicialmente (249) (
).

Asimismo, la trombina inicial conduce a la activacion de plaquetas al
interaccionar con ciertas glicoproteinas de su superficie, lo que provoca la desgranulacion
de los granulos a y la activacion de otros receptores plaquetarios (242,249). Esto potencia
la agregacion plaquetaria e induce la exposicion de fosfolipidos cargados negativamente
en la superficie celular, los cuales constituyen la principal superficie catalitica sobre la

que tienen lugar las reacciones de la cascada de la coagulacion (239,249) ( ).



3.1.2.1. Los factores de la coagulacion

3.1.2.1.1. El factor tisular

El TF, también denominado tromboplastina o factor III, es una glicoproteina
transmembrana que se expresa, mayoritariamente, en células de tejidos vasculares que no
se encuentran en contacto directo con la sangre, como células del musculo liso vascular
o fibroblastos de la tiinica adventicia (242,253). También puede circular en sangre, bien
como proteina soluble, bien asociado a células sanguineas y microparticulas. Ademas del
domino transmembrana que lo fija a la membrana celular, consta de un dominio
citoplasmatico que estd implicado en la transduccion de senales y de un dominio
extracelular que participa en la formacion del complejo tenasa extrinseco con el FVIIa
(253). No solo es esencial en la coagulacion sanguinea, sino que también desempeiia un
papel importante en otros procesos fisiolodgicos y patoldgicos, como angiogénesis,
embriogénesis, trombosis o inflamacion, participando en el desarrollo de afecciones como

el cancer o la enfermedad cardiovascular (254-256).

3.1.2.1.2. Los factores de tipo serina-proteasa

La mayoria de los factores de la coagulacion pertenecen al grupo de las proteasas
de serina: el FVII, el FIX, el FX, el FXI, el FXII y la protrombina (24 1). Todos ellos son
sintetizados en el higado por los hepatocitos, desde donde se secretan a la circulacion
sanguinea (257). Estan compuestos por varios dominios que conservan, por lo general,
una homologia estructural y funcional entre todos ellos. Su actividad enziméatica depende
de un dominio catalitico que contiene un centro activo que se caracteriza por la triada
compuesta por los aminodcidos serina, acido aspdartico e histidina. La especificidad de
sustrato de cada uno de ellos estd determinada por las superficies moleculares que rodean
este centro activo (245). El cambio conformacional que sufren estas proteasas de serina
durante su activacion por proteolisis es esencial para la actividad hidrolitica que ejercen

sobre los enlaces peptidicos de otras proteinas (25%).

Los factores VII, IX y X y la protrombina presentan, ademas, un dominio rico en
acido y-carboxiglutdmico (dominio GLA) en su extremo aminoterminal (257). La
carboxilacion de los residuos de acido glutamico presentes en este dominio, llevada a
cabo por la vitamina K, es esencial para la unién de estos factores a las superficies de

fosfolipidos donde son activados, por lo que son proteinas dependientes de vitamina K



(242,245). En la protrombina, a continuacion del dominio GLA se sitian dos dominios
kringle, mientras que en los factores VII, IX y X se encuentran dos dominios similares al
factor de crecimiento epidérmico (dominio EGF) (257), los cuales parecen estar
implicados en la formacion de los complejos enzimaticos de los que forman parte estos
factores (245). Enlazando estos dominios con el extremo carboxiterminal existe un
péptido de activacion en el que se encuentra el sitio o los sitios de escision que permiten

la formacion de la enzima activa (257).

Los factores XI y XII son diferentes estructuralmente a los descritos
anteriormente. El FXI es un homodimero que consta de dos dimeros unidos por puentes
disulfuro, cada uno de los cuales contiene cuatro dominios Apple seguidos del péptido de
activacion y la region carboxiterminal. Por su parte, el FXII es una proteina multidominio
que consta de dos dominios EGF, un dominio kringle, dos dominios fibronectina y un

dominio rico en prolina (257).

3.1.2.1.3. Otros factores

Los cofactores V y VIII son glicoproteinas no enzimaticas sintetizadas en los
hepatocitos y las células endoteliales, respectivamente (241,257). Ambos circulan,
principalmente, en el plasma sanguineo. Presentan varios dominios, entre los que se

encuentran aquellos que participan en su union a las membranas de fosfolipidos (257).

El fibrindgeno también es una glicoproteina sintetizada por los hepatocitos y
secretada a la circulacion sanguinea (24 1). Tiene una estructura alargada y trinodular.
Esta formado por tres pares de cadenas polipeptidicas unidas por puentes disulfuro: dos
cadenas Aa, dos cadenas B3 y dos cadenas y (259). Los aminoéacidos aminoterminales de
las cadenas Aa y B forman los fibrinopéptidos A y B, respectivamente. La escision de
estos fibrinopéptidos por la accion de la trombina convierte los polipéptidos Aa 'y B} en
cadenas a y B, respectivamente, lo que da lugar a la formacion de los mondémeros de
fibrina (257). El fibrindgeno también es importante en otros procesos aparte de la
coagulacion sanguinea, como interacciones celulares y matriciales, inflamacion y

neoplasia (259).

El FXIII es una transglutaminasa que consta de dos subunidades A y dos
subunidades B que contienen las regiones transglutaminasa y no catalitica,
respectivamente (241,257). Las subunidades A se forman en los megacariocitos y

monocitos/macrofagos y las subunidades B se sintetizan en los hepatocitos, asocidandose



ambas en el plasma sanguineo (257). El FXIIla es responsable de formar enlaces e-(y-
glutamil)-lisina entre los polimeros de fibrina, de manera que produce su

entrecruzamiento y estabilizacion (259).

3.1.2.2. Inhibidores de la cascada de la coagulacion

Al igual que ocurre con el tapon plaquetario, es importante que la fibrina se
localice tinicamente en el 4rea de la lesion vascular. Por tanto, su produccion debe estar
limitada y, para ello, existen una serie de mecanismos reguladores que actiian a distintos
niveles de la cascada de la coagulacion (252). Entre ellos destacan el inhibidor de la ruta
del factor tisular (TFPI), la antitrombina III y la proteina C activada (?42). Ademas de
estos inhibidores principales, existen otras proteinas que contribuyen a regular dicho
proceso, como la ax-macroglobulina, que se comporta como un inhibidor secundario de
proteasas de amplio espectro, el cofactor II de la heparina, que inhibe la trombina, el
inhibidor dependiente de la proteina Z, que acta sobre el FXa, la proteasa nexina, que
inhibe la trombina y el FXa, la ai-antitripsina, que inhibe los factores X y XI activados,
y el inhibidor de Cl1, que realiza su funcion sobre los factores XI y XII activados y la
calicreina (249,250,252,260). Todos ellos, excepto la a;-macroglobulina, pertenecen al
grupo de las serpinas (del inglés serpins, SERine Protease INhibitorS), una superfamilia
de enzimas ampliamente distribuida en los seres vivos que engloba numerosas proteinas

que actiian como inhibidores de proteasas de serina (261).

3.1.2.2.1. El inhibidor de la ruta del factor tisular

El TFPI es el principal regulador de la fase inicial de la cascada de la coagulacion
y el primero en actuar, al inhibir las vias extrinseca y comln neutralizando los complejos
tenasa extrinseco y protrombinasa, respectivamente (241,251,262) ( ). Se trata
de un inhibidor de proteasas de serina de tipo Kunitz que se sintetiza mayoritariamente
en las células endoteliales y los megacariocitos, aunque también puede expresarse en
otros tipos celulares (262,263). Se produce principalmente en dos isoformas (TFPla y
TFPIB), ambas responsables de inhibir el complejo TF-FVIIa, mientras que el complejo
FXa-FVa es inhibido solamente por el TFPIa (262). Estas isoformas constan de dos
dominios estructurales de tipo Kunitz que participan en la unién a los factores
constituyentes de los complejos que inhiben. El TFPla presenta, ademas, un tercer

dominio Kunitz que interacciona con la proteina S, la cual actia como cofactor. Por su



parte, el TFPIP carece de este dominio y, en su lugar, presenta un extremo carboxiterminal

modificado que le permite unirse a la superficie de las células en las que se expresa (264).

3.1.2.2.2. La antitrombina III

La antitrombina III es el inhibidor mas importante de la coagulacion (249). Se
trata de una glicoproteina que se sintetiza en el higado y circula en el plasma sanguineo
(265). Pertenece al grupo de las serpinas y neutraliza todas las proteasas de serina que
participan en el proceso de coagulacion, de manera que actia sobre la mayor parte de los
factores de la coagulacion activados: el FVIIa (dentro del complejo TF-FVIIa), el FIXa,
el FXa, el FXIa, el FXIlay la trombina (242,251,252) ( ). No obstante, su efecto
anticoagulante resulta, principalmente, de la inhibicion de la trombina y del FXa, el cual
es inactivado de manera mas eficiente en su forma libre que formando su complejo de
activacion (242,252). Presenta una estructura que esta altamente conservada entre las
serpinas, con tres laminas P, nueve hélices a y el bucle del centro reactivo, a través del
cual se une a su proteasa diana. Su mecanismo de inhibiciéon implica un cambio
conformacional que provoca la deformacion de su proteasa diana, especialmente de la
triada catalitica, lo que resulta en la inhibicion irreversible de la enzima (266). Su accidon
estd potenciada por cofactores como la heparina y el heparan-sulfato (267). La

antitrombina III también presenta actividad antiinflamatoria (265).

3.1.2.2.3. La proteina C activada

La proteina C activada es una proteasa de serina que inactiva de forma irreversible
los cofactores V y VIII activados ( ). Es la forma activa de la proteina C, un
zimogeno dependiente de vitamina K que circula en el plasma sanguineo (26%). Es
sintetizado por el higado, las células endoteliales vasculares, los queratinocitos y algunas
células hematopoyéticas. Tiene una estructura similar al resto de proteasas de serina y es
activada en la superficie celular por accion de la trombina (269). Dicha activacion
requiere de dos receptores transmembrana que son expresados en las células endoteliales:
el receptor endotelial de la proteina C y la trombomodulina, que une trombina libre (26%).
Una vez activada, la proteina C debe separarse de su receptor y unirse a la proteina S, una
glicoproteina plasmatica también dependiente de vitamina K que actua como cofactor
(252). Aparte de su actividad anticoagulante, la proteina C activada tiene un efecto
citoprotector, antiinflamatorio y antiapoptdtico, ademas de funcionar como regenerador

al estimular la neurogénesis, la angiogénesis y la cicatrizacion de heridas (270).



Al unirse a trombomodulina, la trombina sufre un cambio conformacional que
elimina su capacidad para actuar sobre el fibrindgeno y activar plaquetas o factores de la

coagulacion, como el FV o el FXIII (242,245).

3.2. El sistema fibrinolitico

Puesto que la aparicion de pequeiias lesiones en el sistema vascular es frecuente,
la formacion de codgulos sanguineos que detienen el sangrado se produce de manera
constante, los cuales podrian llegar a obstruir la luz del vaso sanguineo si persistieran tras
la reparacion del dafo (245). Para evitar este hecho y restaurar y mantener la integridad
vascular y el equilibrio hemostatico después de cualquier lesion, es importante que el
coagulo formado sea eliminado una vez que el dafo ha sido reparado (242). De esto se
encarga la plasmina, enzima central del sistema fibrinolitico que degrada la fibrina que

forma parte del coagulo sanguineo (243).

3.2.1. El plasmindgeno y la plasmina

El plasmindgeno es el precursor inactivo de la plasmina. Se trata de una
glicoproteina que principalmente se sintetiza en el higado y se secreta a la circulacion
sanguinea, aunque también puede producirse en otros 0rganos y encontrarse en fluidos
extravasculares (200,271,272). Consta de siete dominios: un dominio PAN/Apple
aminoterminal, cinco estructuras homologas de triple 1azo denominadas dominios kringle
y un dominio serina-proteasa carboxiterminal. Cuatro de los cinco dominios kringle
contienen sitios de unién a lisina, los cuales median la unién del plasmindgeno a los
residuos de lisina de la fibrina o de receptores localizados en la superficie de ciertas
células (260,272). El plasmindégeno, preferentemente tras este proceso de fijacion, es
convertido en plasmina por la accion de distintos activadores que provocan la rotura del
enlace peptidico Arg®$!-Val>*? del plasminogeno (273) ( ). La plasmina generada
consta de dos cadenas unidas por puentes disulfuro: una cadena pesada derivada del
extremo aminoterminal que contiene los dominios kringle y una cadena ligera que alberga
el dominio que encierra el centro activo con la triada catalitica caracteristica de las

proteasas de serina (274).

La modificacion postraduccional del plasminogeno por glicosilacion da lugar a
dos variantes denominadas glicoformas I y II del plasmindégeno. La porcion de

carbohidratos de la molécula es la responsable de regular su afinidad por los distintos



receptores (260). De esta manera, cada una de las glicoformas presenta una actividad
biologica diferente. La glicoforma I parece ser mas importante en la fibrinolisis
intravascular, mientras que la glicoforma II tiene mayor afinidad por las superficies
celulares (272). En cuanto a su conformacion, el plasminéogeno adopta dos
configuraciones diferentes, cerrada y abierta, siendo esta ultima la que facilita su
activacion. La forma circulante del plasminogeno esta en conformacion cerrada y
presenta acido glutdmico en su extremo aminoterminal (Glu-Plg). Cuando el Glu-Plg se
une a fibrina o a una superficie celular, adopta una conformacion abierta y puede ser
convertido en formas modificadas por proteolisis, debido a la acciéon que ejerce la
plasmina sobre algunos de sus puentes peptidicos. Estas formas modificadas también
estan en conformacion abierta y poseen en su extremo aminoterminal los aminoécidos
lisina, valina o metionina (cominmente denominadas Lys-Plg) (272,273,275). Aunque
tanto las formas abiertas de Glu-Plg como de Lys-Plg pueden ser convertidas en plasmina
por la accion de los activadores del plasmindgeno, el Lys-Plg tiene mayor capacidad para

unirse a los receptores y ser activada (260,272).

La plasmina, enzima proteoliticamente activa del plasminégeno, es la responsable
de degradar el codgulo sanguineo al producir la lisis de fibrina en productos de
degradacion de la fibrina, razon por la cual también se denomina fibrinolisina (242)
( ). Sin embargo, la plasmina es una proteasa de serina cuya especificidad de
sustrato no se limita a la fibrina, de manera que también puede participar en otros procesos
proteoliticos que no estan directamente relacionados con la eliminacidon de coagulos

sanguineos (270).

3.2.2. Activadores del plasminogeno

Los dos principales activadores del plasminogeno son el activador tisular del
plasminégeno (tPA) y el activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa (uPA). Otras
proteasas, como la calicreina, el FXla y el FXIla, también son capaces de activar el
plasmindgeno en determinadas condiciones, aunque representan un pequeio porcentaje

de la actividad generadora de plasmina en el plasma sanguineo (260).

3.2.2.1. El activador tisular del plasminogeno

El tPA es una glicoproteina sintetizada principalmente por las células endoteliales

vasculares, aunque también se expresa en células extravasculares, como neuronas y



células gliales (260,277). Consta de cinco dominios estructurales; en la region
aminoterminal contiene un dominio de tipo fibronectina (dominio finger), un dominio
EGF y dos dominios kringle homologos a los del plasminégeno, mientras que en la region
carboxiterminal presenta el dominio serina-proteasa que contiene el sitio activo. Es
secretado a la circulacion sanguinea como una proteasa de serina de cadena sencilla (sc-
tPA), que es convertida en una molécula de cadena doble (tc-tPA) por proteolisis ejercida
por la plasmina. Al contrario de lo que sucede con la mayoria de los precursores de
proteasas de serina, el sc-tPA es enzimaticamente activo y muestra una actividad similar

al tc-tPA cuando esta unido a fibrina (260,27%).

La activacion del plasmindgeno mediada por el tPA estd implicada,
principalmente, en la disolucion de fibrina en la circulacidon sanguinea, ya que se produce
preferentemente sobre la fibrina y las células endoteliales vasculares (275,279). El tPA
tiene capacidad para unirse a fibrina a través del dominio finger y de uno de los dos
dominios kringle. Los sitios de union del tPA en la fibrina estan proximos a los del
plasmindgeno, lo que facilita el mecanismo de activacion y la formacion de un complejo
ternario que tiene como resultado el incremento de la eficiencia catalitica del tPA y, por
tanto, de la activacion del plasminogeno (273,280). Esto sucede porque la afinidad del
tPA por el plasmindgeno, que es baja en ausencia de fibrina, aumenta considerablemente
en su presencia. Asi, la fibrina desempefia una funcion dual, actuando como cofactor de
la activacion del plasmindgeno y como sustrato de la plasmina que se genera. La lisis del
coagulo de fibrina inducida por el tPA se produce en dos fases: una inicial en la que el
sc-tPA activa el plasminogeno en la superficie de fibrina intacta y una secundaria en la
que la plasmina generada degrada parcialmente la fibrina, la cual expone nuevos sitios de
union para el plasmindgeno y el tPA (250). El tPA no solo es fundamental en la lisis del
codgulo sanguineo, sino que también es un importante modulador del sistema nervioso
central, participando en procesos tanto fisioldgicos (plasticidad neuronal, aprendizaje o

memoria) como patoldgicos (neurodegeneracion, convulsiones o isquemia cerebral)

(281).

3.2.2.2. El activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa

El uPA es una glicoproteina expresada por numerosos tipos celulares, entre los
que se encuentran células del endotelio y del musculo liso vascular, fibroblastos,

monocitos/macrofagos, células del epitelio renal y células tumorales (260,252). Consta



de tres dominios estructurales; en la region aminoterminal presenta un dominio EGF y un
dominio kringle homdlogo a los del plasminogeno y el tPA, mientras que en el extremo
carboxiterminal contiene el dominio serina-proteasa que presenta la triada catalitica
clasica (278,283). Es secretado a la circulacién sanguinea como una proteasa de serina de
cadena sencilla (sc-uPA) denominada prouroquinasa (pro-uPA), que se convierte en una
molécula de cadena doble (tc-uPA) por escision de un puente peptidico por accion de la

plasmina mayoritariamente, pero también de otras proteasas, como la calicreina (27%).

La pro-uPA tiene capacidad para actuar directamente sobre el plasmindgeno
generando plasmina, aunque es mucho menos activa que el tc-uPA (279). No obstante,
unicamente la pro-uPA induce la lisis del coagulo de fibrina en el plasma sanguineo,
principalmente cuando el plasmindgeno esta unido a residuos de lisina carboxiterminales
en la fibrina parcialmente degradada. Cuando el plasminogeno esta unido a residuos de
lisina internos en la fibrina intacta o en ausencia de fibrina, la pro-uPA no activa el
plasmindgeno. Dado que el dominio kringle del uPA no contiene sitio de union a lisina,
este activador no se une a fibrina (273). A pesar de que el uPA tiene mucha menor afinidad
por la fibrina que el tPA, es eficiente tanto en presencia como en ausencia de la misma
(260). Por ello, la activacion del plasmindgeno mediada por el uPA estd implicada,
principalmente, en proteolisis pericelular, participando en procesos como la remodelacion
tisular, la ovulacién, la implantacion del embrion o la angiogénesis (273,279). De esta
manera, el uPA tiene un papel relevante en el desarrollo de enfermedades como el cancer,

la aterosclerosis o la artritis reumatoide (284-250).

El uPA se une a un receptor especifico denominado uPAR, una proteina que esta
anclada a la membrana plasmatica de determinados tipos celulares a través de restos
glicosilfosfatidilinositol. ~ Este receptor se localiza en la superficie de
monocitos/macréfagos, fibroblastos, células endoteliales y diversas células tumorales
(260). La union del uPA al uPAR, que se produce a través del dominio EGF del uPA,
parece ser crucial para su actividad, ya que provoca un incremento en la generacion de
plasmina (278,283). Esto se origina como consecuencia del aumento tanto en la
activacion del plasmindgeno como en la transformacion de la pro-uPA en el tc-uPA por

la plasmina generada, ambos efectos dependientes de la union del plasmindgeno a células

(278).



3.2.3. Inhibidores de la fibrinolisis

La inhibicion del sistema fibrinolitico puede producirse a nivel de los activadores
del plasmindgeno o de la plasmina, principalmente por los inhibidores de los activadores
del plasmindgeno (PAI) y por la az-antiplasmina, respectivamente (272) ( ). En
la inhibiciébn de la plasmina también interviene la oz-macroglobulina, cuando la
concentracion de plasmina excede la capacidad de inhibicion de la az-antiplasmina (252).
Otros inhibidores de la fibrinolisis son la a;-antitripsina, el inhibidor de C1, el complejo
trombina-trombomodulina, la neuroserpina, la proteasa nexina y el inhibidor de la

fibrinolisis activable por trombina (TAFT) (260,273).

3.2.3.1. Los inhibidores de los activadores del plasminogeno

Se distinguen tres tipos de PAI (PAI-1, PAI-2 y PAI-3), todos ellos glicoproteinas
pertenecientes a la superfamilia de las serpinas (279). El PAI-1 es el inhibidor fisioldgico
mas importante de los activadores del plasmindgeno y el que actlia més rapidamente
(260). Se sintetiza en una gran variedad de tipos celulares, como células endoteliales,
células del musculo liso vascular, fibroblastos, plaquetas y monocitos/macréfagos, entre
otros, y circula en el plasma sanguineo (279,287,28%). Presenta caracteristicas
estructurales comunes a la mayoria de las serpinas. Su mecanismo de inhibicion se basa
en la formacion de un complejo estable con su proteina diana que implica un cambio
conformacional en su estructura que deforma el centro activo de la proteasa (2£9). Debido
a su interaccion con el uPA, receptores de la superficie celular y ligandos bioldgicos como
la vitronectina, el PAI-1 est4d implicado en otros procesos fisiologicos, como proteolisis
pericelular, remodelacion tisular y migracion celular. Por ello, este inhibidor se ha
relacionado con el desarrollo de afecciones como el céncer y enfermedades
cardiovasculares, inflamatorias y neurodegenerativas (290). Aunque el PAI-2 se
encuentra en diferentes tejidos, solamente se detecta en el plasma de mujeres
embarazadas, por lo que se cree que es esencial para mantener la hemostasia durante la
gestacion. Por su parte, el PAI-3 se sintetiza en el higado y otros 6rganos, y se puede

encontrar en plasma, orina y fluidos seminales y foliculares (279).

3.2.3.2. La az-antiplasmina

La az-antiplasmina es el principal inhibidor fisiologico de la plasmina. Es una

glicoproteina perteneciente al grupo de las serpinas que se expresa principalmente en el



higado y circula en el plasma sanguineo (29 1). Posee una estructura conservada dentro
de las serpinas y consta de dos prolongaciones, una de las cuales posee residuos de lisina.
Su mecanismo de inhibicion comprende dos fases: una inicial en la que se produce la
union reversible entre ambas moléculas por medio de la interaccion entre los residuos de
lisina de la extension carboxiterminal de la az-antiplasmina y los sitios de union a lisina
de los dominios kringle de la plasmina y una secundaria que implica la formacion de un
complejo de unidn irreversible (292). La ap-antiplasmina se une mas rapidamente a la
plasmina en su forma libre que cuando esta unida a fibrina, ya que ambos, inhibidor y
sustrato de la plasmina, interaccionan con los mismos sitios de union, los cuales estan
ocupados en la plasmina fijada a fibrina (252). Por ello, la plasmina unida a fibrina esta

protegida de su rapida inactivacion por la az-antiplasmina (275).

3.2.3.3. El inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina

El TAFI es wuna glicoproteina perteneciente a la familia de las
metalocarboxipeptidasas que se sintetiza, de forma mayoritaria, en el higado, aunque
también es producida en los megacariocitos (260,293). Circula como proenzima en el
plasma sanguineo hasta que es transformada en su forma activa (TAFIa) por la escision
de un puente peptidico por la accion de distintos activadores. Entre ellos, el activador de
mayor eficiencia catalitica es el complejo trombina-trombomodulina, seguido de la
plasmina y, finalmente, de la trombina. El TAFIa actia sobre la fibrina parcialmente
degradada retirando residuos de lisina carboxiterminales, de manera que disminuye el
numero de sitios de union disponibles para el plasmindgeno y el tPA, reduciendo asi la
formacion de plasmina y atenuando la fibrinolisis (294). Esto permite estabilizar el
coagulo sanguineo y protegerlo de la degradacion prematura por la plasmina (242). Por

ello, més que un inhibidor, el TAFI es considerado un atenuador de la ruta fibrinolitica

(260).

3.2.4. Receptores del plasminogeno. Otras funciones de la plasmina

Algunos tipos celulares, entre los que se encuentran células endoteliales,
epiteliales, tumorales y todas las células sanguineas excepto los eritrocitos, tienen
capacidad para unir el plasminégeno a través de proteinas expresadas en su superficie
(260,276). Entre las proteinas mejor caracterizadas como receptores del plasmindgeno se
hallan la a-enolasa, la anexina 2, la actina, la glicoproteina plaquetaria GPIIb/IIIa, las

integrinas amP2 y asPi, la histona H2B, la citoqueratina 8, la anfoterina, la proteina



TIP49a, el antigeno GP330 de la nefritis de Heymann y el receptor del plasmin6geno KT
(Plg-RkT) (295).

La plasmina resultante de la activacion del plasminogeno, bien unido a fibrina,
bien fijado a estos receptores celulares, puede ejercer su actividad proteolitica sobre una
amplia variedad de sustratos aparte de la fibrina. Entre ellos se incluyen proteinas de la
matriz extracelular, como la laminina y la fibronectina, metaloproteasas de matriz
(MMP), como la MMP1 y la MMP3, proteinas que intervienen en las respuestas inmune
e inflamatoria, como C3 y el componente 5 del complemento (C5), factores de la
coagulacion, como el fibrindgeno o los factores V, VIII y X, proteinas implicadas en
procesos de adhesion celular, como la vitronectina, o de proliferacion y migracion celular,
como la tenascina C, y hormonas y factores de crecimiento (260,272,276). Como se ha
mencionado anteriormente, la plasmina también actua sobre el tPA y el uPA,
transforméndolos en moléculas de cadena doble mas activas, de manera que crea una

retroalimentacion positiva sobre su propia activacion (260).

La interaccion que se produce entre el plasminogeno y las superficies celulares se
asemeja a la que se establece entre el plasmindgeno y la fibrina. Por una parte, los
receptores identificados presentan residuos de lisina en su extremo carboxiterminal que
interaccionan con los sitios de union a lisina de los dominios kringle del plasmindgeno.
Por otra, muchas de las células fijadoras del plasmindgeno unen, ademas, activadores del
plasmindgeno, de manera que localizan la actividad fibrinolitica en su superficie y
promueven asi la produccion de plasmina. La plasmina generada sobre las superficies
celulares puede participar en la lisis de la fibrina cuando las células portadoras de los
receptores del plasmindgeno se encuentran proximas a la fibrina (295). Sin embargo, dado
que los receptores celulares del plasmindgeno estan implicados en numerosos procesos
fisiologicos y patologicos y que la actividad proteolitica de la plasmina se produce sobre
muchos sustratos, la funcidn principal de esta enzima en su forma asociada a células no
estd relacionada con la lisis de codgulos sanguineos (276,296,297). De este modo, la
plasmina desempefia un papel importante en la cicatrizacion de heridas, la remodelacion
tisular, la angiogénesis, la inflamaciéon o en procesos de adhesion, proliferacion,
migracion e invasion celular (272,276,29%), constituyendo un factor clave en el desarrollo
de enfermedades como el cancer, la artritis, el asma, la soriasis, enfermedades

cardiovasculares o enfermedades neuroinflamatorias y neurodegenerativas (29%-300).






MiPOTESiS Y OBJETiVOS






Comprender las relaciones parésito-hospedador es esencial para desarrollar
herramientas que resulten efectivas en el tratamiento y control de las helmintiasis. En este
tipo de asociaciones juegan un papel fundamental las diferentes estrategias que los
parasitos han desarrollado para aprovechar los recursos fisiologicos de su hospedador. La
investigacion realizada en las ultimas décadas ha puesto de manifiesto que una de estas
estrategias podria estar relacionada con la manipulacion del sistema hemostatico. Sin
embargo, la informacion disponible en este campo de estudio se encuentra dispersa en
numerosos articulos y revisiones literarias y ha de ser revisada de manera sistematica para
poder disefar investigaciones de forma mas racional. En este contexto, el primer objetivo

de la presente Tesis Doctoral es:

1. Realizar una revision de alcance sobre la interaccion molecular entre los
helmintos parasitos y el sistema hemostatico de sus hospedadores vertebrados
para revisar, sintetizar y unificar sistematica y homogéneamente la evidencia
publicada en este campo, actualizar conceptos e identificar vacios de

conocimiento, impulsando la generacion de nuevas investigaciones.

Entre los helmintos paréasitos se encuentra Ascaris suum que, pese a ser
considerado un parésito intestinal debido a que su fase adulta se localiza en dicho érgano
del hospedador, parte de su ciclo bioldgico transcurre por la circulacion sanguinea,
gracias a la migracion que lleva a cabo su larva infectiva de tercer estadio. La sangre
podria constituir un ambiente hostil para dicha larva, pues la formacion de coagulos
podria comprometer su supervivencia durante la migracion y, por tanto, el
establecimiento del parasito en el hospedador. Teniendo en cuenta esta premisa, nuestra
hipotesis es que la larva de tercer estadio de 4. suum tiene potencial para inhibir la cascada
de la coagulacion de su hospedador y activar su sistema fibrinolitico. Para demostrar

dicha hipotesis, se plante6 el segundo objetivo de la Tesis Doctoral, que es:

2. Estudiar la capacidad de la larva de tercer estadio de A. suum para
interaccionar con el sistema hemostatico de su hospedador mediante el analisis
y la caracterizacion del potencial de dicha fase evolutiva para inhibir la

cascada de la coagulacion y activar el sistema fibrinolitico.






MATERFALES Y METODOS






1. Revision de alcance sobre la interaccion molecular
entre los helmintos parasitos y el sistema hemostatico
de sus hospedadores vertebrados

1.1. La revision de alcance

Las revisiones de alcance constituyen una herramienta sistematica, transparente,
replicable y conveniente para localizar y registrar la literatura cientifica de un campo de
investigacion en relacion a su naturaleza, caracteristicas y volumen. Consisten en la
busqueda, seleccion, revision, analisis y visualizacion sistematicas de la informacion
contenida en un area de estudio. De este modo, proporcionan una perspectiva general de
la evidencia disponible al sintetizar el conocimiento existente e identificar los principales

conceptos, teorias y vacios de conocimiento (301-304).

1.2. Protocolo y criterios de elegibilidad

La revision de alcance recogida en la presente Tesis Doctoral se llevd a cabo
siguiendo las directrices marcadas por la declaracion PRISMA-ScR (Preferred Reporting
Items for Systematic reviews and Meta-Analyses extension for Scoping Reviews),
publicada por Tricco et al. (304). En primer lugar, se establecieron las condiciones que
determinaron la seleccion de las publicaciones que formaron parte de la revision (fuentes
de evidencia). La primera de estas condiciones fue que todas las fuentes de evidencia
debian ser manuscritos sujetos a revision académica por pares publicados antes del 1 de
enero de 2020. Seguidamente, se fijaron siete criterios adicionales para determinar su
elegibilidad: (i) tenian que estar escritas en inglés; (ii) debian ser articulos de
investigacion originales (se excluyeron del estudio las revisiones, metandlisis, libros,
casos clinicos, ensayos clinicos, comentarios, editoriales, cartas, conferencias y
manuales, entre otros); (iii) su titulo y resumen tenian que enmarcarse en el ambito de la
revision (debian estudiar interacciones entre helmintos parasitos y el sistema hemostatico
de sus hospedadores vertebrados); (iv) debian tener acceso al texto completo de la
publicacion; (v) tenian que estudiar interacciones moleculares a través de ensayos in vitro
o ex vivo (los resultados obtenidos en experimentos in vivo no se incluyeron); (vi) debian
estudiar interacciones entre helmintos parasitos y los principales componentes del sistema

hemostatico de los vertebrados (revisados en Arnout et al. [239] y recogidos en el



apartado de la presente seccion); (vii) tenian que demostrar empiricamente la
interaccion (se excluyeron de la revision aquellos resultados que estudiaban o sugerian la
interaccion sin una base experimental). El término «interaccidén» se empled para referirse
a cualquier evento asociativo, especifico y propositivo, sujeto a fuerzas biomoleculares,
entre dos moléculas, segun la definicion proporcionada por Sharma et al. (305).
Finalmente, se eliminaron aquellos articulos que no aportaron datos adicionales a los

proporcionados por trabajos previamente publicados e incluidos en la revision.

1.3. Buasqueda de literatura y seleccion de las fuentes de
evidencia

La busqueda de literatura para identificar publicaciones relevantes para la revision
de alcance se llevo a cabo en dos bases de datos electronicas: PubMed y Web of Science
Core Collection. Para disefar las estrategias de busqueda para cada una de ellas, se
seleccionaron multiples palabras clave relacionadas con los helmintos parésitos (parasite,
helminth, worm, nematode, platyhelminth, trematode, cestode) y los principales
componentes del sistema hemostatico de los vertebrados (haemostasis o haemostatic
system, coagulation, platelet, vWF, TF, FV, FVII, FVIIL, FIX, FX, FXI, FXII, FXIII,
prothrombin, thrombin, fibrinogen, fibrin, TFP1, antithrombin, protein C, fibrinolysis o
fibrinolytic system, plasminogen, plasmin, tPA, uPA, PAI-1, PAI-2, antiplasmin)
(revisado en Arnout et al. [239]) y se combinaron mediante los operadores de busqueda
(operadores Booleanos) «AND» y «OR». Dado que PubMed posee tesauro (diccionario
o conjunto ordenado de los términos que se utilizan para describir, clasificar e indexar las
publicaciones de una base de datos), a la estrategia de biisqueda para esta base de datos
se incorporaron descriptores, que en este caso fueron términos pertenecientes al
vocabulario MeSH (Medical Subject Headings). Las estrategias de busqueda disefiadas
para cada una de las bases de datos se encuentran en el . Los resultados de la
blisqueda se exportaron a un archivo Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond,
EEUU) donde posteriormente se eliminaron aquellos registros que aparecian duplicados
en las dos bases de datos. Finalmente, se seleccionaron las fuentes de evidencia siguiendo
los criterios de elegibilidad descritos en el apartado anterior. Tanto la busqueda como la
seleccion de las fuentes de evidencia fue realizada por dos investigadores de manera

independiente, requiriéndose concordancia entre ellos en cada etapa del proceso y, si



surgi6 cualquier disconformidad, esta se resolvid consultando a un tercer investigador

para evitar la aparicion de sesgos.

1.4. Registro y analisis de los datos

La informacion relevante para la revision de alcance contenida en las fuentes de
evidencia seleccionadas se registrd en un archivo Microsoft Excel, siguiendo un protocolo
estandarizado disenado para este estudio que se recoge en el . La informaciéon
extraida de los documentos seleccionados incluy6 datos sobre el articulo (numero de
acceso a la base de datos correspondiente, referencia bibliografica abreviada, afio de
publicacion), el parasito responsable de la interaccion (especie, estadio, material
parasitario, descripcion del material parasitario, compartimento del material parasitario)
y la interaccion parasito-hospedador (tipo de interaccion, componente del sistema
hemostatico con el que se produce, técnica con la que se estudia, molécula/s del parasito
identificada/s como responsable/s de la interaccion, técnica que permite la identificacion,
ruta del sistema hemostatico con la que se produce la interaccion, efecto que se le atribuye
en relacion a la formacion o disolucion de coagulos sanguineos en el hospedador, proceso
biologico que se le atribuye, validacion del proceso bioldgico atribuido). Estos datos
fueron extraidos por dos investigadores de forma independiente, entre los que se requirio
de conformidad vy, si surgid cualquier discordancia, se consult6 a un tercer investigador.
Por ultimo, los datos extraidos se analizaron y visualizaron empleando las herramientas

ofrecidas por Microsoft Excel.

2. Estudio de la interaccion entre la larva de tercer
estadio de Ascaris suum y el sistema hemostatico de
su hospedador

2.1. Obtencion del material bioldgico

2.1.1. Obtencion de las larvas de tercer estadio de 4. suum

Las larvas de tercer estadio de A. suum (L3As) se obtuvieron siguiendo el
protocolo descrito por Vlaminck et al. (300) con algunas modificaciones. En primer lugar,

vermes adultos de 4. suum procedentes de intestinos de cerdos infectados de forma



natural fueron proporcionados por un matadero perteneciente a la Sociedad Cooperativa
Chacinera Albercana, situado en la provincia de Salamanca (Espafia). Teniendo en cuenta
los rasgos morfologicos caracteristicos del dimorfismo sexual de A4. suum (00), se
seleccionaron unicamente las hembras, las cuales se lavaron con tampon fosfato salino
(PBS) (7,5 mM fosfato disodico [Na,HPO4]; 3,3 mM bifosfato de sodio [NaH>PO4]; 145
mM cloruro de sodio [NaCl]; pH 7,2) y se abrieron longitudinalmente para practicarles la
histerectomia. Los uteros extirpados se lavaron con PBS y de ellos se extrajeron
manualmente los huevos, los cuales se suspendieron en el mismo tampon. Posteriormente,
el PBS se retir6 mediante centrifugacion a 200 x g durante 5 min y, a continuacion, los
huevos se resuspendieron en una solucion de dicromato potasico (K>Cr207) diluido en
PBS al 2 % masa-volumen (m/v) (proporcion 4:1 volumen-precipitado [V/P]), la cual
actu6é como agente oxigenante y antimicrobiano. Por tltimo, los huevos se distribuyeron
en placas de cultivo de 24 pocillos (Corning, Nueva York, EEUU), formando una
monocapa en el fondo del pocillo, y se incubaron durante aproximadamente 40 dias a 27
°C con iluminacion natural limitada. El proceso de incubacion se monitoriz6 observando
los huevos al microscopio 6ptico (DM IL y DM IRB, Leica, Wetzlar, Alemania). Durante
este tiempo, los pocillos se fueron rellenando con dicromato potasico a medida que este

se fue evaporando.

Una vez transcurrido ese tiempo, los huevos se transfirieron de las placas de
cultivo a tubos de ensayo (Falcon, Nueva Jersey, EEUU). Dichos tubos se centrifugaron
a 200 x g durante 5 min para retirar el dicromato potasico y, a continuacion, se trataron
con hipoclorito de sodio (NaClO) al 5-6 % (m/v) (lejia comercial) (proporcion 4:1 V/P)
durante 15 min a 37 °C, agitando cada 5 min para favorecer la eliminacion de la cubierta
externa del huevo. Posteriormente, se realizaron al menos 5 lavados con PBS a 37 °C
(proporcion 4:1 V/P), seguidos de la correspondiente centrifugacion a 200 x g durante 5
min, para retirar los posibles restos de dicromato potasico e hipoclorito de sodio que
pudieran contener. Tras realizar el tltimo lavado, los huevos se dejaron suspendidos en
PBS (proporcion 3:1 V/P). La suspension resultante se transfirié a un matraz Erlenmeyer
que contenia una capa de perlas de vidrio y una barra de agitacion magnética y se mantuvo
en agitacion suave durante aproximadamente 1 h (60 x »pm) para inducir la eclosion de
los huevos. El proceso de eclosion se monitorizé mediante observacion al microscopio
optico. Cuando la mayor parte de las larvas se encontraron fuera del huevo, estas se

separaron del resto del material parasitario utilizando la técnica de Baermann descrita por



Urban ef al. (307). Para ello, la suspension se vertié sobre una capa de gasa y algodon
(2,5 g) colocada sobre un embudo que contenia PBS en su cuello, y se mantuvo durante
toda la noche a 37 °C en una atmdsfera humidificada en presencia de 5 % CO> con
iluminacion limitada. A la manana siguiente, se recogieron las L3As vivas que habian
migrado hasta el cuello del embudo y se lavaron con PBS centrifugando a 200 x g durante
5 min. Una parte de ellas fue fijada en formaldehido (CH20) diluido en PBS al 10 %
volumen-volumen (v/v) para su posterior utilizacion. El resto se emplearon para obtener

los extractos parasitarios que se describen a continuacion.

2.1.2. Obtencion de los extractos de proteinas de la superficie y de
los productos excretores/secretores de las larvas de tercer estadio
de A. suum

Para llevar a cabo la mayor parte de los ensayos experimentales contenidos en la
presente Tesis Doctoral, se emplearon dos tipos de extractos parasitarios: el extracto de

proteinas de la superficie y el extracto de los productos excretores/secretores.

2.1.2.1. Obtencion del extracto de superficie de las L3As

El extracto de superficie de las L3As (L3AsS) se prepar6 siguiendo la metodologia
descrita por Wedrychowicz et al. (308) con escasas modificaciones. Las L3As se
incubaron en una solucion de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (Ci9H42BrN)
diluido en PBS al 0,25 % (m/v), a la que se afiadid un coctel de inhibidores de proteasas
(1 mM 4cido etilendiaminotetraacético [EDTA] [CioH16N20g]; 1 mM N-etilmaleimida
[NEM] [CsH7NO:2]; 1 uM pepstatina A [C34He3NsOo]; 1 mM  fluoruro de
fenilmetilsulfonilo [PMSF] [C7H7FO2S]; 0,1 mM tosil-fenilalanina-clorometil cetona
[TPCK] [C17H18CINO3S]) (309), durante 4 h a 37 °C en agitacion suave. A continuacion,
esta suspension se centrifug6 a 200 x g durante 5 min para retirar las larvas y obtener el
sobrenadante, el cual se paso a través de un filtro de 0,22 um (Millex, Carrigtwohill,
Irlanda) para eliminar las posibles larvas restantes que pudiera contener. Las proteinas
presentes en dicho sobrenadante se precipitaron con la adicion de una solucion 0,002 M
de acetato de sodio (C2H3NaO;) y 9 volimenes de etanol (C2HeO) al 96 % (v/v),
mantenida durante 48 h a -20 °C. Finalmente, y tras centrifugar a 10 000 x g durante 10

min, el sedimento resultante se resuspendié en PBS.



2.1.2.2. Obtencion del extracto excretor/secretor de las L3As

El extracto excretor/secretor de las L3As (L3AsSES) se prepar6d siguiendo la
metodologia empleada por Gonzalez-Miguel et al. (310) con escasas modificaciones. Las
L3As vivas se mantuvieron en placas de cultivo (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
EEUU) con medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EEUU) suplementado con
una solucion antibidtica-antimicotica 100X (Sigma-Aldrich) durante 24 ha 37 °Cy 5 %
de COaz. Posteriormente, la suspension resultante se centrifugéd a 200 x g durante 5 min
para retirar las larvas y obtener el sobrenadante, el cual se paso a través de un filtro de
0,22 um para eliminar las posibles larvas restantes que pudiera contener, y se suplemento
con un céctel de inhibidores de proteasas (1 mM EDTA; 1 mM NEM; 1 uM pepstatina
A; 1 mM PMSF; 0,1 mM TPCK) (309). Después, el sobrenadante se dializ6 frente a agua
ultrapura durante 48 h a 4 °C en agitacion empleando una membrana de didlisis
(SnakeSkin Dialysis Tubing, Thermo Fisher Scientific), y los productos parasitarios
excretores/secretores presentes en la solucion resultante se concentraron usando filtros
centrifugos (Amicon Ultra-15, Millipore, Burlington, EEUU), siguiendo en ambos casos

las instrucciones del fabricante.

Una vez preparados ambos extractos, se midieron sus concentraciones proteicas
empleando el kit BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Finalmente, el patrén de bandas de proteina de cada fraccion
se visualizé mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio

(SDS-PAGE) antes de ser almacenados a -80 °C hasta su posterior utilizacion.

2.1.3. Obtencion de plasma de cerdo

Para realizar los ensayos anticoagulantes que se describen en el siguiente apartado,
fue necesario obtener plasma de cerdo. Para ello, muestras de sangre de cerdos en los que
no se evidenci6 la presencia de 4. suum tras la examinacion post mortem de las visceras
de los animales fueron proporcionadas por el matadero anteriormente citado. La sangre
fue recogida en tubos de plastico estériles en presencia de 0,106 M del anticoagulante
citrato de sodio (Na3CsHs07) (Aquisel, Barcelona, Espaia). Inmediatamente después de
la extraccion, los tubos se centrifugaron a 1500 x g durante 15 min para separar el plasma
de las células sanguineas. Las muestras de plasma resultantes se almacenaron a -80 °C

hasta su uso.



2.2. Ensayos anticoagulantes

La actividad anticoagulante de los extractos parasitarios L3AsS y L3ASES sobre
la cascada de la coagulacion del hospedador se evalué mediante tres ensayos: el tiempo
de protrombina (PT), el tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT) y el tiempo de
trombina (TT). La metodologia empleada para estudiar dicha actividad fue la descrita por

Gan et al. (311) con algunas modificaciones.

Mediante el PT y el APTT se analiz6 la capacidad de coagulacion de la sangre en
presencia o ausencia de los extractos parasitarios evaluando los factores de las vias
extrinseca (FVII) e intrinseca (FXII, FXI, FIX, FVIII), respectivamente, ademas de los
factores de la via comun (FX, FV, protrombina y fibrindgeno) (ambos ensayos) de la
cascada de la coagulacion. Por su parte, la capacidad de coagulacion de la sangre a través
de la conversion del fibrindgeno en fibrina se analizé mediante el TT. Estos ensayos se
llevaron a cabo en microplacas multipocillo (Corning), donde se incubaron 0,5 pg por
pocillo del extracto L3AsS o L3AsES en presencia de 50 pL de plasma de cerdo durante
2 min a 37 °C (ensayo PT), 50 uL de plasma de cerdo y 50 pL de reactivo de trabajo para
APTT (BioSystems, Barcelona, Espafia) durante 3 min a 37 °C (ensayo APTT) o 100 puL
de plasma de cerdo durante 2 min a 37 °C (ensayo TT). El inicio de la reaccion de
coagulacion se llevd a cabo afiadiendo al mismo tiempo en todos los pocillos 100 pL de
reactivo de trabajo para PT (BioSystems) (ensayo PT), 50 uL de una solucién 0,025 M
de cloruro de calcio (CaCl,) (BioSystems) (ensayo APTT) o 100 uL de reactivo de trabajo
para TT (BioSystems) (ensayo TT). Las reacciones de coagulacion se monitorizaron
midiendo la absorbancia mediante espectrofotometria (Microplate Absorbance Reader
iMark, Bio-Rad, Hercules, EEUU) a 655 nm cada 6 s durante 42 s. Tanto el plasma de
cerdo como los reactivos especificos para cada ensayo se calentaron a 37 °C
inmediatamente antes de su uso. Como control negativo se sustituyo el extracto
parasitario (L3AsS o L3AsES) por un volumen igual de PBS. Cada muestra se analizd

por triplicado.

2.3. Ensayo de inhibicion del FXa

La capacidad de los extractos parasitarios L3AsS y L3AsES para inhibir el FXa
se evalud mediante un ensayo cromogénico, siguiendo la técnica descrita por Gan et al.

(311) con escasas modificaciones. En microplacas multipocillo se incubaron 0,1 pg del



extracto L3AsS o L3AsES con FXa humano (Thermo Fisher Scientific) a una
concentracion final de 4 nM en tampon HEPES-BSA (50 mM écido 4-[2-hidroxietil]-1-
piperazina-etanosulfonico [HEPES] [CsH1sN204S], pH 7,5; 100 mM NaCl; 5 mM CaCly;
1 mg/mL seroalbumina bovina [BSA]), en un volumen final de 100 pL por pocillo durante
15 min a 37 °C. Una vez transcurrido ese tiempo, se afiadio6 el sustrato cromogénico S-
2765 (Chromogenix, Bedford, EEUU) a la solucion anterior a una concentracion final de
800 uM y se incub6 durante 3 h a 37 °C. La hidrolisis del sustrato por parte del FXa se
monitorizé midiendo la absorbancia mediante espectrofotometria a 415 nm cada 30 min.
Como control negativo se sustituyo el extracto parasitario (L3AsS o L3AsES) por un

volumen igual de PBS. Cada muestra se analizd por triplicado.

2.4. Ensayos de union al plasmindgeno

La determinaciéon de la capacidad para unir plasmindgeno de los extractos
parasitarios L3AsS y L3AsES se llevo a cabo empleando técnicas de ELISA, Western

blot e inmunofluorescencia.

2.4.1. Ensayo de union al plasminogeno por ELISA

La metodologia empleada para llevar a cabo el ensayo de union a plasmindgeno
por ELISA fue la descrita por Gonzalez-Miguel et al. (3 10) con escasas modificaciones.
Se tapizaron microplacas multipocillo con 1 pg por pocillo del extracto L3AsS o L3ASES
diluido en 200 pL de tampon carbonato (15 mM carbonato de sodio [NaxCOs]; 35 mM
bicarbonato de sodio [NaHCOs]; pH 9,6) y se incubaron durante 16 h a 4 °C para facilitar
la adsorcion de las proteinas a la placa. Posteriormente, las placas se postapizaron con
200 pL por pocillo de tampon de bloqueo, que contenia BSA diluido en PBS al 1 % (m/v),
y se incubaron durante 30 min a 37 °C para evitar la aparicion de uniones inespecificas.
A continuacién, se afadieron cantidades crecientes (de 0 a 2 pg por pocillo) de
plasmindégeno humano (Acris Antibodies, Herford, Alemania) diluido en 100 pL de
tampon de bloqueo y se incubaron durante 1 h a 37 °C. Después, las placas se incubaron
sucesivamente con una IgG anti-plasmindégeno humano desarrollada en oveja (Acris
Antibodies) a una dilucion de 1:2000 y una IgG anti-oveja conjugada con peroxidasa de
rabano desarrollada en burro (Sigma-Aldrich) a una dilucion de 1:4000. Ambas
incubaciones se llevaron a cabo en 100 pL por pocillo de tampon de bloqueo durante 1 h

a 37 °C. Entre cada paso, las placas se lavaron 3 veces con 200 ul por pocillo de tampdn



T-PBS, que contenia Tweenyo (CssH114026) diluido en PBS al 0,05 % (v/v). El primer
lavado fue de 3 min y los otros dos de 1 min. La reaccion antigeno-anticuerpo se revelo
incubando 100 pL por pocillo de tampon sustrato (28 mM &cido citrico [CsHgO7]; 46 mM
fosfato de hidrogeno disédico [Na;HPO4+12H,0]; pH 5; 1,5 mM diclorhidrato de o-
fenilendiamina [OPD] [C¢HsN> 2HCI]; 0,04 % peréxido de hidrogeno [H20:]) a
temperatura ambiente y en oscuridad, y se detuvo afiadiendo 100 pL de acido sulfurico
(H2SO4) 3N. La absorbancia se midi6 mediante espectrofotometria a 492 nm. En paralelo
se llevo a cabo un ensayo de competicion incluyendo una solucion 25 mM de acido e-
aminocaproico (e-ACA) (CsH13NO2), un analogo de la lisina, durante la incubaciéon con
el plasminogeno. Como control negativo se sustituyo el extracto parasitario (L3AsS o

L3ASES) por una cantidad igual de BSA. Cada muestra se analizé por triplicado.

2.4.2. Ensayo de union al plasminogeno por Western blot

Para corroborar la union del plasmindgeno y caracterizar las bandas de proteinas
de los extractos parasitarios L3AsS y L3AsES responsables del proceso de fijacion, se
empleo la técnica de Western blot siguiendo el protocolo descrito por Ramajo-Hernandez

et al. (312) con algunas modificaciones.

2.4.2.1. Electroforesis SDS-PAGE

En primer lugar, se llevo a cabo una electroforesis SDS-PAGE para separar las
proteinas de los extractos L3AsS y L3AsES por peso molecular, para lo cual se empled
el equipo Mini-Protean 3 Cell (Bio-Rad). Se prepararon geles de poliacrilamida que
constaban de un gel separador al 12 % (40 % acrilamida [C3HsNO] al 30 %
[m/v]/bisacrilamida  [C7H1oN2O2] al 0,8 % [m/v]; 25 % 1,5 M
trishidroximetilJaminometano [Tris] [C4H11NOs], pH 8,8; 1 % persulfato de amonio
[APS] [(NH4)2S205] al 10 % [m/v]; 0,04 % tetrametiletilendiamina [TEMED] [CsH1sN2])
de 1 mm de grosor sobre el que se situaba un gel de carga (17 % acrilamida al 30 %
[m/v]/bisacrilamida al 0,8 % [m/v]; 12,5 % 1 M Tris, pH 6,8; 1 % APS al 10 % [m/v];
0,1 % TEMED). Las muestras para cargar en dichos geles se prepararon afiadiendo
tampon de carga 4X (25 % 2 M Tris, pH 6,8; 40 % glicerol [C3HgOs]; 0,28 M sodio
dodecilsulfato [SDS] [NaCi2H255804]; 4 % 2-mercaptoetanol [C2HsOS]; trazas de azul de
bromofenol [Ci9H10BrsOsS]) a 15 pg del extracto L3AsS o L3ASES e inmediatamente
después se calentaron al bafio maria durante 3 min para favorecer la desnaturalizacion de

las proteinas. Las muestras resultantes se cargaron en los pocillos formados en el gel de



carga previamente preparado. En algunas muestras se sustituy6 el extracto parasitario por
2 pg de plasminogeno humano como control positivo. Como control negativo se omitio
la presencia del extracto parasitario en algunos pocillos. En el primer pocillo se carg6 un
marcador de pesos moleculares (Precision Plus Protein Dual Color Standards, Bio-Rad).
Finalmente, se introdujeron los geles en cubetas verticales de electroforesis y se cubrieron
con tampon de electroforesis 1X (25 mM Tris; 192 mM glicina [CoHsNO:]; 3,5 mM SDS)
a 4 °C. Dichas cubetas se conectaron a una fuente de alimentacion (PowerPac Universal,
Bio-Rad) y se mantuvieron a 100 V hasta que el frente de electroforesis entr6 en contacto
con el gel de separacion y después a 180 V hasta que el frente de electroforesis alcanzo

el extremo final del gel y se dio por concluido el proceso.

2.4.2.2. Transferencia y Western blot

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas separadas por peso molecular se
transfirieron desde algunos de los geles de poliacrilamida hasta membranas de
nitrocelulosa empleando la técnica de electrotransferencia semiseca. Para ello, se
recortaron membranas de nitrocelulosa de 0,45 pm de grosor (Bio-Rad) y un tamafio
similar al de los geles, las cuales se humedecieron en tampon de transferencia 1X (25 mM
Tris; 192 mM glicina; 20 % metanol [CH30H]; pH §,3) a 4 °C junto con los geles de
poliacrilamida y dos papeles gruesos de fibra de algodon (Extra Thick Blot Paper, Bio-
Rad) por membrana. A continuacion, se prepard un saindwich formado por los siguientes
elementos en sentido descendente (desde el catodo hacia el dnodo del equipo de
electrotransferencia): papel grueso, gel de poliacrilamida, membrana de nitrocelulosa y
papel grueso. Dichos sandwiches se colocaron en el interior del equipo de
electrotransferencia semiseca (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad) y este se
conecto a una fuente de alimentacion aplicando un voltaje constante de 20 V durante 30

min.

Tras finalizar la transferencia, se separaron las membranas de nitrocelulosa del
resto de componentes del sandwich y se lavaron rapidamente con tampon T-PBS. El
bloqueo o postapizado de cada membrana se llevd a cabo con 10 mL de tampén de
bloqueo, que contenia BSA diluido en tampon T-PBS al 2 % (m/v), durante 1 h a
temperatura ambiente para evitar la aparicion de uniones inespecificas. Después, se
incubaron con 10 pg/mL de plasminogeno humano diluido en tampoén de bloqueo durante

16 h a4 °C. Posteriormente, las membranas se incubaron sucesivamente con una IgG anti-



plasmindgeno humano desarrollada en oveja a una dilucion de 1:1000 y con una IgG anti-
oveja conjugada con peroxidasa de rabano desarrollada en burro a una dilucion de 1:2000.
Ambas incubaciones se llevaron a cabo en tampdn de bloqueo durante 1 h 30 min a 37
°C. Entre cada paso se realizaron tres lavados de 5 min cada uno con tampon T-PBS. Las
reacciones antigeno-anticuerpo se revelaron con una solucion de tampdn sustrato con
peroxidasa (2,8 mM 4-cloronaftol [C10H7ClO]; 20 % metanol; 80 % PBS; 0,04 % H>0>

al 33 % [m/v]) y se detuvieron afiadiendo agua ultrapura.

2.4.2.3. Tincion

Otra parte de los geles obtenidos por electroforesis se tifieron para detectar las
bandas de proteinas de los extractos parasitarios separadas por peso molecular. Para ello,
se empled una tincion de nitrato de plata siguiendo un protocolo compatible con
espectrometria de masas. Los geles se incubaron sucesivamente en una solucion de
fijacion (40 % etanol; 10 % écido acético [CH3COOH]) y una solucion de sensibilizacion
(30 % etanol; 4 % tiosulfato de sodio [NaxS>03] al 5 % [m/v]; 0,8 M acetato de sodio)
durante 30 min a temperatura ambiente. Tras la segunda incubacion, se realizaron tres
lavados de 5 min cada uno con agua ultrapura. A continuacion, los geles se incubaron en
una solucion 10 % de nitrato de plata (AgNOs) al 2,5 % (m/v) durante 20 min a
temperatura ambiente en oscuridad. Tras realizar dos lavados de 1 min cada uno con agua
ultrapura, las proteinas se revelaron afiadiendo una solucion de revelado (0,2 M carbonato
de sodio; 0,04 % formaldehido al 37 % masa-masa [m/m]), proceso que se detuvo tras
sustituir dicha solucion por otra 0,05 M de EDTA durante 5 min. Finalmente, se realizo
un lavado de 5 min con agua ultrapura y los geles se almacenaron a 4 °C en una solucioén

de acido acético al 1 % (v/v).

2.4.2.4. Obtencion y analisis de imagenes

Tanto los geles obtenidos por SDS-PAGE vy tefiidos con nitrato de plata como las
membranas resultantes del Western blot se digitalizaron empleando el escaner GS-800
Densitometer (Bio-Rad) y se analizaron con el sofiware Quantity One v.4.6.5 (Bio-Rad).

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

2.4.3. Ensayo de union al plasmindgeno por inmunofluorescencia

Con el objetivo de localizar la union del plasminégeno en la superficie de las

L3As, se realizé un ensayo de inmunofluorescencia que fue analizado por microscopia



confocal siguiendo el protocolo descrito por Ramajo-Hernandez ef al. (312) con escasas
modificaciones. Las L3As intactas, previamente fijadas en formaldehido al 10 % (v/v),
se lavaron con PBS y se incubaron con 10 pg/mL de plasminégeno humano en una
solucion que contenia BSA diluido en PBS al 1 % (m/v) durante 2 h a temperatura
ambiente en agitacion suave. A continuacidén, se incubaron con 10 pug/mL de un
anticuerpo anti-plasmindégeno humano unido a isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(Acris Antibodies) diluido en PBS durante 16 h a 4 °C en oscuridad y agitacion suave.
Entre cada paso, se realizaron cuatro lavados con PBS centrifugando a 16 000 x g durante
5 min. Las muestras resultantes se analizaron con el objetivo de inmersidon en agua 63x
del microscopio confocal TCS SP2 DM IRB (Leica) utilizando un laser de Argoén 488 nm
y un filtro de 500 nm en el servicio de microscopia del Instituto de Recursos Naturales y
Agrobiologia de Salamanca (IRNASA-CSIC) (Espafia). En paralelo se llevo a cabo un
ensayo de competicion incluyendo 40 mM de e-ACA durante la incubacion con el
plasmindgeno. Como control negativo se omitié la presencia del plasminogeno en

algunos ensayos. Cada muestra se analiz6 por triplicado.

2.5. Ensayo de activacion del plasmindgeno

La capacidad de los extractos parasitarios L3AsS y L3AsES para activar el
plasmindgeno y potenciar la generacion de plasmina se evalué mediante un ensayo
cromogénico siguiendo las metodologias empleadas por Gonzalez-Miguel et al. (310) y
Fernandes et al. (13) con escasas modificaciones. El ensayo se llevdo a cabo en
microplacas multipocillo, en un volumen final de 100 pL, midiendo la actividad
amidolitica de la plasmina generada sobre un sustrato cromogénico. En cada pocillo se
incub6 1 pg de plasmindgeno humano en PBS con 3 pg del sustrato cromogénico S-2251
(Sigma-Aldrich), en presencia de 1 pg del extracto L3AsS o L3AsES. La activacion del
plasmindgeno se inici6 afiadiendo 15 ng de tPA (Sigma-Aldrich) o 10 ng de uPA (Sigma-
Aldrich) y las microplacas se incubaron durante 2 h 30 min a 37 °C. La hidrdlisis del
sustrato se monitorizé midiendo la absorbancia por espectrofotometria a 415 nm. Para
estudiar la capacidad de los extractos parasitarios para generar plasmina por si mismos,
se omiti6 la presencia de los activadores del plasminogeno tPA y uPA en algunos pocillos.
Como control negativo se sustituyo el extracto parasitario (L3AsS o L3AsES) por una

cantidad igual de BSA. Cada muestra se analiz6 por triplicado.



2.6. Caracterizacion e identificacion de las proteinas
responsables de la inhibicion del FXa y de la union del
plasmindgeno

Las proteinas de los extractos parasitarios L3AsS y L3AsES con capacidad
potencial para inhibir el FXa o unir el plasmindgeno fueron caracterizadas mediante
distintas técnicas electroforéticas, identificadas por espectrometria de masas y analizadas

por medio de diversas herramientas bioinformaticas.

2.6.1. Electroforesis SDS-PAGE para la caracterizacion de las
proteinas con potencial para inhibir el FXa

Para determinar si proteinas de los extractos parasitarios L3AsS y L3ASES eran
capaces de formar un complejo de inhibicion estable con el FXa, se llevo a cabo una
electroforesis SDS-PAGE siguiendo la técnica descrita por Fonseca ef al. (314) con
algunas modificaciones. Para desarrollar dicha electroforesis, se emple6 un
procedimiento similar al descrito en el apartado de la seccion «Materiales y
Me¢étodos» de la presente Tesis Doctoral. En primer lugar, se prepararon los geles de
poliacrilamida y las muestras a cargar en dichos geles. En este caso, los geles constaban
de un gel de separacion al 10 % (33 % acrilamida al 30 % [m/v]/bisacrilamida al 0,8 %
[m/v]; 25 % Tris 1,5 M pH 8,8; 1 % APS al 10 % [m/v]; 0,04 % TEMED) y las muestras
se prepararon incubando 10 pg del extracto L3AsS o L3ASES, 1 pg del FXa o una mezcla
de ambos componentes (10 pg del extracto parasitario correspondiente + 1 pg del FXa)
en una solucion 5 mM de tampon HEPES, pH 7.4, durante 45 min a temperatura ambiente
antes de afiadir el tampon de carga. Posteriormente, se monto la cubeta, se cargaron las
muestras en los geles y se programo la electroforesis. Una vez finalizada, los geles se
tifleron empleando una tinciéon de nitrato de plata compatible con espectrometria de
masas, descrita en el apartado de la presente seccion, y las imagenes de los mismos
se obtuvieron y analizaron del mismo modo que en el apartado de esta misma

seccion. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.



2.6.2. Electroforesis bidimensional y Western blot para la
caracterizacion de las proteinas con potencial para unir
plasminogeno

Para la caracterizacion de las proteinas de union a plasmindgeno presentes en los
extractos parasitarios L3AsS y L3AsES, se utilizaron técnicas de -electroforesis
bidimensional (2D) y Western blot siguiendo la metodologia previamente descrita por

Gonzalez-Miguel et al. (310).

2.6.2.1. Rehidratacion de las tiras IPG

En primer lugar, ambos extractos (L3AsS y L3AsES) fueron purificados
utilizando el kit ReadyPrep 2-D Cleanup (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del
fabricante, con el objetivo de eliminar todos aquellos compuestos que pudieran interferir
en el transcurso de la electroforesis. Los sedimentos resultantes se resuspendieron en
tampon de rehidratacion (7 M urea [CH4N>O]; 2 M tiourea [CH4N2S]; 0,07 M 3-[[3-
colamidopropil] dimetilamonio]-1-propanosulfonato [CHAPS] [C32HssN2O5S]; trazas de
azul de bromofenol) (60 pg de proteina en 125 pLL de tampdn por muestra) para favorecer
la desnaturalizacion de las proteinas. Posteriormente, las muestras se solubilizaron en
presencia de 50 mM ditiotreitol (DTT) (C4H1002S2) y anfolitos 3-10 (Bio-Rad) al 1 %
(v/v) durante 15 min a temperatura ambiente en agitacion suave para prevenir la oxidacion
de las proteinas y generar un gradiente de pH, respectivamente. Después, las muestras se
clarificaron por centrifugacion a 16 000 x g durante 15 min a 4 °C y se aplicaron a tiras
de gradiente de pH inmovilizado (IPG) (Bio-Rad) de 7 cm de longitud de un intervalo de
pH de 3-10. Para ello, las tiras IPG se colocaron sobre las muestras previamente
depositadas en una bandeja de rehidratacion, permitiendo el contacto entre el gel de la
tira IPG y la muestra, y se cubrieron con 2 mL de aceite mineral para impedir la
precipitacion de la urea y la evaporacion de las muestras. A continuacion, la bandeja de
rehidratacion se introdujo en el aparato de isoelectroenfoque (IEF) (Protean IEF Cell,
Bio-Rad) para llevar a cabo una rehidratacion pasiva de las muestras durante 16 h a 20

°C.

2.6.2.2. Separacion de las proteinas en una primera dimension

Al finalizar el proceso, las proteinas quedaron absorbidas por el gel de las tiras

IPG, por lo que se procedio a la separacion de las mismas en una primera dimension por



punto isoeléctrico mediante IEF. Las tiras IPG se transfirieron a una bandeja de IEF,
colocando debajo de ellas unos papeles absorbentes (wicks) humedecidos en agua
ultrapura en los dos puntos en los que la tira IPG contactaba con el electrodo, para evitar
su contacto directo y retener aquellos compuestos que pudieran afectar al resultado de la
electroforesis. Después, las tiras IPG se cubrieron con 2 mL de aceite mineral para evitar
posibles evaporaciones de la muestra. Una vez preparada la bandeja, esta se introdujo en
el aparato de IEF y se mantuvo a una temperatura constante de 20 °C y un amperaje
maximo de 50 pA por tira IPG durante la duracion del IEF. Este proceso constd de cuatro
etapas en las que se aplicaron diferentes voltajes: 1) 250 V durante 15 min; 2) 4000 V
durante 2 h; 3) 4000 V a 16 000 V/hora; 4) fase de mantenimiento a 500 V hasta la
detencion del IEF.

2.6.2.3. Equilibrado de las tiras IPG

Tras finalizar la primera dimension de la electroforesis, se procedi6 a realizar el
equilibrado de las tiras IPG, con las proteinas ya separadas por punto isoeléctrico. Este
proceso constd de una primera incubacion de dichas tiras en una solucién 0,13 M de DTT
diluido en tampon de equilibrado (6 M urea; 2 % SDS; 0,05 M Tris 1,5 M/HCI, pH 8,8;
30 % glicerol; trazas de azul de bromofenol) durante 15 min a temperatura ambiente en
agitacion suave para conservar el estado reducido de las proteinas. A continuacion, se
realiz6 una segunda incubacion de las tiras IPG en una solucion 0,14 M de iodoacetamida
(C2H4INO) diluida en tampoén de equilibrado durante 10 min a temperatura ambiente en

agitacion suave para alquilar las proteinas y prevenir su posible reoxidacion.

2.6.2.4. Separacion de las proteinas en una segunda dimension

Para separar las proteinas en una segunda dimension por su peso molecular, se
llevo a cabo un procedimiento similar al descrito en el apartado de la seccion
«Materiales y Métodos» de la presente Tesis Doctoral. Se prepararon geles de separacion
al 12 % (40 % acrilamida al 30 % [m/v]/bisacrilamida al 0,8 % [m/v]; 25 % 1,5 M Tris,
pH 8.,8; 1 % SDS al 10%; 1 % APS al 10 % [m/v]; 0,04 % TEMED) de 1 mm de grosor
sobre los que se colocaron las tiras IPG. A la izquierda de ellas se incorpord un wick
humedecido en una soluciéon 50 % patroén de pesos moleculares (Bio-Rad)/50 % agarosa
(C12H1809) diluida en tampon de electroforesis al 0,5 % (m/v). Después, tanto el wick
como la tira IPG se cubrieron con agarosa diluida en tampoén de electroforesis al 0,5 %

(m/v) para evitar la formacion de burbujas entre las tiras IPG y los geles que pudieran



afectar al desarrollo de la electroforesis. A continuacién, se montd la cubeta y se
programo la electroforesis, en este caso a 15 mA por tira IPG hasta que el frente entr6 en
el gel de electroforesis y después a 30 mA por tira IPG hasta que el frente alcanzo el

extremo final del gel.

2.6.2.5. Tincion y Western blot

Una vez finalizado el proceso, una parte de los geles conteniendo las proteinas de
los extractos L3AsS o L3ASES separadas en dos dimensiones (punto isoeléctrico y peso
molecular) se tifieron empleando una tinciéon con nitrato de plata compatible con
espectrometria de masas, descrita en el apartado de la seccion «Materiales y
Me¢étodos». El resto de los geles se destinaron a realizar un Western blot para poder
visualizar en ellos aquellos puntos (spots) que contenian proteinas de unidon a
plasmindgeno, siguiendo el mismo procedimiento descrito en el apartado de esta
misma seccion. En este caso, como control negativo se omiti6 la incubacién con el
plasmindgeno en algunas membranas. Las imagenes tanto de los geles como de las
membranas se obtuvieron y analizaron del mismo modo que en el apartado de la
presente seccion. Los spots de union a plasmindgeno revelados en las membranas de
nitrocelulosa se parearon con sus homoélogos en los geles 2D utilizando el software

PDQuest v.8.0.1 (Bio-Rad). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

2.6.3. Identificacion de proteinas por espectrometria de masas

Las bandas que potencialmente pudieran contener los complejos de inhibicion
formados entre proteinas del extracto parasitario (L3AsS o L3ASES) y el FXa y aquellos
spots seleccionados en L3AsS y L3ASES que revelaron la unién del plasmindgeno se
escindieron manualmente de los geles previamente obtenidos por electroforesis y tefiidos
con nitrato de plata. Estas muestras se enviaron al servicio de proteémica del Servei
Central de Suport a la Investigacido Experimental (SCSIE) de la Universidad de Valencia

(Espafia) para ser analizadas por espectrometria de masas.

Para identificar los complejos de inhibicion entre el extracto parasitario y el FXa,
se empled cromatografia liquida y espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). Las
muestras se prepararon mediante digestion con 50 ng de tripsina de grado de
secuenciacion (Promega, Madison, EEUU) (315). La mezcla resultante se sec6 en una

centrifuga de vacio y después se resuspendi6 en 7 uL. de acetonitrilo (ACN) (C;H3N) al



2 % (v/v)y acido trifluoroacético (TFA) (CoHF303) al 0,1 % (v/v). Para realizar el andlisis
LC-MS/MS, se cargaron 5 pL. de cada muestra en una columna trap (NanoLC Trap,
ChromXP, C18-CL 3 pm, 120 A, 350 um x 0,5 mm) (Eksigent Technologies,
Framingham, EEUU) y se desalaron con TFA al 0,1 % (v/v) a 3 uL/min durante 5 min.
A continuacidn, los péptidos se cargaron en una columna analitica (NanoLC Column, 3
C18-CL-120, 3 um, 120 A, 75 um x 15 cm) (Eksigent Technologies) equilibrada en ACN
al 5 % (v/v) y 4cido férmico (FA) (CH203) al 0,1 % (v/v). La elucién se llevo a cabo con
un gradiente lineal de B en A al 30 % (v/v) (A: FA al 0,1 % [v/v]; B: ACN, FA al 0,1 %
[v/v]) durante 20 min a un caudal de 300 nL/min. Los péptidos se analizaron en un
espectrometro de masas nano-ESI-QqTOF (5600 TripleTOF) (AB Sciex, Framingham,
EEUU) y cada muestra se ioniz6 en un Source Type Optiflow <1 puL. Nano aplicando 3,0
kV al emisor de pulverizacion a 200 °C. Los andlisis se llevaron a cabo en un modo
dependiente de datos. Los escaneos survey MS1 se adquirieron de 350 a 1400 m/z durante
250 ms. La resolucion del cuadrupolo se establecio en «baja» para los experimentos MS2,
que se adquirieron de 100 a 1500 m/z durante 25 ms en modo «alta sensibilidad». Se
utilizaron los siguientes criterios de cambio: carga 2+ a 4+, intensidad minima y 250
cuentas por segundo. Se seleccionaron hasta 100 iones para la fragmentacion después de
cada escaneo de inspeccion. La exclusion dindmica se fijo en 15 s. La sensibilidad del
sistema se control6 analizando 0,5 pg de tripsina de digestion K562 (SCIEX,
Framingham, EEUU). Se utilizaron los parametros predeterminados de ProteinPilot
(SCIEX) para generar una lista de picos directamente desde los archivos 5600 TripleTOF.
Se empleo el algoritmo Paragon (316) de ProteinPilot v 5.0 para buscar en las bases de
datos Swiss-Prot y UniProt Nematoda con los siguientes parametros: especificidad de
tripsina, cis-alquilacion, taxonomia no restringida y esfuerzo de busqueda configurado
con andlisis FDR. La agrupacion de proteinas fue realizada por el algoritmo del grupo

Pro.

En el caso del andlisis de los spots de union a plasmindgeno de L3AsS y L3ASES,
se empled una técnica de desorcidon/ionizacion laser asistida por matriz con deteccion de
masas por tiempo de vuelo (MALDI-TOF/TOF). La preparacion de las muestras se llevo
a cabo de la misma forma que para el andlisis LC-MS/MS previamente descrito,
colocando 1 pL de cada una de ellas en la placa objetivo. Las gotas se secaron al aire a
temperatura ambiente y a continuacion se anadi6 1 pL de matriz (10 mg/mL de acido o-

ciano-4-hidroxicinamico - acido a-ciano-2,4-difluorocinamico - acido a-ciano-2,3,4,5,6-



pentafluorocindmico [CHCA] [C10H7NOs3] [Sigma-Aldrich] en TFA-ACN al 0,1 %/H>O
[1:1, v/v]) y se dejo secar al aire a temperatura ambiente. Las mezclas resultantes se
analizaron en un espectrometro 5800 Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-
Of-Flight (AB Sciex) en modo reflectron positivo. Cinco de los precursores mas intensos
fueron seleccionados para cada posicion para el andlisis por espectrometria de masas en
tandem (MS/MS). Los datos de MS/MS fueron adquiridos utilizando el método
predeterminado MS/MS 1 kV con disociacion inducida por colision (CID) activa. La
informacion de espectrometria de masas y MS/MS se envi6 al servidor MASCOT a través
de ProteinPilot (AB Sciex). Las muestras que no tuvieron identificacion significativa por
MALDI-TOF/TOF se analizaron por LC-MS/MS siguiendo una metodologia similar a la
descrita anteriormente. La busqueda se realizo en la base de datos del Centro Nacional
para la Informacion Biotecnologica (NCBI) con especificidad triptica, permitiendo una
escision fallida y una tolerancia en la mediciéon de masa de 100 ppm en modo MS y 0,8
Da para iones MS/MS. La carbamidometilacion de Cys se usé como modificacion fija 'y

la oxidacion de Met y desaminacion de Asn y Gln, como modificaciones variables.

2.6.4. Analisis bioinformaticos

Las proteinas de interés para el estudio identificadas en los extractos L3AsS y
L3ASES por espectrometria de masas se analizaron mediante diversas herramientas

bioinformaticas.

En el caso de las secuencias de aminoacidos de las proteinas que potencialmente
inhibian el FXa, se utilizaron las bases de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
y Swiss-Prot/UniProt (http://www.uniprot.org/) para la busqueda BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) de las secuencias homodlogas, la base de datos Prosite
(https://prosite.expasy.org/) para el analisis de los dominios conservados de las proteinas,
el servidor SignalP-5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) (3 17) para la prediccion
de los péptidos sefial y el programa Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para el alineamiento de secuencia multiple.

La fecha de acceso a todos los sitios web arriba citados fue el 4 de noviembre de 2020.

La funcion molecular de las proteinas identificadas como fijadoras de
plasmindgeno y el proceso biologico en el que participan se asignaron segun las bases de
datos Gene Ontology Resource (http://www.geneontology.org) y Swiss-Prot/UniProt. La

prediccion de las estructuras secundarias de las proteinas identificadas y el modelo



tridimensional (3D) de las secuencias resultantes se realizd con el servidor Swiss-Model
(http://swissmodel.expasy.org/) (31¢). Los modelos 3D se visualizaron con el software

RasMol v.2.7.5.2. En este caso, la fecha de acceso a todos los sitios web fue el 11 de junio
de 2019.

2.7. Analisis estadisticos

Los resultados de los ensayos anticoagulantes, del ensayo de inhibicion del FXa,
del ensayo de unidon a plasmindgeno por ELISA y del ensayo de activacion del
plasmindgeno fueron analizados estadisticamente mediante el test de la # de Student. Los
datos se expresaron como la media aritmética + la desviacidon estandar (SD) de tres
experimentos independientes. Las diferencias significativas se establecieron con un valor

p menor de 0,05 para un nivel de confianza del 95 %.
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1. Revision de alcance sobre la interaccion molecular
entre los helmintos parasitos y el sistema hemostatico
de sus hospedadores vertebrados

1.1. Consideraciones generales

Con el fin de realizar una revision de alcance sobre la interaccion molecular entre
los helmintos parasitos y el sistema hemostatico de sus hospedadores vertebrados, se llevod
a cabo una busqueda sistematica de literatura y la posterior seleccion de las fuentes de
evidencia, proceso que se recoge en la . Tras obtener los resultados de la
blisqueda en cada una de las bases de datos seleccionadas, se eliminaron los duplicados,
generandose un total de 4818 registros. Estos fueron sometidos a un proceso de revision
siguiendo los criterios de elegibilidad descritos en el apartado de la seccion
«Materiales y Métodos» de la presente Tesis Doctoral. La aplicaciéon de los cuatro
primeros criterios, realizada desde la propia base de datos, permitid seleccionar 198
registros con acceso al texto completo de la publicaciéon. Durante la revision en
profundidad de dicho documento, se aplicaron los tres criterios restantes, generandose un
total de 99 registros. Ademas, tres de ellos fueron eliminados al no aportar datos
adicionales (con relacion a la revision de alcance) a trabajos incluidos en la revisién con
una fecha de publicacion previa, de manera que, finalmente, se seleccionaron 96 fuentes
de evidencia cuyas referencias bibliograficas se encuentran recogidas en el A
continuacion, se revisaron las citadas publicaciones para extraer y analizar la informacion
pertinente, la cual se encuentra tabulada en el . Dicha informacién hace
referencia a la descrita en el apartado | .4 de la seccion «Materiales y Métodosy e incluye
datos del articulo en cuestion, asi como del parasito responsable de la interaccion y de la

propia interaccion parasito-hospedador.

Todas las publicaciones seleccionadas describian métodos experimentales
llevados a cabo para demostrar eventos asociativos especificos y propositivos (union,
activacion, inhibiciéon o degradacion) entre helmintos parasitos y los componentes del
sistema hemostatico de sus hospedadores vertebrados mencionados en el apartado | .5 de
la seccion «Materiales y Métodos». Se recogieron un total de 259 interacciones, que se
diferenciaron en al menos una de las siguientes caracteristicas: especie de parasito, estadio

del parasito, material parasitario y componente del sistema hemostatico. El periodo de



estudio comprendio 64 anos, desde 1956, fecha en la que se publicd el primer articulo
identificado en la presente revision de alcance, hasta 2019, Gltimo afio considerado. Del
total de afios analizado, solamente en 35 se publicd al menos un articulo relacionado con
el ambito de la revision. La tasa de publicacion se incremento progresivamente a lo largo

del tiempo, desde los 32 trabajos publicados en el siglo XX (16 afos incluidos), hasta los

64 articulos publicados en el siglo XXI (19 afios incluidos) ( ).
Y
2 Clarivate
Pu blmed Web of Science”
3 Resultados de la busqueda || Resultados de la bisqueda
g realizada en PubMed realizada en WOS CC
& n = 3784 n=2714
B L 1
@ T |
Resultados duplicados excluidos
Resultados tras eliminar duplicados i Y u_p el
n=1680
n = 4818
e —
G :
v Resultados excluidos por no estar escritos en
Resultados tras aplicar el primer criterio de e inglés
elegibilidad n =534
n = 4284
1
v Resultados excluidos por no ser articulos
Resultados tras aplicar el segundo criterio de g originales
o elegibilidad n =806
S n =3478
4
2 l :
&) v Resultados excluidos por no enmarcarse en el
Resultados tras aplicar el tercer criterio de e ambito de la revision
elegibilidad n = 3264
n=214
1
1
y Resultados excluidos por no tener acceso al texto
Resultados con acceso al texto completo i 2 completo
destinados a ser evaluados para su elegibilidad n=16
n =198
e
) H
v e
kS Resultados incluidos en el analisis g Resultados excluidos por (n =99):
E n=96 *Mostrar solamente interacciones in vivo (n = 78)
;é *Revelar interacciones con otros componentes
® relacionados con el sistema hemostatico (n = 12)
=) *No demostrar la interaccion estudiada (n = 9)
*(n=3)
e/

Figura 16. Diagrama de flujo del proceso de busqueda y seleccion de la literatura para la revision de
alcance. En la parte izquierda se recoge el nimero de publicaciones identificadas en la busqueda realizada
en cada una de las bases de datos empleada y el nimero de resultados obtenidos tras eliminar los duplicados
y aplicar los diferentes criterios de elegibilidad. En la parte derecha se muestra el nimero de resultados
excluidos en las distintas fases del proceso de busqueda, revision y elegibilidad de las fuentes de evidencia.
Los resultados marcados con un asterisco (*) corresponden a aquellos que fueron eliminados por ofrecer
unicamente datos duplicados a los proporcionados por articulos previamente publicados e incluidos en la

revision de alcance. Abreviaturas: n, nimero de resultados.
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Figura 17. Numero de fuentes de evidencia por década del periodo considerado en la revision de alcance.

1.2. Caracteristicas de la interaccion parasito-hospedador

La mayor parte de las interacciones entre helmintos pardsitos y el sistema
hemostatico de sus hospedadores vertebrados identificadas en la presente revision de
alcance se describieron con componentes del sistema de la coagulacion (179
interacciones, 69,11 %). De ellas, 76 interacciones (42,46 %) se produjeron con diferentes
rutas de la cascada de la coagulacion, 31 (17,32 %) con el fibrin6geno, 26 (14,53 %) con
las plaquetas y 18 (10,06 %) con el FXa. Para el resto de componentes del sistema de la
coagulacion con los que se describid alguna interaccion (VWF, TF-FVIla, FXlIla, FXIa,
FX, FXa-FVa, trombina y fibrina) se identificaron entre 1 y 7 interacciones ( ).
En la mayoria de los casos, el resultado de la interaccion fue la inhibicion del sistema de
la coagulacion (123 interacciones, 68,72 %), principalmente a través de la inhibicion de
las vias extrinseca, intrinseca o comun de la cascada de la coagulacion, del FXa o de la
agregacion de plaquetas. El resto de interacciones con este sistema se asociaron con su
activacion (10 interacciones, 5,59 %), la union de plaquetas o de factores de la
coagulacion (13 interacciones, 7,26 %) y la degradacion del fibrindgeno o de la fibrina

(33 interacciones, 18,44 %) ( ).

La interaccion de helmintos parasitos con el sistema fibrinolitico de sus
hospedadores se describid en 80 casos (30,89 %), siendo el plasmindgeno la molécula de
esta ruta para la que se registraron un mayor nimero de interacciones (67 interacciones,
83,75 %). Las proteinas restantes de este sistema con las que se produjo alguna
interaccion (tPA, uPA, PAI-1 y plasmina) se identificaron en 1 a 6 casos. De todas las
interacciones identificadas con el sistema fibrinolitico, 38 (47,5 %) se relacionaron

directamente con su activaciony 3 (3,75 %) con su inhibicion. La unidn del plasmindgeno



(34 interacciones, 42,5 %) y la degradacion del plasmindgeno (5 interacciones, 6,25 %)

correspondieron al resto de interacciones producidas con este sistema ( ).
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Figura 18. Diagrama de las interacciones identificadas en la revision de alcance entre especies de helmintos
parasitos y el sistema hemostatico de sus hospedadores vertebrados. Los componentes analizados en la
presente revision pertenecientes al sistema de la coagulacion se muestran en naranja, mientras que los
correspondientes al sistema fibrinolitico aparecen en azul. La flecha continua, el simbolo «T» y la flecha
curvada entre dos componentes del sistema hemostatico indican activacion, inhibicién y degradacion,
respectivamente, del segundo componente por la accion del primero, la flecha doble indica cohesion entre
dos componentes y la flecha discontinua refleja las distintas fases de un proceso no incluidas en ninguna
de las categorias anteriores. Dos componentes del sistema de la coagulacion englobados en un rectangulo
y unidos por un guion (—) constituyen un complejo. Los simbolos coloreados en verde (=), rojo (L),
amarillo (<. ) y marrén (¢ ) indican activacion, inhibicion, union y degradacion, respectivamente, del
componente del sistema hemostatico sefialado por, al menos, una de las especies de helmintos parasitos
identificadas en la revision de alcance. Estos simbolos estan acompaiados de un paréntesis que contiene
dos nimeros separados por una barra: (nimero de interacciones del tipo de interaccion sefialada / nimero
de especies de helmintos parasitos en las que se describi6 dicha interaccion). El asterisco (*) representa
aquellas interacciones que tuvieron como resultado la inhibicion de la coagulacion sin que se especificara
la ruta afectada de dicho sistema. Abreviaturas: F, factor; a, activado; TF, factor tisular; TFPI, inhibidor de
la ruta del factor tisular; AT-III, antitrombina III; APC, proteina C activada; vWF, factor de von Willebrand;
tPA, activador tisular del plasmindgeno; uPA, activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa; PAI,

inhibidor de los activadores del plasminogeno; A2AP, a2-antiplasmina.



1.2.1. Efecto sobre la formacion o disolucion de coagulos sanguineos
y proceso biologico atribuidos a la interaccion

Con arreglo a la informacion contenida en las fuentes de evidencia seleccionadas,
el efecto potencial de la interaccion entre el helminto parésito y el sistema hemostatico
sobre la formacion o disolucion de coagulos sanguineos en el hospedador se describi6 en
189 interacciones. De ellas, en 141 (74,6 %) se clasific6 como «anticoagulante», en 39
(20,63 %) como «profibrinolitico» y en 9 (4,76 %) como «procoagulante» ( ).
Las interacciones con componentes especificos del sistema de la coagulacion se
asociaron, principalmente, con un efecto anticoagulante (92,62 %), mientras que a
aquellas interacciones descritas entre helmintos parasitos y el sistema fibrinolitico del
hospedador se les atribuyd, de manera predominante, un potencial profibrinolitico (92,5

%).

El proceso bioldgico en el que estas interacciones parasito-hospedador podrian
estar implicadas se indic6 en 184 de las 259 interacciones identificadas y se clasificé del
siguiente modo: nutriciéon parasitaria (69 interacciones, 37,5 %), supervivencia del
parasito (52 interacciones, 28,26 %), patogénesis en el hospedador (35 interacciones,
19,02 %), invasion parasitaria de los tejidos del hospedador (32 interacciones, 17,39 %),
evasion parasitaria de los sistemas de defensa del hospedador (28 interacciones, 15,22
%), migracion parasitaria a través de los tejidos del hospedador (26 interacciones, 14,13
%), establecimiento del parasito en el hospedador (13 interacciones, 7,07 %), acciones
ejercidas por el pardsito para compensar sus propios efectos en el hospedador (9
interacciones, 4,89 %) y modulacion parasitaria de los mecanismos del hospedador (2
interacciones, 1,09 %) ( ). De ellos, «nutricién parasitaria» (48,28 %) fue el
proceso atribuido de forma mayoritaria a las interacciones identificadas con el sistema de
la coagulacion, mientras que las interacciones con el sistema fibrinolitico se asociaron,
principalmente, con mecanismos de supervivencia parasitaria (48,53 %) y de patogénesis

en el hospedador (44,12 %).

Al relacionar el efecto potencial de la interaccion sobre la formacion o disolucion
de coagulos sanguineos en el hospedador y el proceso bioldgico en el que podria estar
implicada se observd que un efecto anticoagulante se asociaba, mayoritariamente, con
procesos de nutricion parasitaria (50,54 %), mientras que un potencial profibrinolitico se
relacionaba, principalmente, con mecanismos de supervivencia parasitaria (63,64 %) y la

aparicion de procesos patologicos en el hospedador (45,45 %).
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Figura 19. Efecto sobre la formacion o disolucion de coagulos sanguineos en el hospedador y proceso
biologico atribuidos a la interaccion parasito-hospedador. (A) Porcentaje de interacciones por efecto
atribuido a la interaccion helminto parasito-sistema hemostatico en relacion a la formacion o disolucion de
coagulos sanguineos en el hospedador. (B) Numero de interacciones por proceso bioldgico en el que la

interaccion helminto parasito-sistema hemostatico estaria implicada.

De las 96 publicaciones analizadas en la revision de alcance, inicamente 2 (2,08
%) mostraron experimentos llevados a cabo con el objetivo de validar la funcionalidad de
los procesos bioldgicos que se le habian atribuido a la interaccion parasito-hospedador.
En particular, estos estudios revelaron que la activacion del sistema fibrinolitico del
hospedador por parte del parasito Dirofilaria immitis producia la estimulacion de la
proliferaciéon y migracion celulares y la degradacion de matriz extracelular (ver los

articulos 76 y 78 en el ).

1.3. Informacion bioldgica y molecular de los parasitos

1.3.1. Especie de parasito

Conforme a la informacion ofrecida por las fuentes de evidencia incluidas en la
revision de alcance, se hallaron interacciones con el sistema hemostatico en 32 especies
de helmintos parasitos pertenecientes a 22 géneros (18 nematodos, 8 trematodos y 6
cestodos). La especie que mostré el mayor nimero de interacciones fue Ancylostoma

caninum (56 interacciones, 21,62 %), seguida de Schistosoma mansoni (38 interacciones,



14,67 %) y D. immitis (27 interacciones, 10,42 %). En las 29 especies restantes, se

describieron entre 1 y 15 interacciones ( ).

A 1 Ancylostoma caninum ) B

Ancylostoma ceylanicum
Ancylostoma duodenale
Anisakis simplex
Ascaris lumbricoides
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Brugia malayi
Clonorchis sinensis
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Figura 20. Tipo de interaccion con el sistema hemostatico y efecto sobre la formacion o disolucion de
coagulos sanguineos en el hospedador atribuido a la interaccion por especie de helminto parasito. (A)
Numero de interacciones por especie de helminto parasito y tipo de interaccion con el sistema hemostatico
del hospedador. (B) Numero de interacciones por especie de helminto parasito y efecto atribuido a la
interaccion con el sistema hemostatico sobre la formacién o disolucion de codgulos sanguineos en el

hospedador.

Del nimero total de especies identificadas, 25 (78,13 %) revelaron interacciones

con el sistema de la coagulacion y 19 (59,38 %) con el sistema fibrinolitico. En algunas



de ellas, como A. caninum, A. ceylanicum, Haemonchus contortus, Fasciola hepatica y
Necator americanus, predominaron las interacciones producidas con el sistema de la
coagulacion, mientras que, en otras como Clonorchis sinensis, D. immitis y S. bovis, se
identificaron, principalmente, interacciones con el sistema fibrinolitico. En otras especies
(p. ¢j. S. mansoni, Taenia solium y Trichinella spiralis) se describié un nimero similar
de interacciones con las dos vias del sistema hemostatico. En general, las interacciones
predominantes en las que participaron estas especies fueron la inhibicion del sistema de
la coagulacion, la activacion del sistema fibrinolitico, la degradacion del fibrindgeno o de
la fibrina y la union del plasmindgeno, de factores de la coagulacion o de las plaquetas
( ). Las interacciones especificas entre cada una de las especies identificadas y
el sistema hemostatico se recogen en el . En todas las especies, estas
interacciones se asociaron, principalmente, con un efecto anticoagulante y/o

profibrinolitico, excepto en F. hepatica, que fueron relacionadas, de forma mayoritaria,

con un potencial procoagulante ( ).
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Figura 21. Proceso biologico atribuido a la interaccion parasito-hospedador por especie de helminto
parasito. Numero de interacciones por especie de helminto parasito y proceso bioldgico atribuido a la
interaccion con el sistema hemostatico del hospedador (eje izquierdo y barras de colores) y nimero total de

interacciones identificadas por especie de helminto parasito (eje derecho y linea negra).

Las interacciones entre algunas especies, como Ancylostoma spp., F. hepatica y

H. contortus, y el sistema hemostatico del hospedador se relacionaron, principalmente,



con procesos de nutricidn parasitaria. En el caso de D. immitis, los procesos bioldgicos
atribuidos con mayor frecuencia a dicha interaccion fueron «supervivencia parasitaria» y
«patogénesis en el hospedador». Con respecto a las interacciones entre S. mansoni y el
sistema hemostatico, estas se relacionaron con todos los procesos bioldgicos recogidos
en la revision, a excepcion de mecanismos patogénicos en el hospedador y de modulacion

parasitaria ( ).

1.3.2. Estadio del parasito y material parasitario

De las 259 interacciones identificadas, en 223 se proporcionaron datos sobre el
estadio del parasito que se empled para estudiar la interaccidon con el sistema hemostatico
del hospedador. De ellas, el 76,68 % (171 interacciones) se hallaron en vermes adultos,
el 20,18 % (45 interacciones) en estadios larvarios y el 3,14 % (7 interacciones) en huevos
( ). Los procesos biologicos mayoritariamente atribuidos a las interacciones
descritas en vermes adultos fueron «nutricién parasitaria» (45,3 %), «supervivencia
parasitaria» (37,61 %) y «patogénesis en el hospedador» (27,35 %), mientras que las
interacciones identificadas en estadios larvarios se relacionaron, principalmente, con
mecanismos parasitarios de invasion (41,67 %), evasion (30,56 %) y migracion (19,44

%).

Los dos materiales parasitarios mas frecuentemente empleados para evaluar las
interacciones con el sistema hemostatico del hospedador fueron proteinas recombinantes
(117 interacciones, 45,17 %) y extractos complejos (106 interacciones, 40,93 %). En el
resto de los casos se utilizaron parasitos completos (18 interacciones, 6,95 %), proteinas
nativas (10 interacciones, 3,86 %) y fracciones proteicas (8 interacciones, 3,09 %) (

). Respecto al compartimento al que se adscribi6 el material parasitario responsable
de la interaccion, se recogieron datos en 130 casos. De ellos, el 47,69 % (62 interacciones)
se identificaron en el extracto somatico del parasito, el 40,77 % (53 interacciones) en sus
productos excretores/secretores y el 11,54 % (15 interacciones) en las moléculas

asociadas a su superficie ( ).

Considerando tnicamente los dos materiales parasitarios mas utilizados, se
observd que los extractos complejos se utilizaron durante todo el periodo analizado
(1956-2019), mientras que las proteinas recombinantes se emplearon por primera vez en
1996. En el siglo XX, el 64,21 % y el 15,79 % de las interacciones se estudiaron

empleando extractos complejos y proteinas recombinantes, respectivamente. Por el



contrario, en el siglo XXI, el porcentaje de interacciones descritas utilizando extractos
complejos descendi6 hasta el 27,44 %, mientras que el uso de proteinas recombinantes se

incremento hasta el 62,2 %.
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Extracto complejo
Fraccidn proteica

Proteina nativa

Proteina recombinante

Figura 22. Estadio del parasito, material parasitario y compartimento del material parasitario en el que se
describe la interaccion parasito-hospedador. Porcentaje de interacciones por (A) estadio del helminto
parasito, (B) material parasitario y (C) compartimento del material parasitario empleado para estudiar la

interaccion con el sistema hemostatico del hospedador.

1.3.3. Moléculas parasitarias

De las 259 interacciones identificadas en el estudio, 154 aportaron datos sobre la
molécula parasitaria responsable de la interaccion (empleada para llevar a cabo los
experimentos o identificada tras descubrirse la interaccion), informacidén que se recoge
en el . En todas ellas, excepto en dos interacciones llevadas a cabo por
carbohidratos, una proteina resultd ser la molécula responsable de la interaccion (152
interacciones, 98,7 %). Se identificaron un total de 53 proteinas parasitarias implicadas
en la interaccion con el sistema hemostatico del hospedador. Una vez tipificadas, el grupo
que reveld un mayor nimero de interacciones fue aquel que incluy6 diferentes péptidos
o proteinas anticoagulantes de Ancylostoma spp. (49 interacciones, 32,24 %), seguido de
las enolasas (20 interacciones, 13,16 %), las serina-proteasas (12 interacciones, 7,89 %),
las anexinas (11 interacciones, 7,24 %), las catepsinas y las metaloproteasas (10
interacciones por grupo, 6,58 %), las cisteina-proteasas y las gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasas (GAPDH) (9 interacciones por grupo, 5,92 %), las actinas (8

interacciones, 5,26 %), las aspartato-proteasas y las fructosa-bisfosfato aldolasas (7



interacciones por grupo, 4,61 %), las serpinas (6 interacciones, 3,95 %) y las galectinas y
las proteinas de tipo Kunitz (5 interacciones por grupo, 3,29 %). Las 39 proteinas restantes
participaron en 1 a 3 interacciones ( ). Las enolasas fueron las proteinas
identificadas como moléculas de interacciéon en un mayor numero de especies de
helmintos parasitos (12 especies, 37,5 %), seguidas de las serina-proteasas (7 especies,
21,88 %) y las serpinas (6 especies, 18,75 %). Las aspartato-proteasas, cisteina-proteasas,
metaloproteasas y GAPDH se identificaron en 5 especies (15,63 %). El niamero de
especies en las que se describieron las 46 proteinas restantes como moléculas de

interaccion oscilaron entre 1y 3 ( ).

Considerando solamente aquellas proteinas identificadas en un mayor numero de
interacciones, los datos mostraron que algunas de ellas revelaban interacciones
unicamente con componentes del sistema de la coagulacion (aspartato-proteasas, cisteina-
proteasas y proteinas de tipo Kunitz) o del sistema fibrinolitico (actinas, enolasas,
fructosa-bisfosfato aldolasas, galectinas y GAPDH), mientras que para otras (anexinas,
péptidos o proteinas anticoagulantes de Ancylostoma spp., catepsinas, metaloproteasas,
serina-proteasas y serpinas) se describieron interacciones con las dos vias del sistema
hemostatico, aunque en estos casos aquellas producidas con el sistema de la coagulacion
fueron predominantes. La mayoria de estas proteinas se relacionaron inicamente con un
efecto anticoagulante (péptidos o proteinas anticoagulantes de Ancylostoma spp.,
aspartato-proteasas, serpinas, proteinas de tipo Kunitz) o profibrinolitico (actinas,
enolasas, fructosa-bisfosfato aldolasas, galectinas, GAPDH), o ambos en el caso de las
anexinas (66,67 % anticoagulante/33,33 % profibrinolitico). Otras proteinas se asociaron
con un potencial anticoagulante y/o profibrinolitico junto con un efecto procoagulante,
como fue el caso de las catepsinas (62,5 % anticoagulante/12,5 % profibrinolitico/25 %
procoagulante), las cisteina-proteasas (57,14 % anticoagulante/42,86 % procoagulante),
las metaloproteasas (70 % anticoagulante/30 % procoagulante) y las serina-proteasas

(33,33 % anticoagulante/33,33 % profibrinolitico/33,33 % procoagulante).

1.4. Técnicas

Segtin los datos obtenidos en la revision de alcance, las técnicas empleadas con
mayor frecuencia para estudiar la interaccion entre helmintos parasitos y el sistema de la
coagulacion de sus hospedadores vertebrados fueron los ensayos del tiempo de

coagulacion (76 interacciones, 42,46 %), la electroforesis SDS-PAGE (22 interacciones,



12,29 %) y los ensayos cromogénicos (15 interacciones, 8,38 %). Los tiempos de
coagulacion medidos en un mayor nimero de casos fueron el APTT (34 interacciones,
18,99 %), el PT (28 interacciones, 15,64 %) y el TT (5 interacciones, 2,79 %), que se
emplearon para estudiar las vias intrinseca (APTT), extrinseca (PT) y comun (APTT y
PT) de la cascada de la coagulacién y la conversion del fibrindgeno en fibrina (TT).
Mediante la electroforesis SDS-PAGE y los ensayos cromogénicos se evaluaron la union
o degradacion de factores de la coagulacion y su inhibicion, respectivamente. En el caso
del sistema fibrinolitico, las interacciones de helmintos parésitos con esta ruta se
estudiaron, principalmente, mediante técnicas de inmunoblot (33 interacciones, 41,25 %),
ensayos cromogénicos (24 interacciones, 30 %) y ELISA (22 interacciones, 27,5 %). Las
técnicas de inmunoblot y de ELISA se emplearon para evaluar la union del plasmindgeno
y la expresion de activadores e inhibidores del plasmindgeno, mientras que los ensayos
cromogénicos se utilizaron para estudiar la activacion del plasminogeno. En 71 de las 179
interacciones identificadas con el sistema de la coagulacion (39,66 %) y en 13 de las 80
interacciones descritas con el sistema fibrinolitico (16,25 %), se emplearon 33 y 6 técnicas

diferentes a las citadas anteriormente, respectivamente.

De las 132 interacciones identificadas en parasitos completos, extractos complejos
o fracciones proteicas, 27 (20,45 %) mostraron datos sobre la caracterizacion o
identificacion de la/s molécula/s responsable/s de la interaccion. Las técnicas mads
empleadas para caracterizar o identificar estas moléculas fueron la electroforesis SDS-
PAGE (10 interacciones, 37,04 %) y la espectrometria de masas (5 interacciones, 18,52

%).

2. Estudio de la interaccion entre la larva de tercer
estadio de Ascaris suum y el sistema hemostatico de
su hospedador

Con el objetivo de estudiar experimentalmente la interaccion molecular entre los
helmintos parasitos y el sistema hemostatico de sus hospedadores vertebrados, se empleo
como modelo la larva de tercer estadio de A. suum (L3As). Asi, una vez obtenido el
material parasitario, se analizd la interaccioén entre los compartimentos de superficie
(L3AsS) y excretor/secretor (L3AsSES) de las L3As y las dos rutas principales que

conforman el sistema hemostatico: el sistema de la coagulacion y el sistema fibrinolitico.
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2.1. Obtencion del material parasitario

Tras extraer los huevos de hembras adultas de 4. suum, estos se incubaron en unas
condiciones favorables para el desarrollo de las L3. Las distintas fases del proceso de
incubacion se pueden observar en la Figura 23. Una vez formadas las larvas, se indujo la
eclosion de los huevos (Figura 24A) y, aquellas que habian sido liberadas, se separaron
del resto del material parasitario mediante el método de Baermann (Figura 248 y Figura
240). Posteriormente, se obtuvieron los extractos complejos L3AsS y L3AsES de las
L3As. En primer lugar, mediante el empleo de un kit que permitié obtener una recta
patrén, se hallo la concentracion proteica de ambos extractos, que fue de 0,745 pg/ul
para L3AsS y de 0,979 ng/uL para L3ASES (Figura 25A). A continuacion, se llevo a cabo
una electroforesis SDS-PAGE, la cual mostré bandas proteicas comprendidas entre 15y

100 kDa para ambos extractos parasitarios (Figura 258).

Figura 23. Desarrollo embrionario de 4. suum. Fases del proceso de incubacion de huevos de A. suum

ordenadas cronoldgicamente. (A) Estadio de 2 células: 2 dias de incubacion. (B) Estadio de 4 células: 4
dias de incubacion. (C) Estadio de 8 células: 5 dias de incubacion. (D) Estadio de 16 células: 6 dias de
incubacion. (E-H) Evolucion en el proceso de formacion de la larva: 7, 8, 11 y 12 dias de incubacion,
respectivamente. (I) Imagen definitiva de la larva a simple vista, ya que no cambio su forma durante el resto
del proceso de incubacion: 13 dias de incubacion, aproximadamente. Barras de escala: 25 pm.
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Figura 24. Larvas de tercer estadio de 4. suum. (A) Larvas recién liberadas durante el proceso de eclosion.

También se observan algunas larvas que todavia permanecen en el interior del huevo y céscaras de los que
ya han eclosionado. (B y C) Larvas separadas del resto del material parasitario tras aplicar la técnica de
Baermann. Barras de escala: 85 pm.
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Figura 25. Valoracion cuantitativa y cualitativa de los extractos complejos de las L3As. (A) Concentracion

proteica de L3AsS (*) y L3ASES (*) en la recta patron obtenida tras medir la densidad optica de viales de
BCA de concentracion conocida. (B) Patron de bandas de L3AsS y L3ASES en electroforesis SDS-PAGE
en gel de poliacrilamida al 12 %. Abreviaturas: DO, densidad 6ptica; PM: peso molecular.

2.2. L3AsS y L3ASES poseen actividad anticoagulante

La actividad anticoagulante de los extractos L3AsS y L3ASES se evalué mediante
ensayos para el analisis de los tiempos de coagulacion PT, APTT y TT. Dichos ensayos
permiten valorar, en muestras de plasma, el tiempo que tarda en formarse un codgulo
sanguineo, al analizar la eficacia de los factores que participan en las vias extrinseca (PT),
intrinseca (APTT) y comun (PT y APTT) de la cascada de la coagulacion, asi como la
capacidad de conversion del fibrindgeno en fibrina (TT). Estos experimentos permiten
correlacionar positivamente la densidad Optica de las muestras con la estabilidad del
coagulo sanguineo. Asi, los resultados de los ensayos PT y APTT revelaron que ambos
extractos parasitarios tienen capacidad anticoagulante. Esto se debe a que los valores de
densidades Opticas que se obtuvieron al incubar plasma de cerdo en presencia de L3AsS

o L3ASES fueron significativamente inferiores a lo largo del tiempo a los de sus controles



negativos, en los que se sustituy6 cada extracto parasitario por un volumen igual de PBS
(» <0,05) ( ). Al comparar los resultados obtenidos en estos ensayos para ambos
extractos se observo que L3AsS presenta mayor actividad anticoagulante, pues las
diferencias significativas halladas entre el extracto y su control negativo fueron superiores

para L3AsS que para L3ASES. En el ensayo TT no se hallaron diferencias significativas

entre ninguno de los extractos parasitarios y su control negativo (p < 0,05) ( ).
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Figura 26. Actividad anticoagulante de L3AsS (¢) y L3ASES (m) evaluada mediante los ensayos PT (A),
APTT (B) y TT (C). Incubacioén de plasma de cerdo con 0,5 pg del extracto parasitario (L3AsS o L3AsES)
o PBS como control negativo (®) y el reactivo correspondiente (PT, APTT o TT). Cada punto representa

la media de tres réplicas + SD. Las diferencias significativas (p < 0,05) estan sefialadas con un asterisco
(*). Abreviaturas: DO, densidad optica.



2.3. L3AsS y L3ASES inhiben el FXa

El FXa es uno de los principales factores de la cascada de la coagulacion al
representar el punto de convergencia de las vias extrinseca e intrinseca y, por tanto, el
inicio de la via comun que conduce a la formacion de la fibrina que estabiliza el codgulo
sanguineo. La actividad inhibitoria de los extractos L3AsS y L3ASES sobre este factor se
estudid en un ensayo cromogénico que permitio valorar la actividad enzimatica del FXa
en presencia y ausencia de cada extracto parasitario mediante el empleo de un cromdgeno
especifico. En dicho ensayo, el color emitido por cada muestra, medido por la absorbancia
y representado por la densidad dptica, es directamente proporcional al nivel de actividad
de la enzima. Los resultados mostraron que ambos extractos parasitarios son capaces de
inhibir el FXa, al obtenerse valores de densidades dpticas significativamente mas bajos
para las muestras que contenian estos extractos que para sus controles negativos con
voliimenes iguales de PBS a lo largo del tiempo (p < 0,05). Pese a que las diferencias

significativas entre el extracto y su control negativo se manifestaron antes en el caso de

L3ASES, estas fueron superiores para L3AsS ( ).
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Figura 27. Inhibicion del FXa por L3AsS (¢) y L3AsES (m). Incubacion de 0,1 pg del extracto parasitario
(L3AsS 0 L3AsES) o PBS como control negativo (®) con 4 nM del FXa y 800 uM de S-2765 en un volumen

total de 100 pL. Cada punto representa la media de tres réplicas + SD. Las diferencias significativas (p <

0,05) estan sefialadas con un asterisco (*). Abreviaturas: DO, densidad optica.

2.4. Caracterizacion e identificacion de las proteinas que
inhiben el FXa en L3AsS y L3ASES

Con el objetivo de analizar la capacidad de las proteinas presentes en los extractos

L3AsS y L3ASES para formar un complejo de inhibicion estable con el FXa, se empleo
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una electroforesis SDS-PAGE que permitiera visualizar el patrén de bandas de proteina
de cada extracto en presencia y ausencia del FXa. Los geles resultantes revelaron que
ambos extractos parasitarios contienen proteinas con capacidad para unir este factor. En
ellos se hallaron dos bandas en los pocillos donde se depositod la mezcla preincubada de
cada extracto con dicho factor que no estaban presentes en aquellos pocillos que contenian
unicamente L3AsS o L3AsES. Estas bandas aparecian en un peso molecular superior (en
torno a 31 y 34 kDa) al que mostraban en el pocillo incubado solamente con el FXa (en
torno a 29 y 32 kDa, respectivamente) (bandas numeradas en la igura 28). Asimismo, se
observaron otros cambios en los geles resultantes de la electroforesis. En el caso de
L3AsS, las bandas localizadas por debajo de 20 kDa y entre 23 y 28 kDa en la muestra
preparada en presencia unicamente del extracto aparecieron menos tefiidas o estuvieron
ausentes en la mezcla preincubada. Con respecto a L3AsES, dos bandas (a 21,9 y 23,1
kDa) localizadas en la mezcla preincubada estuvieron ausentes o menos tefiidas en la

muestra preparada solamente en presencia del extracto (Figura 28).

L3AsS L3AsES
PM + +
(kDa) [L[3AsS FXa FXa L3AsES FXa FXa

250 -
150 -
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Figura 28. Union del FXa a L3AsS y L3AsES por SDS-PAGE. SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 10
% con 10 pg del extracto parasitario (L3AsS o L3AsES), 10 pg del extracto parasitario + 1 pug del FXa o 1
pg del FXa preincubados en tampon 5 mM HEPES, pH 7,4. Las bandas numeradas corresponden al FXa
en las muestras incubadas con L3AsS (1 y 2) y L3AsES (3 y 4). Abreviaturas: PM, peso molecular.

Para identificar los posibles inhibidores del FXa en los extractos L3AsS y
L3ASES, las bandas seleccionadas que potencialmente contenian los complejos formados
entre proteinas de estos extractos y el FXa en las mezclas preincubadas (bandas
numeradas del 1 al 4 en la Figura 28), se escindieron de los geles y se analizaron por

espectrometria de masas. Entre las diferentes proteinas del parasito que se identificaron
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en las bandas analizadas se hallaron tres serpinas depositadas en la base de datos UniProt
como proteinas de 4. suum, que correspondieron a los identificadores F1L4J8 ASCSU
(Serpina B6), F1L040_ASCSU (Proteina tipo serpina) y F1L2I5 ASCSU (Serpina B6)
( ). La primera de ellas procedia de L3AsS, la segunda de L3ASES y la serpina
restante se encontr6 en ambos extractos parasitarios. Estos tres candidatos se identificaron
en las bandas de mayor peso molecular analizadas, mientras que las bandas de menor
peso molecular no revelaron ninguna serpina. En las cuatro bandas analizadas también se
identifico el FX de Homo sapiens, que correspondia al factor de la coagulacion utilizado
para realizar este ensayo (ver apartado de la seccion «Materiales y Métodosy).
Todas las proteinas se identificaron con un porcentaje de confianza del 99 % en
ProteinPilot segun la siguiente ecuacion: ProtScore = -log(l-(porcentaje de

confianza/100)).

Tabla 1. Serpinas identificadas por espectrometria de masas en las bandas de las L3As analizadas. Todas
las identificaciones pertenecen a proteinas de 4. suum depositadas en bases de datos. El nimero de banda

corresponde al indicado en la . Abreviaturas: PM, peso molecular; aa, aminoacidos.

Numero Extracto Cédigo de acceso PM tedrico Longitud Sitio de  Dominio firma

Descripcion

de banda parasitario (UniProt) (kDa) (aa)  escision (aa) (aa)
1 L3AsS F1L4J8 ASCSU  Serpina B6 414 370 - FIA(I;EIE ;“7F)AV
3 L3ASES ~ FIL040_ASCSU P“’St:ril‘:; ;ipo 36,7 323 - F T‘(*;?)ZI_};%)F Al
1,3 E;ﬁ;gé F1L2I5_ASCSU  Serpina B6 423 373 22-23 -

Los andlisis bioinformaticos realizados a partir de las secuencias de aminoécidos
de las proteinas seleccionadas permitieron conocer el sitio de escision del péptido sefal y
la secuencia firma de la serpina en una y dos proteinas, respectivamente. Estos datos,
junto con el codigo de acceso de las proteinas a UniProt, su descripcion, peso molecular
teodrico y la longitud de su secuencia de aminodcidos estadn recogidos en la . Las
tres serpinas identificadas se compararon mediante alineamiento de secuencia multiple
con el inhibidor fisiologico del FXa en mamiferos, la antitrombina III, de las especies Sus
scrofa domesticus 'y H. sapiens (codigos de acceso a UniProt: Q7M364 PIG vy
ANT3 HUMAN, respectivamente) ( ). Los resultados obtenidos revelaron
porcentajes de similitud de entre 31,18 % y 36,56 % en el caso de S. s. domesticus y de
entre 29,03 %y 35,42 % para H. sapiens. Este analisis también se empled para comparar

los dominios firma de las serpinas F1L4J8 ASCSU y F1L040 ASCSU con el de la



antitrombina III. En este caso, los resultados mostraron porcentajes de similitud de 45,45
% y 54,55 % entre el dominio firma del inhibidor fisiologico del FXa en mamiferos y los

de las serpinas identificadas en los extractos L3AsS y L3ASES, respectivamente.
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Figura 29. Alineamiento de secuencia multiple. Alineamiento de las serpinas de las L3As identificadas por
espectrometria de masas (F1L4J8 ASCSU, F1L040 ASCSU y F1L2I5 ASCSU) con la antitrombina III
de S. s. domesticus (Q7M364 PIG)y H. sapiens (ANT3_HUMAN). Los aminoacidos conservados en todas
las secuencias estan marcados con asteriscos (*), mientras que las sustituciones conservativas y
semiconservativas estan sefialadas con dos (:) y un punto (.), respectivamente. En las tablas se indica el
porcentaje de similitud tanto de las secuencias completas como de los dominios firma entre las serpinas de
las L3As y la antitrombina III de cerdo (Q7M364 PIG) y humano (ANT3 HUMAN). Los dominios firma

de las serpinas estan marcados en color amarillo.



2.5. L3AsS y L3ASES unen plasminogeno

El plasminogeno es el precursor de la plasmina, enzima responsable de degradar
la fibrina que forma parte del codgulo sanguineo y, por tanto, representa la proteina
central del sistema fibrinolitico. Para analizar si los extractos L3AsS y L3ASES tenian
capacidad para fijar plasminogeno, se llevo a cabo un ELISA. Los resultados de este
ensayo revelaron que ambos extractos parasitarios son capaces de unir plasminogeno.
Esto es debido a que los valores de densidades opticas obtenidos en aquellos pocillos en
los que dicha molécula se incub6 con cada extracto parasitario y anticuerpos especificos
fueron significativamente mas elevados que los que mostraron los controles negativos, en
los que se sustituy6 cada extracto por una cantidad igual de BSA (p < 0,05) ( ).
El empleo de cantidades crecientes de plasmindgeno permitid observar, ademas, que esta
union es directamente proporcional a la cantidad disponible de dicha molécula.
Asimismo, el ensayo de competicion en el que se incluyd e-ACA como anélogo de la
lisina en la incubacion con el plasmindgeno reveld valores similares a los del control
negativo para ambos extractos, lo que sugiere que los potenciales receptores del

plasmindgeno de los extractos L3AsS y L3ASES utilizan residuos de este aminoécido

para llevar a cabo dicha interaccion ( ).
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Figura 30. Union del plasmindgeno a L3AsS (¢) y L3ASES (m) por ELISA. Incubacién de 1 pg del extracto

parasitario (L3AsS o L3AsES) o BSA como control negativo (®) con cantidades de plasminogeno
crecientes (0-2 ng). Ensayo de competicion con 25 mM e-ACA durante la incubacion de L3AsS (4) y
L3ASES (A) con el plasmindgeno. Cada punto representa la media de tres réplicas + SD. Las diferencias
significativas (p < 0,05) estan sefialadas con un asterisco (*). Abreviaturas: DO, densidad optica; PLG,

plasminogeno.

Con el objetivo de validar este resultado, la union del plasmindgeno por L3AsS y

L3ASES se corrobord y caracterizé por Western blot. Asi, las proteinas de cada extracto



se separaron por electroforesis, se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa y se
incubaron con plasmindgeno y anticuerpos especificos. De esta manera, ambos extractos
parasitarios revelaron bandas de union a plasminogeno que estaban ausentes en el control
negativo, en el que se omitio la presencia de L3AsS y L3ASES ( ). La
electroforesis SDS-PAGE mostr6é aproximadamente 30 bandas para L3AsS y 20 para
L3ASES, distribuidas en un amplio intervalo de pesos moleculares (entre 10 y 100 kDa),

de las que 12 (10-75 kDa) y 5 (30-75 kDa), respectivamente, se revelaron como bandas

de unidn a plasminogeno en el Western blot ( ).
PM SDS-PAGE Western blot
(kDa) L3AsS L3AsES PLG L3AsS L3AsES PLG Control
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Figura 31. Unio6n del plasminogeno a L3AsS y L3ASES por Western blot. A la izquierda, SDS-PAGE en
gel de poliacrilamida al 12 % con 15 pg de L3AsS, 15 pg de L3ASES o 2 ng de PLG. A la derecha, Western

blot de las muestras anteriores incubado con 10 pg/mL de plasmindgeno. Para el control negativo se omitid

la presencia de cualquier proteina durante la electroforesis. Abreviaturas: PM, peso molecular; PLG,

plasminogeno.

2.6. Union del plasmindgeno a la superficie de las L3As

Como complemento a los resultados descritos en el punto anterior, se llevd a cabo
un experimento de inmunolocalizacion aplicando técnicas de inmunofluorescencia y
microscopia confocal para analizar si la fijacién del plasmindégeno se producia en la
superficie de las L3As. Como puede observarse en la , la union del
plasmindgeno se revela en la superficie de las L3As, principalmente en la parte anterior
del cuerpo, unién que no se muestra cuando se omite la incubacion de las L3As con el
plasmindgeno en el control negativo. El ensayo de competicion llevado a cabo en

presencia de e-ACA mostr6 una unién mucho menor a la del ensayo que se realizé en su



ausencia, sugiriendo de nuevo la participacion de los residuos de lisina de las proteinas

de las L3As en la fijacion del plasminogeno ( ).
L3As + L3As + L3As +
PLG + Anti-PLG (FITC) Anti-PLG (FITC) PLG + &-ACA + Anti-PLG (FITC)

A C

Fluorescencia

Luz transmitida

Figura 32. Union del plasmindgeno a la superficie de las L3As por inmunofluorescencia y microscopia
confocal. (A-C) Imagenes de fluorescencia de la superficie de las L3As: (A) Incubacion de las L3As con
10 pg/mL de PLG y un anticuerpo anti-PLG unido a FITC; (B) Control negativo omitiendo la presencia de
PLG en el ensayo anterior; (C) Ensayo de competicion con 40 mM e-ACA durante la incubacion con el
PLG. (D-F) Imégenes de luz transmitida de la superficie de las L3As correspondientes a A-C. Barras de

escala: 25 um. Abreviaturas: PLG, plasminogeno.

2.7. L3AsS y L3ASES activan el plasminogeno y promueven
la generacion de plasmina

Para comprobar si la uniéon del plasmindgeno llevada a cabo por los extractos
L3AsS y L3ASES era funcionalmente relevante y, por tanto, promovian su activacion y
la consecuente generacion de plasmina, se realizd un ensayo en el que la actividad
proteolitica de dicha enzima liberada podia ser medida tras la adicion de un cromégeno
especifico. Los resultados mostraron que ambos extractos parasitarios activan el
plasmindgeno y promueven la generacion de plasmina en presencia de los dos principales
activadores fisiologicos del plasmindgeno (tPA y uPA). Esto se debe a que los valores de
densidades Opticas obtenidos para L3AsS y L3AsSES en estos casos fueron

significativamente mas elevados que los que revelaron sus controles negativos, en los que



se sustituyo cada extracto parasitario por una cantidad igual de BSA (p < 0,05) (

). Al comparar los resultados obtenidos para ambos activadores se observd que la
activacion del plasmindgeno en presencia del tPA es més elevada para L3AsS, mientras
que en presencia del uPA es mayor para L3AsES. El extracto L3AsS mostrd, ademas,
cierta capacidad para activar el plasminégeno de manera autébnoma, ya que cuando dicho
extracto se incubd en ausencia de los activadores tPA y uPA se hallaron diferencias

significativas en los valores de densidades Opticas obtenidos entre este grupo

experimental y su control negativo (p < 0,05) ( ).
DO DO
0.2 - 0.2 -
¥ *
0,15 - 0.15 -
0,1 0,1 -
*
0.05 1 . 0,05 - *
0 - 0 A
BSA L3AsS BSA L3AsS BSA L3AsS BSA L3AsES BSA L3AsES BSA L3AsES
+ + + + + + + +
tPA tPA uPA uPA tPA  tPA uPA uPA

Figura 33. Activacion del plasminogeno y potenciacion de la generacion de plasmina por L3AsS (m) y
L3ASES (m). Incubacion de 1 ug del extracto parasitario (L3AsS o L3AsES) o BSA como control negativo
(m) con | pg de plasmindgeno, 3 pug de S-2251 y un activador del plasminogeno (15 ng de tPA o 10 ng de
uPA). Cada barra representa la media de tres réplicas + SD. Las diferencias significativas (p < 0,05) entre

los ensayos experimentales y los grupos control situados a su izquierda estan sefialadas con un asterisco
(*). Abreviaturas: DO, densidad optica.

2.8. Caracterizacion e identificacion de las proteinas que
unen plasmindgeno en L3AsS y L3ASES

Para caracterizar e identificar las proteinas responsables de la union del
plasmindgeno en L3AsS y L3AsES, los componentes proteicos de ambos extractos
parasitarios se separaron por electroforesis 2D. A continuacion, parte de los geles
resultantes se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa, las cuales se incubaron
con plasmindgeno y anticuerpos especificos. El gel 2D de L3AsS reveld 560 spots con
puntos isoeléctricos entre 3,3 y 9,7 y pesos moleculares entre 12 y 176 kDa ( ).
El Western blot correspondiente mostrd 54 spots con capacidad para unir plasmindgeno,
con puntos isoeléctricos entre 5,1 y 9,5 y pesos moleculares entre 13,7 y 176 kDa (

), representando una tasa de unidén a plasmindgeno del 9,64 % del total de spots



RESVLTADOS

revelados en el gel de poliacrilamida. El gel 2D de L3ASES revel6 un nimero de spots
inferior (387), los cuales se distribuyeron en un intervalo menor tanto de puntos
isoeléctricos (3,7-8,9) como de pesos moleculares (13,5-158 kDa) (Figura 34C). En este
caso, en el Western blot correspondiente se revelaron 16 spots con capacidad para unir
plasmindgeno, con puntos isoeléctricos entre 5,1 y 7,1 y pesos moleculares entre 48 y 109
kDa (Figura 34D), representando una tasa de union a plasminogeno del 4,13 %. En el
Western blot llevado a cabo en ausencia de plasmindégeno como control negativo no se
reveld ningin spot.

PM
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Figura 34. Imagenes 2D de L3AsS (A y B) y L3AsSES (Cy D). (A y C) Geles 2D al 12 % de poliacrilamida
y un intervalo de pH de 3-10 revelados con nitrato de plata. (B y D) Membranas reveladas en el Western
blot homologas a los geles a A y C que muestran los spots de union al plasmindgeno de los extractos
parasitarios. La referencia de peso molecular esta indicada a la izquierda y la de punto isoeléctrico, sobre
las imagenes de los geles y membranas. Los spots rodeados y numerados corresponden a los spots de union
al plasmindgeno identificados conjuntamente en el Western blot y en su gel 2D homdlogo. Abreviaturas:

PM, peso molecular; pl, punto isoeléctrico.
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Tabla 2. Proteinas de union al plasminogeno identificadas por espectrometria de masas en los spots de las
L3As analizados. Todas las identificaciones pertenecen a proteinas de 4. suum depositadas en bases de
datos. El numero de spot corresponde al indicado en la . Abreviaturas: PM, peso molecular; pl,

punto isoeléctrico.

Numero Extracto Cédigo de Descripcién PM tedrico  pl Funcién Proceso
de spot parasitario acceso (NCBI) P (kDa)  tedrico molecular bioldgico
Miembro 6 de la
1 L3AsS ERG85667  subfamilia p55 de 128,3 7,8 Actividad de unioén -
MAGUK
Fosfoenolpiruvat Actividad
12,13 L3AsS Q05893 ostoenolpiruvato 4, 5 6,3 fosfoenolpiruvato Gluconeogénesis
carboxiquinasa L
carboxiquinasa
15,16 L3AsS CAKI8211 Dlsulfuro 55.6 49 Actwldaq proteina Homeostasis del
isomerasa disulfuro isomerasa redox celular
Actividad Transporte de
13 L3AsS ERG82657 Subumdad ATP 58.8 57 transportador protones
sintasa transmembrana de  acoplado a la
protones sintesis de ATP
20, 21, L3AsS, Glucosa-6-fosfato Actividad glucosa- Proceso
49, 50 L3AsES ERG85026 isomerasa 80,1 %1 6-fosfato isomerasa  glucolitico
2394 Organizacion del
é 6 ’ L3AsS ERGS87158 Actina-2 41,8 5,3 Actividad de union citoesqueleto de
actina
26, 28, Fructosa-bisfosfato Actividad fructosa- Proceso
29 L3AsS ERG79663 aldolasa 1 39.1 7.1 bisfosfato aldolasa  glucolitico
Gliceraldehido 3- licgztlgég?go-} Proceso
31,32 L3AsS ERG79426 fosfato 38,5 7,7 & e
. fosfato glucolitico
deshidrogenasa .
deshidrogenasa
Lectina de 32 kDa Unién d
33,34 L3AsS  ERGS81473  deuniénabeta- 31,8 6,4 on & -
L. carbohidratos
galactosido
Proteina Componente
35, 38 L3AsS ERGS81802 ribosomica 60s 14,8 10,5 estructural del Traduccion
L23 ribosoma
Proteina 25
ortadora de un Proceso
41,42 L3ASES ERG86435 ~ Poradorade 141,5 7,3 Actividad catalitica metabolico de
dominio similar a .
. carbohidratos
prion
44, 45, Receptor 99d de Actividad receptor
51,52, L3ASES ERG85099 péptidos similares 87,8 4,9 acoplado a proteina -
54,55 a taquiquinina G

La comparacioén de los spots revelados en los Western blot con sus homologos en
los geles de poliacrilamida permitid seleccionar 41 y 16 spots de unioén al plasmindgeno
en los proteomas de L3AsS y L3ASES, respectivamente. De ellos, un total de 30 spots
(20 de L3AsS y 10 de L3AsES) se escindieron de los geles 2D y se analizaron por
espectrometria de masas. Se lograron identificar todos ellos, los cuales correspondieron
a 12 proteinas depositadas en las bases de datos como proteinas de A. suum: miembro 6

de la subfamilia p55 de MAGUK, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, disulfuro isomerasa,



subunidad ATP sintasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, actina-2, fructosa-bisfosfato
aldolasa 1, GAPDH, lectina de 32 kDa de union a beta-galactosido, proteina ribosémica
60s L23, proteina 25 portadora de un dominio similar a prion y receptor 99d de péptidos
similares a taquiquinina. Se identificaron entre 1 y 6 isoformas de cada una de ellas.
Nueve proteinas procedian del extracto L3AsS, 2 proteinas provenian de L3AsES y una
se hall6 en ambos extractos parasitarios. En la se recogen los datos de las
proteinas identificadas referentes a su cddigo de acceso al NCBI, peso molecular tedrico,
punto isoeléctrico tedrico, funcién molecular y proceso bioldgico en el que participan.
Cinco de las 12 proteinas identificadas (42 %) estan relacionadas con rutas metabolicas,

de las cuales 4 (33 %) participan en procesos glucoliticos.

Finalmente, con el objetivo de visualizar la estructura 3D de las proteinas
identificadas como proteinas de unidén al plasmindégeno en L3AsS y L3AsES, las
secuencias aminoacidicas de dichas proteinas se analizaron bioinformaticamente para
buscar moldes homoélogos depositados en las bases de datos. Asi, se predijo la estructura
secundaria de dichas proteinas y sus modelos 3D in silico, los cuales se muestran en la

. Ademas, en ellos se marcaron los residuos de lisina como posibles sitios de

union al plasminogeno, los cuales se visualizaron en la parte externa de las proteinas.
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Miembro 6 de la subfamilia Fosfoenolpiruvato Disulfuro isomerasa Subunidad AT
p55 de MAGUK carboxiquinasa sintasa

Glucosa-é-fosfa\to Fructosa-bisfosfato Gliceraldehido 3-fosfato
isomerasa aldolasa 1 deshidrogenasa

3
Ll
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Lectina de 32 kDa de Proteina Proteina 25 portadora de
unién a beta-galactdsido ribosémica 60s un dominio similar a prion  similares a taquiquinina

Figura 35. Modelos 3D de las proteinas de union al plasmindgeno identificadas en las L3As por
espectrometria de masas. Los residuos de lisina de las proteinas como posibles sitios de union al

plasminogeno aparecen marcados con bolas de color rojo.
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Conocer y entender las relaciones moleculares que ocurren entre los parasitos y
sus hospedadores es fundamental para lograr un control efectivo de las enfermedades
parasitarias. Pese al incremento de la actividad investigadora que existe actualmente en
el campo de la parasitologia, la enorme complejidad que implica este tipo de interacciones
biologicas hace que las estrategias dirigidas a su prevencion y tratamiento contintien
siendo escasas o acarreen serios inconvenientes. En este sentido, el desarrollo de nuevas
estrategias de control vacunal se ha sefialado como una posible solucion a estos
problemas, para lo cual resulta esencial desentrafiar las bases moleculares que gobiernan
las relaciones parasito-hospedador, principalmente en las fases tempranas de la infeccion
(11,219,320). Aunque el conocimiento cientifico generado en torno a estas interacciones
debe considerarse y comprenderse en su conjunto, es necesario compartimentarlas cuando
se pretende abordar su estudio pormenorizado. En este contexto, la presente Tesis
Doctoral trata de contribuir al conocimiento sobre las interacciones moleculares que se
producen entre los helmintos parésitos y el sistema hemostatico de sus hospedadores
vertebrados. Esta premisa implica, tanto la realizacion de una revision de alcance sobre
la informacion generada en dicho campo de estudio, como el andlisis de la interaccion de
la larva de tercer estadio de Ascaris suum con componentes del sistema hemostatico de

su hospedador.

La cuantiosa informacidn que existe sobre la interaccion que se produce entre los
helmintos parasitos y el sistema hemostatico de sus hospedadores vertebrados, su
diversidad y su dispersion en la literatura cientifica llevaron a enunciar el primer objetivo
de la Tesis Doctoral y realizar la consiguiente revision de alcance. El analisis de los datos
obtenidos en dicha revision revelé un nimero considerable de especies de helmintos
parésitos, sanguineos y tisulares, con capacidad para interaccionar con el sistema
hemostatico de sus hospedadores vertebrados. Se observd que las distintas especies de
parésitos comparten estrategias de interaccion, pues emplean moléculas equivalentes para
manipular los mismos componentes del sistema hemostatico. El hecho de que especies
que pertenecen a taxones tan distantes, como platelmintos y nematodos (321), y que
parasitan tan amplia variedad de hospedadores compartan mecanismos similares para
interaccionar con el sistema hemostatico, denota su importancia y convergencia
evolutiva, como ya se ha postulado para esta y otras adaptaciones parasitarias
(1,2,322,323). Ademas de los helmintos, también protozoos y artropodos pardsitos, e

incluso bacterias y hongos patdgenos, interaccionan molecularmente con este sistema del



hospedador (324,325), lo que apoya la aseveracion anterior en términos de significacion

bioldgica y evolutiva.

Los resultados obtenidos también revelaron un nimero elevado de proteinas
parasitarias con capacidad para interaccionar con el sistema hemostatico. Muchas de estas
proteinas estaban implicadas en los mismos tipos de interacciones, lo que sugiere que los
helmintos parasitos emplean diferentes moléculas para efectuar la misma funcion, tal y
como han postulado otros autores (10,323,226). Estos procesos de redundancia
bioquimica son actualmente considerados como una de las principales razones por las que
el desarrollo de vacunas contra las helmintiasis constituye un reto de dificil solucion (10).
Por otra parte, se observd que, en muchos casos, la misma proteina parasitaria
interactuaba con diferentes componentes del sistema hemostatico, participando asi en
distintos tipos de interacciones. Aparte de estas funciones relacionadas con la
manipulacion del sistema hemostatico del hospedador, para la mayoria de las proteinas
recogidas en la revision se han descrito otras funciones, que se consideran primordiales o
prioritarias. Este mecanismo de multifuncionalidad es conocido como «moonlighting» y
constituye una estrategia de ahorro energético basada en la capacidad para exhibir
diferentes funciones de una misma proteina dependiendo de ciertos factores, como su
expresion en distintos tipos celulares, su localizacion en el interior o el exterior de la
célula o en distintos compartimentos celulares o su secrecion a través de rutas
convencionales o alternativas (327,328). En efecto, la mayoria de las interacciones
recogidas en la revision se describieron en componentes parasitarios procedentes de los
compartimentos de superficie y excretor/secretor. Esto sugiere que las moléculas
parasitarias implicadas en la manipulacion del sistema hemostatico serian,
principalmente, expresadas en la superficie del parasito o secretadas a su exterior desde
el citoplasma celular, pese a que sus funciones candnicas se lleven a cabo en el interior
de la célula. La localizacion de estas moléculas en la interfase parasito-hospedador podria
favorecer su interaccion con las moléculas del hospedador y permitir al parasito
beneficiarse del resultado de la interaccion en su entorno inmediato o en aquellos lugares

en los que pueda ser requerido.

Dentro del sistema hemostatico, el término «moonlighting proteins» ha sido
especialmente atribuido a las proteinas que interaccionan con el sistema fibrinolitico, y
mas concretamente, a aquellas cuya funcion principal es actuar como enzimas cataliticas

en la glucolisis (323,329-331). A este respecto, los resultados de la revision de alcance



recogida en la presente Tesis Doctoral mostraron que las enolasas, las GAPDH y las
fructosa-bisfosfato aldolasas eran las proteinas parasitarias mas frecuentemente
identificadas como fijadoras del plasmindgeno. Otras proteinas relacionadas con la
glucolisis que revelaron esta misma capacidad fueron la fosfoglicerato mutasa y la triosa
fosfato isomerasa. Todas ellas no solo actian como receptores del plasmindgeno en
helmintos parasitos, sino que también han sido identificadas llevando a cabo esta funcién
en protozoos parasitos y en bacterias y hongos patdgenos (325). Entre el resto de proteinas
que mostraron capacidad para unir plasmindgeno destacaron la actina y la anexina por
identificarse en varias especies de helmintos, las cuales también presentan funciones
adicionales a la fijacion del plasmindgeno, aunque no estan relacionadas con la glucolisis.
Entre los principales receptores celulares a los que se puede unir el plasmindgeno en los
vertebrados se encuentran la o-enolasa y la anexina 2 (260), lo que sugiere que los
parasitos podrian utilizar como receptores del plasminégeno moléculas similares a las
expresadas como receptores fisiologicos en los hospedadores vertebrados. Asimismo, se
ha postulado que el mecanismo de union del plasmindgeno podria ser similar para los
receptores de ambos tipos de organismos (529). Tanto en el hospedador como en el
parasito, este mecanismo esta mediado por residuos carboxiterminales de lisina presentes
en los receptores, que interaccionan con los sitios de union a lisina situados en los
dominios kringle del plasminogeno (332). Por ello, esta caracteristica de la unioén del
plasmindégeno puede ser demostrada experimentalmente mediante ensayos de

competicion con analogos de lisina, como el e-ACA.

Aunque el término «moonlighting proteins» no se ha relacionado con moléculas
parasitarias que interaccionan con el sistema de la coagulacion, algunas de las proteinas
recogidas en la revision, como la anexina, la calpaina, la calreticulina y la ectonucle6tido
fosfodiesterasa/pirofosfatasa, presentan otras funciones consideradas primordiales o
prioritarias dentro de la fisiologia parasitaria y no relacionadas con la interaccion aqui
revelada (333). Otras proteinas (proteinas o péptidos anticoagulantes de Ancylostoma
spp., proteinas de tipo Kunitz y serpinas), responsables de la mayor parte de las
interacciones identificadas con el sistema de la coagulacion, exhiben actividad inhibitoria
de endopeptidasas de tipo serina (333). Este hecho resulta llamativo al observar que la
mayoria de las proteinas que participan en la coagulacion sanguinea en vertebrados son
proteasas de serina y sus principales inhibidores (la antitrombina III y el TFPI) son una

serpina y un inhibidor de tipo Kunitz, respectivamente (239). Ademas, estudios de



comparacion entre las secuencias de las serpinas de nematodos y mamiferos han sefalado
que ambas comparten algunos de los aminoacidos clave para mantener la estructura y
funciéon de las proteinas (322). Queda aun por determinar si este seria el caso de las
serpinas de helmintos parésitos implicadas en la manipulacion del sistema hemostatico

del hospedador.

Con arreglo a la informacion contenida en las publicaciones analizadas en la citada
revision de alcance, las interacciones entre los helmintos pardsitos y el sistema
hemostatico de sus hospedadores vertebrados se relacionaron, principalmente, con la
capacidad de los pardsitos para evitar la formacion de coagulos sanguineos (potencial
anticoagulante) y facilitar su disolucion (potencial profibrinolitico). Estas estrategias
parasitarias se asociaron con los requerimientos nutricionales y los mecanismos de
supervivencia del parasito, respectivamente, por lo que podrian ser especialmente
beneficiosas para aquellos parasitos que se alimentan de sangre, como los estadios adultos
de Ancylostoma spp., Fasciola hepatica y Haemonchus contortus, o que viven en el
sistema circulatorio de su hospedador (p. ej. Dirofilaria immitis y Schistosoma spp.). En
efecto, se ha observado que el sangrado provocado por algunos parasitos hematofagos
continta desde los vasos sanguineos afectados durante periodos de tiempo prolongados
tras el desprendimiento del patégeno (334) y que parasitos que viven en el sistema
circulatorio de su hospedador durante afios no desencadenan la formacion de trombos, los
cuales si aparecen cuando el parésito muere (335,330). Asimismo, se ha sugerido que la
formacion de codgulos sanguineos en el hospedador constituiria una barrera fisica para
pardsitos que migran a través de sus tejidos, que viven en su sistema circulatorio o que se

alimentan de sangre (323).

Ademas de evitar la formaciéon de coagulos sanguineos, la manipulacion del
sistema hemostatico del hospedador podria proporcionar otros beneficios importantes a
los parésitos debido a que este sistema participa en otros procesos fisiolégicos en los
vertebrados. El sistema de la coagulacion es considerado un importante sistema
defensivo, al activarse durante las infecciones y al incluir componentes que estan
implicados en la respuesta inmune y su regulacion (337). En la evasién y modulacion de
las respuestas defensivas del hospedador también podria jugar un papel importante la
plasmina generada tras la activacion del sistema fibrinolitico, al ejercer su actividad
proteolitica sobre diversas inmunoglobulinas y componentes del complemento, como se

ha demostrado para algunas especies de bacterias patdgenas (532-341). La plasmina



también estd implicada en la degradacion de matriz extracelular, bien directamente al
degradar sus propios componentes, bien de forma indirecta al activar metaloproteasas de
matriz (276). Asimismo, participa en procesos de proliferacion y migracion celular y en
la activacion de factores angiogénicos, contribuyendo a la patogénesis del cancer y de
diversas enfermedades con componente inflamatorio (276,299,300). La participacion de
la plasmina en estos procesos hace que la activacion del sistema fibrinolitico por bacterias
patdgenas también se haya relacionado con procesos de adhesion, invasion y migracion

(342-340), asi como con la degradacion de proteinas del hospedador para la nutricion
(G47).

Es posible que estas sean las razones por las que las interacciones helminto-
sistema hemostatico identificadas en la presente Tesis Doctoral se hayan relacionado,
principalmente, con mecanismos de supervivencia parasitaria, nutricion, invasion y
migracion por los tejidos del hospedador y evasion de sus respuestas de defensa, asi como
con la aparicion de procesos patologicos en el hospedador. Sin embargo, el significado
fisiologico de estas interacciones en las helmintiasis no se ha llegado a demostrar
totalmente, pues solo el 2 % de los trabajos incluidos en la revision llevaron a cabo
experimentos de validacion funcional para determinar si la interaccion estaba, en efecto,
implicada en los procesos bioldgicos atribuidos. El estudio de la significacion bioldgica
de estos mecanismos podria proporcionar informacion muy valiosa que contribuiria a
aumentar el conocimiento cientifico sobre el papel real de las interacciones que se
producen entre los parasitos y el sistema hemostatico de sus hospedadores, como ha

ocurrido en el caso del nematodo D. immitis (523,345,349) y algunos protozoos parasitos

(550,351).

Las interacciones con el sistema hemostatico del hospedador se describieron en
vermes adultos, huevos y distintos estadios larvarios de los helmintos. Estos resultados
indican que estos pardsitos podrian manipular este sistema del hospedador durante la
totalidad de su ciclo biolégico en el vertebrado, como se puede observar en S. mansoni
(ver ). Para algunos protozoos parasitos, como Trypanosoma spp. y Plasmodium
spp., esta interaccion pardsito-sistema hemostatico también se ha demostrado en los
estadios que se desarrollan en el invertebrado que actia como vector. Estas fases
evolutivas son capaces de utilizar proteinas de la sangre tomada del vertebrado por el
vector para favorecer la invasion de los tejidos de este ultimo y/o su transmision al

siguiente hospedador vertebrado (351-354). Estd por determinar si esto podria suceder en



el contexto de los helmintos parasitos transmitidos por vectores. Por otra parte, el hecho
de que la mayor parte de las interacciones hayan sido identificadas en vermes adultos
indica que este es el estadio empleado de manera preferente como material parasitario
para estudiar la interaccion entre los helmintos parésitos y el sistema hemostatico. Como
ya se ha planteado, una mayor utilizacién de las fases larvarias, preferiblemente de
aquellas mas tempranas en la infeccion del hospedador definitivo, podria contribuir a
aumentar el conocimiento sobre el funcionamiento y la implicacién de este tipo de
interacciones en el inicio de la infeccion, momento clave para el establecimiento del

parasito en el hospedador (355).

Segtin los resultados obtenidos en la revision de alcance recogida en la presente
Tesis Doctoral, se emplearon una amplia variedad de metodologias para estudiar las
interacciones entre los helmintos parasitos y el sistema hemostético de sus hospedadores,
siendo las mas utilizadas las técnicas de ELISA, electroforesis SDS-PAGE, inmunoblot,
andlisis del tiempo de coagulacion y cromogénicas. Otras técnicas apenas identificadas
en la revision y empleadas de forma rutinaria en la practica clinica, como la
tromboelastografia, podrian proporcionar un enfoque diferente al estudio de este tipo de
interacciones, pues permiten analizar simultdneamente diferentes pardmetros de la
hemostasia (350). De igual manera, el uso de metodologias mas novedosas para
identificar las moléculas responsables de la interaccion, como las técnicas «-Omicasy,
escasamente registradas en esta revision, podrian ser Ttiles para lograr una mayor
comprension de las relaciones parasito-hospedador y encontrar nuevas dianas
terapéuticas mas efectivas (! 1,319,320). De hecho, algunas de las proteinas parasitarias
recogidas en la revision (principalmente serpinas y receptores del plasminogeno) han sido
propuestas como potenciales dianas para vacunacion y tratamientos antihelminticos
(322,329). El estudio mas profundo de estas moléculas y sus implicaciones podria
conducir al desarrollo, no solo de antiparasitarios, sino también de nuevas terapias para
el tratamiento de patologias inducidas por la plasmina y/o trastornos hemorragicos en
humanos, los cuales son responsables de una de cada cuatro muertes en el mundo (357).
Respecto a estos Ultimos, la proteina anticoagulante c2 del nematodo A. caninum
(NAPc2) (ver ) ha sido evaluada como agente antitrombotico en ensayos clinicos
de fase II con resultados prometedores, demostrando ser una estrategia segura, bien
tolerada y efectiva para reducir la formacion de trombos en enfermedades coronarias,

durante intervenciones quirdrgicas o en postoperatorios (358-360). Recientemente, esta



molécula también ha sido propuesta como candidato para su evaluacion en pacientes

hospitalizados con COVID-19 con un riesgo elevado de trombosis (361).

Finalmente, el elevado nlimero de interacciones identificadas en algunas especies
de helmintos, como A. caninum, S. mansoni y D. immitis, podria tener un significado
bioldgico o simplemente deberse a factores subjetivos, entre los que se incluyen su uso
como modelos parasitarios o el interés cientifico que han suscitado en algunos grupos de
investigacion debido al contacto directo que estas especies tienen con el sistema
cardiovascular del hospedador. Algo similar podria ocurrir con la aparente asociacion de
determinadas especies de helmintos con la mayor modulacion de una de las dos vias del
sistema hemostatico (p. ej. Ancylostoma spp.-sistema de la coagulacion, D. immitis-
sistema fibrinolitico), asi como con el mayor niimero de interacciones registradas para
algunas de las proteinas identificadas como responsables de la interaccion, tanto del
parasito (p. ej. proteinas o péptidos anticoagulantes de Ancylostoma spp., enolasa) como
del hospedador (p. ej. FXa, plasmindgeno). Asimismo, el conocimiento existente sobre la
fisiologia y fisiopatologia del sistema hemostatico y la biologia de los helmintos
parasitos, o los avances en investigacion en campos de estudio proximos, como el de la
microbiologia, podrian condicionar los efectos y/o procesos biologicos que se le atribuyen

a la interaccion parasito-sistema hemostatico cuando no existe una validacion empirica.

Entre las especies de helmintos identificadas en la revision de alcance por
interaccionar con el sistema hemostatico de su hospedador se encontraba A. suum. El
estudio que describia dicha interaccion revelaba la capacidad de los vermes adultos del
parésito para prolongar el APTT y provocar deficiencias en la agregacion de plaquetas
(362). No obstante, no se registrd ningun trabajo que empleara como material parasitario
su larva de tercer estadio. Esta fase evolutiva realiza una extensa y compleja ruta
migratoria a través de la circulacion sanguinea de su hospedador, desde que accede a ella
en el intestino hasta que la abandona en los pulmones para retornar al tubo digestivo,
donde alcanza el estadio adulto y se establece de forma definitiva (55). Este tipo de
migraciones parasitarias que empiezan y terminan en el mismo punto resultan
especialmente paradojicas, puesto que conllevan un elevado coste adaptativo para el
pardsito en términos bioquimicos y morfoldgicos, ademds de entrafiar serios riesgos para
su supervivencia. Es por esto por lo que este mecanismo se ha propuesto como una
estrategia evolutiva ventajosa que proporcionaria al parasito beneficios relacionados con

su crecimiento, fecundidad o establecimiento en el hospedador (£0). Pese a la importancia



que la migracion de esta larva tendria para el desarrollo de A. suum y su establecimiento
en el hospedador, los mecanismos moleculares que rigen dicho proceso no son bien
conocidos (£6,9%). Como se ha mencionado anteriormente, desentrafiar las interacciones
moleculares que ocurren en el primer contacto que se produce entre parasito y
hospedador, representado en A. suum por la larva de tercer estadio, es un factor clave en
el avance hacia el desarrollo de herramientas de control que resulten efectivas contra el
parasito (86,97,105). En el caso de 4. suum, el desarrollo de estas herramientas es
especialmente necesario, pues no existen métodos diagnosticos Optimos y su tratamiento
y prevencion actuales estdn basados en el uso de fArmacos antihelminticos (£2). Con la
finalidad de contribuir al estudio de las relaciones parasito-hospedador en la ascariosis
porcina, principalmente durante las primeras etapas de la infeccion, se planteo el segundo
objetivo de la Tesis Doctoral y se realizé un estudio experimental sobre la interaccion
molecular entre la larva de tercer estadio de A. suum (L3As) y el sistema hemostatico de
su hospedador. Dado que la mayor parte de las moléculas parasitarias implicadas en este
tipo de interacciones se encuentran en la interfase parasito-hospedador, se emplearon
extractos de la superficie (L3AsS) y de los productos excretores/secretores (L3AsSES) de
las L3As para llevar a cabo los experimentos, previa obtencion de dichas larvas tras la

extraccion e incubacion de huevos del parasito.

Los resultados del estudio de la interaccion entre las L3As y el sistema de la
coagulacion revelaron que los extractos L3AsS y L3AsES inhiben factores de la cascada
de la coagulacion de las vias extrinseca, intrinseca y/o comun previos a la transformacion
del fibrin6geno en fibrina. Esto es debido a que los ensayos para el PT y el APTT
estuvieron significativamente alterados en presencia de ambos extractos parasitarios, pero
no se observaron diferencias significativas en el ensayo para el TT. Estos resultados se
correlacionan con los obtenidos en estudios que emplearon metodologias similares en
otros helmintos parasitos (303-365) y refuerzan los experimentos desarrollados con
vermes adultos de 4. suum y larvas de A. lumbricoides durante los afios 80 y 90 (362,260).
En la revision de alcance incluida en la presente Tesis Doctoral, la capacidad para
prolongar los tiempos de coagulacion «PT» y «APTT» se identifico en diez y doce
especies de helmintos parésitos, respectivamente, mientras que la prolongacion del TT
solamente se describid en tres especies. Como se puede observar en dicha revision, este
efecto anticoagulante se deberia, principalmente, a la inhibicion que ejercen los parasitos

sobre los factores de la coagulacion de sus hospedadores. Esta capacidad se describié en



nueve especies de helmintos y los factores inhibidos fueron el complejo TF-FVlIla, el
FXllIa, el FXIa, el FXa, el complejo FXa-FVa y la trombina, siendo el FXa la molécula
inhibida en un mayor niimero de casos. En el estudio experimental llevado a cabo con los
extractos complejos de las L3As se reveld que tanto L3AsS como L3ASES tienen
actividad inhibitoria sobre el FXa. El papel central que este factor juega en la cascada de
la coagulacion ha hecho que se haya descrito como una molécula crucial en la hemostasia
y se haya propuesto como una diana prometedora para el desarrollo de nuevos agentes
anticoagulantes (367). De hecho, la proteina anticoagulante de A. caninum NAPc2,
previamente mencionada en esta discusion por su posible uso en terapia anticoagulante
en humanos, es inhibidora, entre otros factores, del FXa (ver ). Dentro de los
organismos parasitarios, la capacidad para inhibir la cascada de la coagulacién del
hospedador no estd restringida a los helmintos, ya que se han obtenido resultados
similares en diversos grupos de artrépodos, como mosquitos, moscas, chinches o
garrapatas, tanto para la prolongacion de los tiempos de coagulacion (365-371) como para

la inhibicidn de los factores que la constituyen (368,372-370).

Puesto que la antitrombina III, que es el principal inhibidor de la coagulacion
sanguinea en vertebrados (249), es una serpina (239), las serpinas de los parasitos han
sido las moléculas sugeridas como responsables de inhibir los factores de la coagulacion
del hospedador (322,375,377-379). En efecto, la revision de alcance mostré que, de las
interacciones en las que se produjo la inhibicion de algun factor de la coagulacion y se
identifico la molécula parasitaria responsable del proceso, esta fue una proteina con
actividad serpina en el 96 % de los casos. Por ello, el estudio experimental sobre las L3As
recogido en la presente Tesis Doctoral se centrdé en la busqueda de serpinas como
potenciales inhibidores del FXa, para lo cual se empled una electroforesis SDS-PAGE
debido a que el mecanismo de inhibicién de las serpinas implica la formacién de un
complejo irreversible entre ellas y sus proteinas diana (261). Los resultados obtenidos
revelaron la formacion de posibles complejos de inhibicion entre proteinas de los
extractos parasitarios (L3AsS y L3AsES) y el FXa, lo cual se correlaciona con estudios
similares llevados a cabo en otros nematodos y artropodos pardsitos (365,373,375). El
posterior analisis por espectrometria de masas de estos complejos permitio identificar tres
serpinas de A. suum como posibles candidatos a inhibir el FXa. El alineamiento de
secuencia multiple que compard estas serpinas con la antitrombina III de cerdos y

humanos mostré una relativa homologia entre ellas. Sin embargo, la similitud aumento



notablemente cuando tnicamente se compararon los dominios firma de las serpinas. Estos
resultados se correlacionan con los obtenidos en otros nematodos (365) y con lo descrito
por Zang y Maizels (322), que sefalaron que, aunque las serpinas de nematodos y
mamiferos tienen baja homologia, estan altamente conservadas en la mayoria de los
residuos de aminoacidos que son necesarios para mantener la estructura y funcion de las
proteinas, como el dominio firma en el caso de las serpinas. Por tanto, 4. suum en
particular y los helmintos parasitos en general podrian expresar moléculas similares a las
responsables de inhibir la cascada de la coagulacion en sus hospedadores vertebrados, lo

que sugiere convergencia evolutiva entre las serpinas de ambos organismos.

Los resultados del estudio de la interaccion entre las L3As y el sistema
fibrinolitico mostraron que L3AsS y L3AsES unen plasmindgeno, caracteristica hallada
en otras doce especies de helmintos parasitos, segin la revision de alcance, y en
numerosos protozoos parasitos y bacterias y hongos patogenos (325). En algunos de estos
parasitos, ademds, dicha union se localizd6 en su superficie mediante técnicas de
inmunofluorescencia (5 12,380,381), al igual que también se pudo observar en las L3As.
Los andlisis por espectrometria de masas permitieron identificar doce proteinas presentes
en los extractos L3AsS y L3ASES como potenciales receptores del plasmindgeno. En
cinco casos (actina, disulfuro isomerasa, fructosa-bisfosfato aldolasa, GAPDH vy lectina
de union a beta-galactosido), su potencial para interaccionar con el plasmindgeno se habia
descrito previamente en otras especies de helmintos parésitos, como queda reflejado en
la revision de alcance. La GAPDH fue la proteina que se identificé en un mayor numero
de especies (cinco especies), seguida de la actina y la fructosa-bisfosfato aldolasa, las
cuales se identificaron en tres especies. La disulfuro isomerasa y la lectina de union a
beta-galactosido solamente se identificaron en una especie cada una (F. hepatica y D.
immitis, respectivamente). La fructosa-bisfosfato aldolasa y la GAPDH también se han
descrito como proteinas receptoras del plasmindgeno en bacterias y hongos patégenos, y
la ultima, ademas, en protozoos parasitos (325). El resto de proteinas identificadas como
fijadoras del plasminogeno en las L3As se han relacionado con el reclutamiento de esta
enzima por primera vez en este trabajo, a excepcion de la subunidad ATP sintasa, ya que
diferentes subunidades de esta proteina unen angiostatina, un fragmento proteolitico del
plasmindgeno, en células humanas (552). Conforme a los resultados obtenidos, se
observé ademas que la union del plasmindgeno requeria la participacion de los residuos

de lisina de las proteinas parasitarias responsables de la interaccion, los cuales



interaccionarian, a su vez, con los dominios kringle del plasminogeno (332). Este
mecanismo es compartido con los receptores del plasmindgeno tanto de otros parasitos
(210,312,383-386) como de los hospedadores vertebrados (329). Como se puede observar
en los modelos 3D desarrollados en la presente Tesis Doctoral y en estudios similares
llevados a cabo con otros nematodos (34,349,3806), los residuos de lisina se localizan en
la parte externa de las proteinas, lo que podria facilitar la accesibilidad al plasmindgeno

del hospedador.

Ademas de unir plasminogeno, L3AsS y L3AsES activan dicho plasminégeno y
potencian la generacion de plasmina en presencia de los dos principales activadores del
plasmindgeno del hospedador: el tPA y el uPA. Estos resultados se correlacionan con los
obtenidos en la revision de alcance, pues en ella se identificaron nueve especies de
helmintos pardsitos con esta misma capacidad, siete de las cuales activaron el
plasmindgeno por medio del tPA y dos en presencia del uPA. En protozoos y artropodos
pardsitos también se ha descrito este mecanismo de activacion del sistema fibrinolitico
del hospedador (351,387-390). En el estudio experimental con las L3As que forma parte
de la presente Tesis Doctoral, la generacion de plasmina por el tPA fue més efectiva en
presencia de L3AsS, lo cual podria deberse al papel que esta molécula tiene como
principal activador del plasmindgeno en la degradacion de fibrina a nivel vascular (273).
Las L3As podrian utilizar las proteinas fijadoras del plasmindgeno asociadas a su
superficie para promover la generacion de plasmina en su habitat inmediato durante su
migracion a través del torrente sanguineo. Por el contrario, la generacion de plasmina por
el uPA fue mayor en presencia de L3ASES. El uPA, al unirse a su receptor celular (el
uPAR) activa el plasmindgeno unido a ¢l y produce proteolisis pericelular (273). Como
consecuencia, las L3As podrian utilizar las proteinas fijadoras del plasmindgeno
presentes en sus productos excretores/secretores para impulsar la generacion de plasmina
en sitios celulares especificos a nivel sistémico, como se ha propuesto para otros
patogenos (383-391). Por ultimo, los resultados obtenidos también revelaron que L3AsS
induce la generacion de plasmina por si mismo, en ausencia de los activadores del
plasmindgeno. Todos los estudios considerados en la revision de alcance revelaron la
dependencia de los activadores fisiologicos del plasmindgeno (tPA o uPA) para promover
la generacion de plasmina, a excepcion de un ensayo llevado a cabo con extractos

complejos del tegumento de vermes adultos de S. bovis (312). Estos hallazgos podrian



indicar la presencia de activadores del plasmindgeno en la superficie de los parasitos,

como ya se ha descrito para diferentes géneros de bacterias (392,393).

Todos estos resultados sugieren que las L3As tienen capacidad para modular el
sistema hemostatico de su hospedador, evitando la formacién de codgulos sanguineos y
promoviendo su disolucion. Las L3As podrian beneficiarse del correspondiente potencial
anticoagulante y profibrinolitico, no solo en su habitat inmediato, sino también al dirigirlo
hacia aquellos lugares donde su actividad es requerida a nivel pericelular. Esto es debido
a que, como muestran los resultados de la presente Tesis Doctoral, las L3As expresan
proteinas con capacidad para modular el sistema hemostatico, tanto en su superficie como
formando parte de los componentes excretados y/o secretados a su entorno, lo que sugiere
una accién combinada entre las proteinas de ambos compartimentos en la interfase
parasito-hospedador. La aparicion de coagulos sanguineos en el hospedador podria
constituir una barrera fisica para la migracion de las L3As a través de la circulacion
sanguinea y los tejidos de su hospedador (323). La manipulacion del sistema hemostatico
por parte de estas larvas podria, por una parte, limitar la generacion de fibrina, reduciendo
asi la formacion de coagulos sanguineos, y por otra, degradar la red de fibrina de dichos
coagulos, favoreciendo su disolucion. Pero la diversidad de procesos en los que participan
los componentes del sistema hemostatico podria hacer que la modulacion de este sistema
del hospedador por parte de las L3As no estuviera implicada, inicamente, en evitar la

formacion de trombos.

Aparte de la fibrina de los coagulos sanguineos, la matriz extracelular también
constituye una barrera para la migracion de los parasitos por los tejidos de su hospedador
(323). Asi, las enzimas proteoliticas, propias del parasito o adquiridas del hospedador,
con capacidad para degradar los componentes de dichas matrices juegan un papel esencial
en la invasion, la migracion y el consecuente establecimiento del parasito en el
hospedador (9%). Dado que la plasmina interviene en la degradacion de la matriz
extracelular (276), la generacion de esta proteasa tras la activacion del sistema
fibrinolitico del hospedador por parte del parasito podria ser una de esas enzimas
adquiridas y favorecer la invasiéon y migracion de las L3As por los tejidos de su
hospedador, al igual que se ha descrito para diferentes géneros de bacterias (342,344,393).
Otro resultado que se ha atribuido a la degradacion de los componentes de la matriz
extracelular es la alimentacion de las L3As, por lo que la plasmina también podria

participar en dicha funcion (98). El efecto proteolitico de esta enzima adquirida



complementaria el repertorio de proteasas del pardsito en una estrategia que estaria
directamente relacionada con el ahorro energético y la evasion de la respuesta inmune del

hospedador (329).

La plasmina también tiene capacidad para degradar inmunoglobulinas y
componentes del sistema del complemento (338-341) y el sistema de la coagulacion
interviene en la respuesta inmune durante las infecciones (337). Es por ello por lo que la
activacion del plasminogeno y la inhibicion de la cascada de la coagulacion por parte de
las L3As podrian constituir mecanismos de evasion del sistema inmune del hospedador.
Estos mecanismos podrian facilitar, al menos en parte, que las L3As alcancen su
localizacion definitiva en el intestino delgado sin ser eliminadas por procesos
inmunitarios durante su migracion a través de la circulacion sanguinea. Ademas, se ha
propuesto que complejos formados entre serpinas de A. suum y proteasas del hospedador
podrian enmascarar la superficie de las larvas, evadiendo asi la respuesta inmune del
hospedador durante su migracion (394). Todavia estd por determinar si las serpinas
identificadas en la superficie de las L3As en la presente Tesis Doctoral podrian
desempefiar esta funcion. Investigaciones futuras también podrian establecer si dichas
serpinas participarian en la proteccion de 4. suum frente a su degradacion por las enzimas
proteoliticas digestivas del hospedador, como se ha atribuido a otras serpinas de este
parasito (394). La homologia hallada entre serpinas de helmintos y vertebrados sugiere
que estas enzimas podrian haber sido expresadas por los pardsitos como una estrategia
para interferir en los procesos dependientes de proteasas de serina de los vertebrados,
como la coagulacion, la activacion del sistema del complemento o la inflamacion, todos
ellos mecanismos implicados en la defensa del parasito frente al hospedador (322). A
pesar del papel significativo de las serpinas en la supervivencia de los helmintos, se ha
sugerido que serpinas liberadas por los parasitos podrian ser detectadas por el sistema
inmune del hospedador debido a su elevado potencial inmundgeno, de manera que se han

propuesto como dianas para el desarrollo de vacunas (322,377).

En definitiva, la modulacion del sistema hemostatico del hospedador por parte de
las L3 As mediante la inhibicion de la cascada de la coagulacion y la activacion del sistema
fibrinolitico podria favorecer su migracion y, por tanto, el establecimiento del parasito en
el hospedador, constituyendo un mecanismo de supervivencia para 4. suum. Sin embargo,
la interferencia de las L3As con este sistema fisioldgico podria tener también un impacto

negativo sobre el hospedador. La sobreproduccién de plasmina desencadenada por el



pardsito D. immitis en su hospedador se ha relacionado con la apariciéon de procesos
patologicos de proliferacion y migracion celular a nivel vascular (523,34%).
Curiosamente, una de las lesiones mas distintivas de la ascariosis porcina es la aparicion
de «manchas de leche» en el higado y los pulmones. Estas lesiones constituyen focos
fibréticos, necrédticos y hemorragicos que estdn acompafnados de trayectorias migratorias
de las larvas de caracteristicas similares (96,89,90). Aunque estd descrito que estas
lesiones se producirian como resultado de la accion mecédnica de las larvas y de la
respuesta inflamatoria que induce su migracion (%0), la sobreproduccion de plasmina
causada por el parasito también podria contribuir a agravar este fendémeno inflamatorio.
Por otra parte, la inhibicion de la coagulacion sanguinea y/o la activacion del sistema
fibrinolitico podrian estar relacionadas, al menos en parte, con las lesiones hemorragicas
que aparecen en el higado y los pulmones y los sangrados petequiales que surgen en la
mucosa intestinal en aquellas zonas del ciego y del colon proximal por las que las larvas

penetran a la circulacion sanguinea del hospedador (£0).

Finalmente, el estudio experimental desarrollado en la presente Tesis Doctoral
pone de manifiesto, por primera vez y de manera conjunta, la interaccion molecular entre
la larva de tercer estadio de 4. suum y el sistema hemostatico de su hospedador. Los
resultados obtenidos establecen una base cientifica que podria ser util para desentrafiar en
el futuro parte de las relaciones parasito-hospedador que tienen lugar, no solo en la
ascariosis porcina, sino también en la ascariosis humana. Esto se debe a que 4. suum es
considerado un modelo conveniente para estudiar A. lumbricoides, pues ambas especies
tienen ciclos bioldgicos idénticos (55) y cada vez son mas numerosos los estudios que
sugieren flujo génico, hibridacion y transmision cruzada entre ellas (28,29,226,227). Al
igual que ocurre en la ascariosis porcina, los mecanismos moleculares que rigen la
variante humana tampoco son completamente conocidos (£6,9%). Investigaciones futuras
dirigidas a estudiar en profundidad las moléculas parasitarias identificadas en este trabajo
y la importancia bioldgica para parasito y hospedador de las interacciones descritas,
podrian ser de vital importancia para disefiar nuevas herramientas que permitan el control
de estas parasitosis antes de que los vermes adultos se establezcan en su localizacion
definitiva. Por otra parte, la identificacion y caracterizacion de dichas moléculas podria
permitir la seleccion de candidatos potenciales para desarrollar nuevos farmacos para el
tratamiento de desordenes hemostaticos en humanos, al igual que ocurre con proteinas de

caracteristicas similares procedentes de otros parasitos.



CONCLVSIONES







Se pone de manifiesto la importancia de la explotacion del sistema hemostatico del
hospedador vertebrado para los helmintos parasitos a través del considerable nimero
de especies de este grupo que han adoptado esta estrategia en diferentes estadios
evolutivos. Dicha interaccion tiene como resultado, generalmente, la inhibicion de la

coagulacién y la activacion de la fibrinolisis.

El conjunto de proteinas parasitarias que interacciona con un elevado nimero de
componentes hemostaticos del hospedador, asi como su homologia con los
moduladores fisiologicos de esta ruta, refleja la redundancia de este mecanismo

parasitario.

Existe un patron comun de interaccion entre las diferentes especies de helmintos
parasitos y el sistema hemostatico de sus hospedadores, lo que sugiere procesos de
convergencia evolutiva. Estos procesos podrian haberse conservado al ser
beneficiosos en términos de nutricidén, establecimiento y supervivencia para los

helmintos parasitos dentro del organismo vertebrado.

Pese a existir un interés creciente en el estudio de las interacciones helminto-sistema
hemostatico, se detectan vacios de conocimiento en referencia, principalmente, al
estudio de la significacion biologica de estos mecanismos que seria interesante,

necesario e importante suplir.

La larva de tercer estadio de Ascaris suum interacciona con el sistema hemostético de
su hospedador, inhibiendo la coagulacion y activando el sistema fibrinolitico
mediante la accién conjunta de sus extractos de superficie y excretor/secretor. Dicha
interaccidn esta mediada por la inhibicion de las vias extrinseca, intrinseca y comun
y, de al menos, el factor Xa en el sistema de la coagulacion, asi como por la union del
plasminogeno y la potenciacion de la generacion de plasmina en el caso de la ruta

fibrinolitica.

Se proponen tres serpinas con capacidad para inhibir el factor Xa y doce proteinas
fijadoras de plasminogeno de la larva de tercer estadio de A. suum en la interfase
parésito-hospedador como potenciales moléculas parasitarias con capacidad

anticoagulante y profibrinolitica, respectivamente.



La manipulacion de la hemostasia del hospedador podria ser utilizada por la larva de
tercer estadio de 4. suum para desplazar el equilibrio hemostatico hacia un estado
antitrombotico en su habitat intravascular, lo que supondria un mecanismo de
supervivencia que facilitaria su capacidad para migrar y, por tanto, su establecimiento
en el hospedador. Por ello, y debido al alto grado de conservacion evolutiva de
algunas de las moléculas identificadas y caracterizadas en la presente Tesis Doctoral,
el estudio profundo de estos procesos podria desembocar en el disefio mas racional de
nuevas herramientas de control, no solo en la ascariosis porcina, sino en otras

enfermedades causadas por helmintos parasitos.
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Anexo I

Datos de prevalencia de Ascaris suum en cerdos domésticos y jabalis, seglin la

bibliografia revisada en la presente Tesis Doctoral.

Localizacién geografica . Prevalencia Unidad Tipode Referencia
Periodo Cpses L
Continente Pais Region (%) muestral analisis bibliografica
Botsuana Distrito Sudeste - 54,6 Cerdo Coprologico (1)
Burkina Faso Tenkodogo 2001-2002 40,4 Cerdo Coprologico 2)
Camerun Dpto. de Menoua 2016 11,6 Cerdo Coprologico 3)
Region de Oromia 2007-2008 13,9 Cerdo Coprologico 4)
Etiopia Bishoftu 2011-2012 4,9 Cerdo Coprologico 5)
Region de Tigray 2012 25,9 Cerdo Coprologico (6)
Provinci Haut-
Gabon rovincia de Hau 2018 5,1 Cerdo Coprolégico (7
Ogooué
Region del Alt .
ceon el Atto 1997 127 Cerdo Coprologico  (8)
Ghana Oriente
Municipio de Ejisu 2013 2 Cerdo Coprologico 9

Provincias Central, de
Post mortem

Nairobi, Nyanza y 2005-2006 28,7 Cerdo . . (10)
. (intestino)
Kenia Valle del Rift
Distrito de Busia 2007 17,6 Cerdo Coprologico (11)
Distrito de Busia 2007 30,4 Granja Coprologico (11)
Mozambique Distrito de Angoénia 2014 12,2 Cerdo Coprologico (12)
Estado de Plateau 1982 90,4 Cerdo Coprologico (13)
Jos 1987-1988 53,1 Cerdo Coprologico (14)
Africa Port Harcourt 1987-1988 10,4 Cerdo Coprologico (14)
Nigeria Ibadan 2010 11,1 Cerdo Coprologico (15)
Nsukka 2012 31,1 Cerdo Coprologico (16)
Estado de Nasarawa 2015 16,5 Cerdo Coprologico a7
AGL de Umuahia , .
North 2017 14,7 Cerdo Coprologico (18)
Ruanda Distrito de Nyagatare 2019 10,6 Cerdo Coprolégico (19)
Municipio
Sudafrica Metropolitano de 2016 44,5 Cerdo Coprologico (20)
Mangaung
Region de Morogoro  1993-1994 11,6 Cerdo Coprologico 201
Regiones de Arusha, Post mortem
Kilimanjaro, Manyara 1997-1998 443 Cerdo L 22)
. (higado)
y Singida
Region de Arusha  2005-2007 4 Cerdo 0‘;’,’"‘3”6’” 23)
Tanzania (higado)

Regiones de Dar es

Salaam, Dodoma,

Kilimanjaro, Manyara, Post mortem
2007-2008 8,1 24

Mbeya, Morogoro, ’ Cerdo (higado) (24)

Rukwa, Singida y

Tanga




Distritos de Mbozi y

Mbeya Rural 2007-2008 17,5 Cerdo Coprologico (25)
Distrito de Kabale 2007 39,6 Cerdo Coprologico (26)
Uganda Distritos de Masaka, .
Mukono y Kamuli 2013 5,9 Cerdo Coprolégico 27
Post mort
Harare 1984-1985 17,5 Cerdo ‘gigma‘z; )e’” 28)
Zimbabue o rare 1990-1991 17 Cerdo [OSLMOMEM (g
(higado)
Hama-Mavhaire 2005-2006 7 Cerdo Coprolégico (29)
Distritos de Belice, Post mortem
Belice Cayo, Orange Walky  1985-1986 24,1 Cerdo ~ . (30)
(intestino)
Toledo
Estado de Minas Post mortem
Gerais 2011-2013 9,8 Cerdo (higado) 31)
Municipio de 20202021 322 Cerdo Coprolégico  (32)
Cachoeiras de Macacu ’ prolog
Brasil Estado de Parana 2014 4,6 Cerdo Coprologico 33)
rasi
Estado de Parana 2014 58,1 Granja Coprologico 33)
Estado de San Paulo  2001-2002 2 Jabali Tostmortem a4
(intestino)
Antonio Prado 20102011 47,5 Jabali Lostmertem s
(intestino)
Isla del Principe -
Eduardo - 32,1 Cerdo Coprolégico (36)
Isla del Principe Post mortem
Eduardo i 345 Cerdo (intestino) (36)
Isla del Principe Post mortem
- 82,4 36
Eduardo ’ Cerdo 1 wado) (36)
América Provincia de Quebec  1969-1971 29 Cerdo FOStmortem )
(intestino)
Post mortem
Saskatchewan 1980 36,7 Cerdo . . (38)
(intestino)
Saskatchewan 1980 459 Cerdo TOStmortem - yq
W ’ (higado)
Canada Post mortem
Saskatchewan 1980 59,8 Cerdo (intestino y/o (38)
higado)
Post mortem
Saskatchewan 1995 17,6 Cerdo . . 39
(intestino)
Saskatchewan 1995 502 Cerdo loStmortem g,
’ (higado)
Post mortem
Saskatchewan 1995 53,4 Cerdo (intestino y/o 39)
higado)
Post mortem
Saskatchewan 1995 72 Granja (intestino y/o 39)
higado)
11i
Chile Cuenca del rio 1987 254 Cerdo Coprolégico  (40)

Valdivia




Estados de lowa,

Minnesota, "
Pennsylvania y 2019 40,9 Cerdo Coprolégico 41)
Wisconsin

Estados Estados de lowa,

Unidos Minnesota, . .
Pennsylvania y 2019 88,9 Granja Coprologico 41)
Wisconsin
Estado de Kansas 1993-1994 20 Jabali Tostmortem

(intestino)
. Estados de Hidalgo, , .
Mé -
éxico Puebla y Tlaxcala 32,2 Jabali  Serologico (43)
Nicaragua Municipio de El Sauce - 45,9 Cerdo P0.st mortem (44)
(intestino)

Subdistrito de L.
Mymensingh Sadar 2013 50,9 Cerdo Coprologico (45)
Subdistrito de Post mortem
Mymensingh Sadar 2013 65 Cerdo (visceras) 3)

Bangladés  Subdistritos de Birgan; L.
y Kaharol 2014 38 Cerdo Coprologico (46)
Divisiones de
Chattogram, Dhakay  2020-2021 79,7 Cerdo Coprolégico 47)
Sylhet

Camboya Ang Svay Check 2011 13,3 Cerdo Coprologico (48)
Distrito de Xinjian 1993-1994 58,6 Cerdo Coprolégico (49)
Distrito de Zhiyang - 36,7 Cerdo Coprologico (50)
Provincia de

hi i -

China Guangdong 2000-2002 5,2 Cerdo Coprolégico 51
Chongqing 2007-2009 12,2 Cerdo Coprologico (52)
Provincia de Sichuan ~ 2015-2017 60,7 Cerdo  Serolégico (53)
- - 25,6 Cerdo Coprolégico (54)
- 1980-1981 29 Cerdo Coprologico (55)

Asia Provincia de

Chungeheongnam-do 2009-2010 17,6 Cerdo Coprologico (56)

Corea del Sur Provincias de
Chungcheong del
Norte y del Sur,
Gyeonggi, Gyeongsang 2020-2021 3,8 Cerdo Coprolégico 57)
del Norte y del Sur,
Jeolla del Norte y del
Sur
Distrito de Ri-Bhoi 2011-2012 61,3 Cerdo Coprologico (58)
Region de Shimoga - 7,3 Cerdo Coprolégico (59)
Region de Mumbai 2013-2014 32,6 Cerdo Coprologico (60)
Region de Jabalpur - 37,1 Cerdo Coprologico (61)

India Estado de Punjab - 27,5 Cerdo Coprologico (62)
Estado de Punjab - 11,1 Cerdo Coprologico (63)
Distritos de East y Post mortem

1986-198 51

West Khasi Hills 986-1987 7 Cerdo (intestino) (64)
Region de Mumbai - 156  Cerdo Lostmortem s

(visceras)




Estados de Gujarat y

Post mortem

- 44 66
Maharashtra ’ Cerdo (visceras) (66)
Post mortem
Region de Jayawijaya 2013 9,1 Cerdo , 67
Indonesia g AW (visceras) 67)
Subdistrito de Wamena - 11,8 Cerdo Coprologico 67)
Provincia de Post mortem
i VINCi , .
Irén Mazandaran 2012-2014 4,8 Jabali (Vlscer’as.) y (68)
coproldgico
Prefecturas de Fukui,
Gifu, Hyogo, Kyoto, ..
2004-200 14 1 6
' Mie, Nara, Okayama y 7 7 Cerdo Coprolégico (69)
Japon Wakayama
Prefecturas de Hyogo y 2005-2006 276 Jabali Po.st mo.rtem (70)
Wakayama (intestino)
Malasia Estado de Selangor 2004 15,8 Cerdo Coprolégico (71)
istri Post il
Tailandia ~ >vodistrito de Mae 2012 313 Cerdo MO gy
Usu (intestino)
Timor Distritos de Aileu, o
Oriental Bobonaro y Viqueue 2014 29,9 Cerdo Coprolégico (73)
- 1998-2002 1,5 Cerdo Coprolégico (74)
Alemania - 2003-2012 1,6 Cerdo Coprologico (75)
Post it
Sur - 12,1 Jabali © O MO 76
(visceras)
. . Post mortem
Estado de Baja Austria 2019 22 Cerdo (higado) 77)
Post it
Estado de Baja Austria 2019 722 Granja i;igm;; )e "
Austria Estado de Baja Austria 2019 74  Cerdo Coprologico  (77)
Estado de Baja Austria 2019 444 Granja Coprologico 77)
Estado de Baja Austria 2019 68,9 Cerdo  Serologico 77)
Estado de Baja Austria 2019 100 Granja  Seroldgico 77)
Post mortem
¢lgi - - 8
Bélgica 35,7 Cerdo (higado) (78)
Furopa Provincias de
P Blagoevgrad,
Bulgaria  yustendil, 20162017 7.5 Jabali Coprolégico  (79)
w8 Pazardzhik, Pernik, . proog
Shumen, Smolyan y
Sofia
Fionia, Jutlandia y . .
- 30
Selandia 1982-1984 87,9 Piara  Coprologico (80)
- 1993 8,9 Cerdo Coprolégico (81)
- 1993 60,2 Piara  Coprologico (81)
- 1993 75 Piara  Coprologico (82)
Dinamarca 1993 100 Piara  Serologico (82)
- - 75,9 Granja Coprologico (83)
Jutlandia 2014-2019 10,6 Jabali Coprologico (84)




Andalucia, Aragoén,

Castilla La Mancha,
Castilla y Ledn, Post mortem
2018 10,2 85
Catalufia, Comunidad ’ Cerdo (visceras) (83)
Valenciana, La Rioja,
Murcia y Navarra
Post mortem
testi
Extremadura - 28,7 Cerdo (1n’ estno ¢ (86)
higado) y
coproldgico
Post mortem
Extremadura - 61,1 Cerdo (intestino) y 87)
coproldgico
Post mortem
Espafia Extremadura - 93,8 Granja (intestino) y 87)
coproldgico
Post mortem
- 88
Norte 254 Cerdo (higado) (88)
Post mortem
- j 88
Norte 57,1 Granja (higado) (88)
Norte - 47,6 Granja  Seroldgico (88)
Norte - 85,7 Granja  Seroldgico (88)
Salamanca 2017-2018 44,8 Granja Coprologico (89)
Post (1
Valencia 1999 85,1 Jabali * O>TOMIEM g
(intestino)
Post mortem
Huelva 2010-2012 25,1 Jabali (intestino) y 91
coproldgico
Post mortem
Estonia Isla de Saaremaa - 9 Jabali  (visceras) y (92)
coproldgico
- 2020-2021 16 Granja Coprologico 93)
- 2020-2021 43 Granja  Serologico 93)
Francia Post 1
- - 4.4 Jabali ~ OSHTMOTIEM gy
(visceras)
- - 11,1 Jabali Coprologico (94)
Grecia Norte 2017-2018 3,7 Cerdo Coprolégico 95)
Post mortem
- j 6
Noroeste 74,8 Granja (higado) (96)
. Post mortem
Provincia de Parma - 30,4 Cerdo , 97
Italia (higado)
Provincia de Parma - 70,3 Cerdo  Serologico 97
Provincia de Parma - 82,2 Cerdo  Serologico 97
Provincia de Catanzaro 2014-2015 88,3 Jabali Coprologico (98)
) - 2001-2002 17,3 Cerdo Coprolégico (99)
Paises Bajos ; .
- 2001-2002 47,2 Granja Coprologico (99)
Dinamarca, Finlandia,
Islandia, Noruega y - 9,6 Cerdo Coprolégico (100)
Paises Suecia
Nordicos Dinamarca, Finlandia,
Islandia, Noruega y - 46,5 Granja Coprologico (100)

Suecia




. Todas las provincias - 3,5 Cerdo Coprologico (101)
Polonia

Todas las provincias - 28,6 Granja Coprologico (101)
Gran Bretafia 20052007 4.4 Cerdo TOStmortem o)
(higado)
Gran Bretafia 2005-2007 67 Granja i:lgma‘éz)em (102)
Reino Unido  Gales ¢ Inglaterra 20052007 3,7 Cerdo  TOStMmOTtem ooy
(higado)
Post (£
Gales ¢ Inglaterra 20052007 719  Granja i;igm;; )e 102
Inglaterra 20052010 42 Cerdo TOStMmOTtem o3
& : (higado)
Rumania Distrito de Cluj 2021 32,4 Cerdo Coprologico (104)
Rusia Primorsky Krai 2017-2018 3 Jabali Coprologico (105)
Distritos de Branicevo,
Nis North Back:
isava, RO BaCkd 90072011 47,6 Cerdo Coprolégico  (106)
. South
Serbia Banat y Zlatibor
Provincia de , .
Vojvodina 2016-2019 12,3 Jabali Coprologico (107)
Suecia - 2018-2020 43 Granja Coprologico (108)
- 2014 0,8 Cerdo Coprolégico (109)
- 2014 1,4 Granja Coprologico (109)
Suiza Cantones de Aargau,
Schafthausen, Ticino, 2018 3,6 Jabali Coprologico (110)
Thurgau y Ziirich
lu, Est 1
Turquia Corlu, Estambul y - 3,8 Cerdo Coprologico (111)

Tekirdag

Oceania Australia Australia Occidental 1982-1984 45,5 Granja Coprologico (112)

Nsoso SJ, Mosala KP, Ndebele RT, Ramabu SS. The prevalence of internal and external parasites in
pigs of different ages and sexes in Southeast District, Botswana. Onderstepoort J Vet Res.
2000;67(3):217-20.

Tamboura HH, Banga-Mboko H, Maes D, Youssao I, Traore A, Bayala B, et al. Prevalence of common
gastrointestinal nematode parasites in scavenging pigs of different ages and sexes in eastern centre
province, Burkina Faso. Onderstepoort J Vet Res. 2006;73(1):53-60.

Kouam MK, Ngueguim FD. Prevalence, Intensity, and Risk Factors for Helminth Infections in Pigs in
Menoua, Western Highlands of Cameroon, with Some Data on Protozoa. J Parasitol Res.
2022;2022:9151294.

Abdu S, Gashaw A. Production system dynamism and parasitic interaction of swine in and around
Holetta, Ethiopia. Ethiop Vet J. 2010;14(1):71-81.

Jufare A, Awol N, Tadesse F, Tsegaye Y, Hadush B. Parasites of pigs in two farms with poor
husbandry practices in Bishoftu, Ethiopia. Onderstepoort J Vet Res. 2015;82(1):839.

Tomass Z, Imam E, Kifleyohannes T, Tekle Y, Weldu K. Prevalence of gastrointestinal parasites and
Cryptosporidium species in extensively managed pigs in Mekelle and urban areas of southern zone of
Tigray region, Northern Ethiopia. Vet World. 2013;6(7):433-9.

Maganga GD, Kombila LB, Boundenga L, Kinga ICM, Obame-Nkoghe J, Tchoffo H, ef al. Diversity
and prevalence of gastrointestinal parasites in farmed pigs in Southeast Gabon, Central Africa. Vet
World. 2019;12(12):1888-96.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Permin A, Yelifari L, Bloch P, Steenhard N, Hansen NP, Nansen P. Parasites in cross-bred pigs in the
Upper East Region of Ghana. Vet Parasitol. 1999;87(1):63-71.

Atawalna J, Attoh-Kotoku V, Folitse RD, Amenakpor C. Prevalence of Gastrointestinal Parasites
among Pigs in the Ejisu Municipality of Ghana. Sch J Agric Vet Sci. 2016;3(1):33-6.

Nganga CJ, Karanja DN, Mutune MN. The prevalence of gastrointestinal helminth infections in pigs
in Kenya. Trop Anim Health Prod. 2008;40(5):331-4.

Kagira JM, Kanyari PN, Githigia SM, Maingi N, Ng'ang'a JC, Gachohi JM. Risk factors associated
with occurrence of nematodes in free range pigs in Busia District, Kenya. Trop Anim Health Prod.
2012;44(3):657-64.

Chilundo AG, Mukaratirwa S, Pondja A, Afonso S, Miambo R, Johansen MV. Prevalence and risk

factors of endo- and ectoparasitic infections in smallholder pigs in Angoénia district, Mozambique. Vet
Parasitol Reg Stud Reports. 2017;7:1-8.

Ajayi JA, Arabs WL, Adeleye GA. Helminths and protozoa of pigs on the Jos Plateau, Nigeria:
occurrence, age incidence and seasonal distribution. Bull Anim Health Prod Afr. 1988;36(1):47-54.

Salifu DA, Manga TB, Onyali IO. A survey of gastrointestinal parasites in pigs of the Plateau and
Rivers States, Nigeria. Rev Elev Med Vet Pays Trop. 1990;43(2):193-6.

Sowemimo OA, Asaolu SO, Adegoke FO, Ayanniyi OO. Epidemiological survey of gastrointestinal
parasites of pigs in Ibadan, Southwest Nigeria. J Public Health Epidemiol. 2012;4(10):294-8.

Eyo JE, Echi PC, Atama CI, Onyishi GC, Ekeh FN, Ivoke N, et al. Incidence and Prevalence of
Parasites in Exotic Suis-Large White (Suidae) Slaughtered In a Tropical Urban Abattoir. Int J Parasitol
Res. 2014;6(1):132-5.

Karaye GP, Dogo AG, Iliyasu D, Madu HK. Prevalence of Swine Gastrointestinal Parasites in Four
Selected Local Government Areas of Nasarawa State, Nigeria. Int J Livest Res. 2016;6(1):21-6.

Amadi AN, Ubiaru PC, Ugagu GM, Ibediugha BN, Obeagu IA, Njikeonye A. Preliminary study on
the prevalence of gastrointestinal parasites of pigs managed and slaughtered in Umuahia North Local
Government Area of Abia State, Nigeria. Anim Res Int. 2018;15(2):3013-9.

Tumusiime M, Ntampaka P, Niragire F, Sindikubwabo T, Habineza F. Prevalence of Swine
Gastrointestinal Parasites in Nyagatare District, Rwanda. J Parasitol Res. 2020;2020:8814136.

Nwafor IC, Roberts H, Fourie P. Prevalence of gastrointestinal helminths and parasites in smallholder
pigs reared in the central Free State Province. Onderstepoort J Vet Res. 2019;86(1):1687.

Esrony K, Kambarage DM, Mtambo MMA, Muhairwa AP, Kusiluka LIJM. Helminthosis in local and
cross-bred pigs in the Morogoro region of Tanzania. Prev Vet Med. 1997;32(1-2):41-6.

Ngowi HA, Kassuku AA, Maeda GEM, Boa ME, Willingham AL. A Slaughter Slab Survey for Extra-
Intestinal Porcine Helminth Infections in Northern Tanzania. Trop Anim Health Prod. 2004;36(4):335-
40.

Mellau BL, Nonga HE, Karimuribo ED. Slaughter stock abattoir survey of carcasses and organ/offal
condemnations in Arusha region, northern Tanzania. Trop Anim Health Prod. 2011;43(4):857-64.

Mkupasi EM, Ngowi HA, Nonga HE. Prevalence of extra-intestinal porcine helminth infections and
assessment of sanitary conditions of pig slaughter slabs in Dar es Salaam city, Tanzania. Trop Anim
Health Prod. 2011;43(2):417-23.

Kabululu ML, Ngowi HA, Kimera SI, Lekule FP, Kimbi EC, Johansen MV. Risk factors for
prevalence of pig parasitoses in Mbeya Region, Tanzania. Vet Parasitol. 2015;212(3-4):460-4.

Nissen S, Poulsen IH, Nejsum P, Olsen A, Roepstorff A, Rubaire-Akiiki C, et al. Prevalence of
gastrointestinal nematodes in growing pigs in Kabale District in Uganda. Trop Anim Health Prod.
2011;43(3):567-72.



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

41.

42.

43.

45.

Roesel K, Dohoo I, Baumann M, Dione M, Grace D, Clausen PH. Prevalence and risk factors for
gastrointestinal parasites in small-scale pig enterprises in Central and Eastern Uganda. Parasitol Res.
2017;116(1):335-45.

Makinde MO, Majok AA, Hill FWG. The prevalence of subclinical diseases in abattoir pigs in
Zimbabwe. Prev Vet Med. 1993;15(1):19-24.

Marufu MC, Chanayiwa P, Chimonyo M, Bhebhe E. Prevalence of gastrointestinal nematodes in
Mukota pigs in a communal area of Zimbabwe. Afr J Agric Res. 2008;3(2):91-5.

Gibbens JC, Gibbens NP, Fielding WJ. An abattoir survey of the prevalence of gastro-intestinal
helminths and Stephanurus dentatus in pigs in Belize. Trop Anim Health Prod. 1989;21(3):197-204.

Fausto MC, Oliveira IC, Fausto GC, de Carvalho LM, Valente FL, Campos AK, et al. Ascaris suum
in pigs of the Zona da Mata, Minas Gerais State, Brazil. Braz J Vet Parasitol. 2015;24(3):375-8.

Class C, Silveira R, Fialho P, Silva L, Lobao L, Amendoeira MR, et al. Family-Run Pig Farms:
Research and Extension Activities for Parasite Control in a Municipality in the State of Rio de Janeiro,
Brazil. Pathogens. 2022;11(9):971.

de Oliveira NTE, Carvalho PLO, Genova JL, Silveira FHR, Ogawa L, Cristofori EC, et al. Effect of
endoparasites occurrence in sows from intensive production system. Braz J Vet Parasitol.
2019;28(4):722-7.

Gomes RA, Bonuti MR, Almeida KS, do Nascimento AA. Infection of heminths in wild boar (Sus
scrofa scrofa) raised in captivity in Sdo Paulo State, Brazil. Cienc Rural. 2005;35(3):625-8.

da Silva DS, Miiller G. Parasitic helminths of the digestive system of wild boars bred in captivity. Braz
J Vet Parasitol. 2013;22(3):433-6.

Bernardo TM, Dohoo IR. Swine ascariasis: impact on production and abattoir surveillance. Acta Vet
Scand. 1988;84:265-7.

Martin LJ, Gibbs HC, Pullin JW. Gastrointestinal parasites of swine in Québec. I. An incidence survey.
Can Vet J. 1974;15(3):72-6.

Polley LR, Mostert PE. Ascaris suum in Saskatchewan Pigs: An Abattoir Survey of Prevalence and
Intensity of Infection. Can Vet J. 1980;21(11):307-9.

Wagner B, Polley L. Ascaris suum prevalence and intensity: an abattoir survey of market hogs in
Saskatchewan. Vet Parasitol. 1997;73(3-4):309-13.

Torres P, Franjola R, Pérez J, Auad S, Hermosilla C, Flores L, ef al. [Intestinal geohelminthosis in
man and domestic animals in the riverside sections of the Valdivia River Basin, Chile]. Bol Chil
Parasitol. 1995;50(3-4):57-66.

Hernandez AD, Li Y, Carr R, Major S. Intestinal roundworm infection in organic and alternative swine
farms in the USA. Vet Parasitol. 2023;314:109856.

Gipson PS, Veatch JK, Matlack RS, Jones DP. Health Status of a Recently Discovered Population of
Feral Swine in Kansas. J Wildl Dis. 1999;35(3):624-7.

de-la-Rosa-Arana JL, Ponce-Noguez JB, Reyes-Rodriguez NE, Vega-Sanchez V, Zepeda-Velazquez
AP, Martinez-Juarez VM, et al. Helminths of the Wild Boar (Sus scrofa) from Units of Conservation
Management and Sustainable Use of Wildlife Installed in the Eastern Economic Region of Mexico.
Animals (Basel). 2021;11(1):98.

Luna LA, Kyvsgaard NC. Eight different species gastrointestinal parasites were identified in free
roaming pigs in El Sauce - Leon. Nicaragua. Rev Electron Vet. 2005;6(10).

Dey TR, Dey AR, Begum N, Akther S, Barmon BC. Prevalence of end parasites of pig at Mymensingh,
Bangladesh. J Agric Vet Sci. 2014;7(4):31-8.



46.

47.

48.

49.

50.

S1.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

65.

Nur-E-Azam, Sen P, Tasneem M, Islam S, Rakib T, Alim A, ef al. Occurrence of gastrointestinal
parasitic infections in pig of Dinajpur district, Bangladesh. Sci J Vet Adv. 2015;4(8):57-66.

Nath TC, Eom KS, Choe S, Islam S, Sabuj SS, Saha E, et al. Insights to helminth infections in food
and companion animals in Bangladesh: Occurrence and risk profiling. Parasite Epidemiol Control.
2022;17:e00245.

Inpankaew T, Murrell KD, Pinyopanuwat N, Chhoun C, Khov K, Sem T, et al. A survey for potentially
zoonotic gastrointestinal parasites of dogs and pigs in Cambodia. Acta Parasitol. 2015;60(4):601-4.

Peng W, Zhou X, Cui X, Crompton DWT, Whitehead RR, Xiong J, et al. Ascaris, people and pigs in
a rural community of Jiangxi Province, China. Parasitology. 1996;113(6):545-57.

Boes J, Willingham AL 3rd, Fuhui S, Xuguang H, Eriksen L, Nansen P, et al. Prevalence and
distribution of pig helminths in the Dongting Lake Region (Hunan Province) of the People's Republic
of China. J Helminthol. 2000;74(1):45-52.

Weng YB, Hu YJ, Li Y, Li BS, Lin RQ, Xie DH, ef al. Survey of intestinal parasites in pigs from
intensive farms in Guangdong Province, People's Republic of China. Vet Parasitol. 2005;127(3-
4):333-6.

Lai M, Zhou RQ, Huang HC, Hu SJ. Prevalence and risk factors associated with intestinal parasites in

pigs in Chongqing, China. Res Vet Sci. 2011;91(3):121-4.

Zheng Y, Xie Y, Geldhof P, Vlaminck J, Ma G, Gasser RB, et al. High anti-Ascaris seroprevalence in
fattening pigs in Sichuan, China, calls for improved management strategies. Parasit Vectors.
2020;13(1):60.

Du Hwan, J. Survey for Internal Parasites of Swine in Korea. Korean J Vet Res. 1975;15(2):309-14.

Min HK. [An Epidemiological Study On Zoonoses In Korea]. Kisaengchunghak Chapchi.
1981;19(1):60-75.

Ismail HA, Jeon HK, Yu YM, Do C, Lee YH. Intestinal Parasite Infections in Pigs and Beef Cattle in
Rural Areas of Chungcheongnam-do, Korea. Korean J Parasitol. 2010;48(4):347-9.

Lee S, Alkathiri B, Kwak D, Lee SM, Lee WK, Byun JW, et al. Distribution of Gastrointestinal
Parasitic Infection in Domestic Pigs in the Republic of Korea: Nationwide Survey from 2020-2021.
Korean J Parasitol. 2022;60(3):207-11.

Laha R, Das M, Goswami A, Sen A, S Kumar, Kadirvel G. Epidemiology of Gastrointestinal
Parasitism in Pigs in Subtropical Hill Zone of Meghalaya. Indian J Hill Farming. 2014;27(1):101-9.

Krishna Murthy CM, Ananda KJ, Adeppa J, Satheesha MG. Studies on gastrointestinal parasites of
pigs in Shimoga region of Karnataka. J Parasit Dis. 2016;40(3):885-9.

Dadas S, Mishra S, Jawalagatti V, Gupta S, Vinay TS, Gudewar J. Prevalence of gastro-intestinal
parasites in pigs (Sus scrofa) of Mumbai region. Int J Sci Environ Technol. 2016;5(2):822-6.

Singh AK, Das G, Nath S, Kumar S, Naresh R, Agrawal V. Prevalence of Gastrointestinal Parasitic
Infections in Pig in and Around Jabalpur, Madhya Pradesh, India. Indian Vet J. 2017;94(3):17-9.

Kaur M, Singh BB, Sharma R, Gill JPS. Prevalence of gastro intestinal parasites in pigs in Punjab,
India. J Parasit Dis. 2017;41(2):483-6.

Sharma D, Singh NK, Singh H, Rath SS. Copro-prevalence and risk factor assessment of
gastrointestinal parasitism in Indian domestic pigs. Helminthologia. 2020;57(1):28-36.

Yadav AK, Tandon V. Nematode Parasite Infections of Domestic Pigs in a Sub-tropical and High-
rainfall Area of India. Vet Parasitol. 1989;31(2):133-9.

Gaurat RP, Gatne ML. Prevalence of Helminth Parasites in domestic pigs (Sus scrofa domestica) in
Mumbai: An abattoir survey. J] Bombay Vet College. 2005;13(1-2):100-2.



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

70.

80.

81.

82.

83.

Kalai K, Nehete RS, Ganguly S, Ganguli M, Dhanalakshmi S, Mukhopadhayay SK. Investigation of
parasitic and bacterial diseases in pigs with analysis of hematological and serum biochemical profile.
J Parasit Dis. 2012;36(1):129-34.

Nugroho W, Cargill CF, Putra IM, Kirkwood RN, Trott DJ, Salasia SIO, et al. Investigations of
selected pathogens among village pigs in Central Papua, Indonesia. Trop Anim Health Prod.
2016;48(1):29-36.

Dodangeh S, Azami D, Daryani A, Gholami S, Sharif M, Mobedi I, ef al. Parasitic Helminths in Wild
Boars (Sus scrofa) in Mazandaran Province, Northern Iran. Iran J Parasitol. 2018;13(3):416-22.

Matsubayashi M, Kita T, Narushima T, Kimata I, Tani H, Sasai K, et al. Coprological Survey of
Parasitic Infections in Pigs and Cattle in Slaughterhouse in Osaka, Japan. J Vet Med Sci.
2009;71(8):1079-83.

Sato H, Suzuki K, Yokoyama M. Visceral helminths of wild boars (Sus scrofa leucomystax) in Japan,
with special reference to a new species of the genus Morgascaridia Inglis, 1958 (Nematoda:
Schneidernematidae). J Helminthol. 2008;82(2):159-68.

Edmund CCM, Sani RA, Goh YM, Maizatul-Akmal M. Gastrointestinal parasites in pigs: prevalence
and diagnosis. J Vet Malaysia. 2005;17(1):33-6.

Chaisiri K, Aueawiboonsri S, Kusolsuk T, Dekumyoy P, Sanguankiat S, Homsuwan N, et al.
Gastrointestinal helminths and Taenia spp. in parenteral tissues of free-roaming pigs (Sus scrofa
indicus) from hill-tribe village at the western border of Thailand. Trop Biomed. 2017;34(2):464-70.

Cardoso-Amaral A, da Costa-Freitas J. How common is Ascaris suum in pigs in Timor Leste? Veritas.
2015;3(2):39-52.

Epe C, Coati N, Schnieder T. [Results of parasitological examinations of faecal samples from horses,
ruminants, pigs, dogs, cats, hedgehogs and rabbits between 1998 and 2002]. Dtsch Tierarztl
Wochenschr. 2004;111(6):243-7.

Raue K, Heuer L, Bohm C, Wolken S, Epe C, Strube C. 10-year parasitological examination results
(2003 to 2012) of faecal samples from horses, ruminants, pigs, dogs, cats, rabbits and hedgehogs.
Parasitol Res. 2017;116(12):3315-30.

Barutzki D, Schoierer R, Gothe R. [Helminth infections in wild boars in enclosures in southern
Germany: species spectrum and infection frequency]. Tierarztl Prax. 1990;18(5):529-34.

Joachim A, Winkler C, Ruczizka U, Ladinig A, Koch M, Tichy A, et al. Comparison of different
detection methods for Ascaris suum infection on Austrian swine farms. Porcine Health Manag.
2021;7(1):57.

Vercruysse J, Hoof D, van Bie S. Study of the prevalence of white spots of the liver in pigs in Belgium
and its relationship to management practices and anthelmintic treatment. Vlaams Diergeneeskd
Tijdschr. 1997;66:28-30.

Panayotova-Pencheva M, Dakova V. Studies on the gastrointestinal and lung parasite fauna of wild
boars (Sus scrofa scrofa L.) from Bulgaria. Ann Parasitol. 2018;64(4):379-84.

Roepstorff A, Jorsal SE. Prevalence of Helminth Infections in Swine in Denmark. Vet Parasitol.

1989;33(3-4):231-9.

Dangolla A, Willeberg P, Bjern H, Roepstorff A. Associations of Ascaris suum and
Oesophagostomum spp. infections of sows with management factors in 83 Danish sow herds. Prev Vet
Med. 1996;27(3-4):197-2009.

Roepstorff A. Natural 4scaris suum infections in swine diagnosed by coprological and serological
(ELISA) methods. Parasitol Res. 1998;84(7):537-43.

Haugegaard J. Prevalence of nematodes in Danish industrialized sow farms with loose housed sows
in dynamic groups. Vet Parasitol. 2010;168(1-2):156-9.



85.

86.

&7.

88.

9.

90.

91.

92.

93.

94.

9s.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

Petersen HH, Takeuchi-Storm N, Enemark HL, Nielsen ST, Larsen G, Chri¢l M. Surveillance of
important bacterial and parasitic infections in Danish wild boars (Sus scrofa). Acta Vet Scand.
2020;62(1):41.

Ibafiez-Sanchis C, Blasco-Mateu V. Prevalencia de ascariosis en ganado porcino en un matadero de la
Comunidad Valenciana. Nereis. 2020;12:167-84.

Garcia-Vallejo TB. Endoparasitosis del porcino ibérico en Extremadura (Espana): epidemiologia y
control [Tesis]. Caceres: Universidad de Extremadura: 1999.

Frontera-Carrion EM. Repercusiones organicas de la infeccion experimental por Ascaris suum en el
cerdo ibérico [Tesis]. Caceres: Universidad de Extremadura: 2000.

Martinez-Pérez JM, Vandekerckhove E, Vlaminck J, Geldhof P, Martinez-Valladares M. Serological
detection of Ascaris suum at fattening pig farms is linked with performance and management indices.
Vet Parasitol. 2017;248:33-8.

Datos propios no publicados.

de-la-Muela N, Hernandez-de-Lujan S, Ferre I. Helminths of Wild Boar in Spain. J Wildl Dis.
2001;37(4):840-3.

Vazquez-Rodriguez J. Evaluacion del Estado Sanitario del Jabali en la Sierra de Aracena (Huelva) y
sus Factores de Riesgo Asociados [Tesis]. Murcia: Universidad de Murcia: 2015.

Jérvis T, Kapel Ch, Moks E, Talvik H, Mégi E. Helminths of wild boar in the isolated population close
to the northern border of its habitat area. Vet Parasitol. 2007;150(4):366-9.

Delsart M, Fablet C, Rose N, Répérant JM, Blaga R, Dufour B, et al. Descriptive epidemiology of the
main internal parasites on alternative pig farms in France. J Parasitol. 2022;108(4):306-21.

Fernandez-de-Mera IG, Gortazar C, Vicente J, Hofle U, Fierro Y. Wild boar helminths: risks in animal
translocations. Vet Parasitol. 2003;115(4):335-41.

Symeonidou I, Tassis P, Gelasakis Al, Tzika ED, Papadopoulos E. Prevalence and Risk Factors of
Intestinal Parasite Infections in Greek Swine Farrow-To-Finish Farms. Pathogens. 2020;9(7):556.

Rambozzi L, Burzio G, Martano G, Panero F. A slaughter survey for Ascaris suum infection in North-
Western Italy. Atti della Societa Italiana di Patologia ed Allevamento dei Suini. 2006;32:311-6.

Vismarra A, Lenti A, Genchi M, Kramer L, Geldhof P. Seroprevalence of Ascaris suum compared to
milk spot prevalence at slaughter in Italian fattening pigs. Vet Parasitol Reg Stud Reports.
2023;37:100828.

Castagna F, Musella V, Esposito L, Poerio A, Rinaldi L, Bosco A, et al. Helminths of Wild Boar (Sus
scrofa) in the Calabrian Region of Southern Italy. J Wildl Dis. 2019;55(2):416-20.

Eijck IAJM, Borgsteede FHM. A Survey of Gastrointestinal Pig Parasites on Free-range, Organic and
Conventional Pig Farms in The Netherlands. Vet Res Commun. 2005;29:407-14.

Roepstorff A, Nilsson O, O'Callaghan CJ, Oksanen A, Gjerde B, Richter SH, ef al. Intestinal parasites
in swine in the Nordic countries: multilevel modelling of Ascaris suum infections in relation to
production factors. Parasitology. 1999;119(5):521-34.

Kochanowski M, Karamon J, Dabrowska J, Dors A, Czyzewska-Dors E, Cencek T. Occurrence of
intestinal parasites in pigs in Poland - the influence of factors related to the production system. J Vet
Res. 2017;61(4):459-66.

Sanchez-Vazquez MJ, Smith RP, Kang S, Lewis F, Nielen M, Gunn GJ, et al. Identification of factors
influencing the occurrence of milk spot livers in slaughtered pigs: A novel approach to understanding
Ascaris suum epidemiology in British farmed pigs. Vet Parasitol. 2010;173(3-4):271-9.



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

Sanchez-Vazquez MJ, Nielen M, Gunn GJ, Lewis FI. National monitoring of Ascaris suum related
liver pathologies in English abattoirs: A time-series analysis, 2005-2010. Vet Parasitol.
2012;184(1):83-7.

Baies MH, Boros Z, Gherman CM, Spinu M, Mathe A, Pataky S, et al. Prevalence of Swine
Gastrointestinal Parasites in Two Free-Range Farms from Nord-West Region of Romania. Pathogens.
2022;11(9):954.

Belov YA, Tabakaeva TV, Pankratov DV, Shchelkanov EM, Surovyi AL, Popov IA, et al.
Endoparasites of wild boars (Sus scrofa) in Primorsky Krai, Russia. Helminthologia. 2022;59(2):165-
9.

Ili¢ T, Becskei Z, Tasi¢ A, Dimitrijevi¢ S. Follow-up study of prevalence and control of ascariasis in
swine populations in Serbia. Acta Parasitol. 2013;58(3):278-83.

Tamara I, Natasa M, Sanda D, Danica B, Katarina N, Bojan G, ef al. The Prevalence and Degree of
Endoparasitic Infections in Wild Boars Using the Semi-quantitative Fecal Egg Count Method. Acta
Parasitol. 2021;66(1):104-15.

Pettersson E, Sjolund M, Dorea FC, Lind EO, Grandi G, Jacobson M, et al. Gastrointestinal parasites
in Swedish pigs: Prevalence and associated risk factors for infection in herds where animal welfare
standards are improved. Vet Parasitol. 2021;295:109459.

Schubnell F, von Ah S, Graage R, Sydler T, Sidler X, Hadorn D, et al. Occurrence, clinical
involvement and zoonotic potential of endoparasites infecting Swiss pigs. Parasitol Int.
2016;65(6):618-24.

Spieler N, Schnyder M. Lungworms (Metastrongylus spp.) and intestinal parasitic stages of two
separated Swiss wild boar populations north and south of the Alps: Similar parasite spectrum with
regional idiosyncrasies. Int J Parasitol Parasites Wildl. 2021;14:202-10.

Uysal HK, Boral O, Metiner K, Ilgaz A. Investigation of Intestinal Parasites in Pig Feces That Are
also Human Pathogens. Turkiye Parazitol Derg. 2009;33(2):218-21.

Mercy AR, de Chaneet G, Emms Y. Survey of internal parasites in Western Australian pig herds. 1.
Prevalence. Aust Vet J. 1989;66(1):4-6.



Anexo I1

Estrategias de biisqueda disefiadas para cada una de las bases de datos empleadas

(PubMed y Web of Science Core Collection) con el objetivo de obtener las fuentes de

evidencia a analizar en la revision de alcance recogida en la presente Tesis Doctoral. La

busqueda en ambas bases de datos se realiz6 el 5 de mayo de 2021.

Estrategia de busqueda para PubMed:

#1 "parasites"[MeSH Terms] OR "parasite*"[All Fields] OR "parasiti*"[ All Fields]
#2 "helminths"[MeSH Terms] OR "helminth*"[All Fields]

#3 "worm*"[All Fields]

#4 "nematoda"[MeSH Terms] OR "nematod*"[All Fields]

#5 "platyhelminths"[MeSH Terms] OR "platyhelminth*"[All Fields]

#6 "trematoda"[MeSH Terms] OR "trematod*"[All Fields]

#7 "cestoda"[MeSH Terms] OR "cestod*"[All Fields]

#8 #1 OR #2 OR #3 OR #4 OR #5 OR #6 OR #7

#9 "hemostasis"[MeSH Terms] OR "hemosta*"[All Fields] OR "haemosta*"[All Fields]
#10 "blood coagulation"[MeSH Terms] OR "coagulation"[All Fields]

#11 "blood platelets"[MeSH Terms] OR "platelet*"[All Fields]

#12 "von willebrand factor"[MeSH Terms] OR "von willebrand factor"[All Fields]
#13 "thromboplastin"[MeSH Terms] OR "tissue factor"[All Fields]

#14 "factor v"[MeSH Terms] OR "factor v"'[All Fields]

#15 "factor vii"[MeSH Terms] OR "factor vii"[All Fields]

#16 "factor viii"[MeSH Terms] OR "factor viii"[All Fields]

#17 "factor ix"[MeSH Terms] OR "factor ix"[All Fields]

#18 "factor x"[MeSH Terms] OR "factor x"[All Fields]

#19 "factor xi"[MeSH Terms] OR "factor xi"[All Fields]

#20 "factor xii"[MeSH Terms] OR "factor xii"[All Fields]

#21 "factor xiii"[MeSH Terms] OR "factor xiii"[All Fields]

#22 "prothrombin"[MeSH Terms] OR "prothrombin*"[All Fields]

#23 "thrombin"[MeSH Terms] OR "thrombin*"[All Fields]

#24 "antithrombin iii"[MeSH Terms] OR "antithrombin"[All Fields]

#25 "protein ¢"[MeSH Terms] OR "protein c"[All Fields]

#26 "fibrinogen"[MeSH Terms] OR "fibrin"[MeSH Terms] OR "fibrinolysis"[MeSH Terms] OR

"fibrinolysin"[MeSH Terms] OR "fibrin*"[All Fields]

#27 "plasminogen"[MeSH Terms] OR "tissue plasminogen activator"[MeSH Terms] OR "urokinase type

plasminogen activator"[MeSH Terms] OR "urokinase"[All Fields] OR "plasminogen activator inhibitor

1"[MeSH Terms] OR "plasminogen activator inhibitor 2"[MeSH Terms] OR "plasmin*"[All Fields]

#28 "alpha 2 antiplasmin"[MeSH Terms] OR "antiplasmin"[All Fields]



#29 #9 OR #10 OR #11 OR #12 OR #13 OR #14 OR #15 OR #16 OR #17 OR #18 OR #19 OR #20 OR
#21 OR #22 OR #23 OR #24 OR #25 OR #26 OR #27 OR #28

#30 #8 AND #29

#31 #30 AND 1900/01/01:2019/12/31[Date - Publication]

Estrategia de busqueda para Web of Science Core Collection:

#1 ALL=(parasite* OR parasiti*)

#2 ALL=(helminth* OR worm* OR nematod* OR platyhelminth* OR trematod*OR cestod*)

#3 #1 OR #2

#4 ALL=(hemosta* OR haemosta*)

#5 ALL=("coagulation" OR platelet* OR "von willebrand factor" OR "tissue factor" OR "factor v"' OR
"factor vii" OR "factor viii" OR "factor ix" OR "factor x" OR "factor xi" OR "factor xii" OR "factor xiii"
OR prothrombin* OR thrombin* OR "antithrombin" OR "protein ¢" OR fibrin* OR plasmin* OR
"urokinase" OR "antiplasmin")

#6 #4 OR #5

#7 #3 AND #6

Indexes=SCI-EXPANDED, ESCI Timespan=1900-2019
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Protocolo estandarizado diseflado para extraer la informacion relevante para la

revision de alcance de las fuentes de evidencia seleccionadas.

Numero de documento
(Document number)

Numero de articulo analizado. Seran ordenados de
menor a mayor desde el mas antiguo hasta el mas
reciente, segun la fecha de publicacién

INFORMACION Nimero de acceso Identificador del articulo analizado correspondiente a
SOBRE EL (Accession number) la base de datos de la que ha sido extraido: PMID
a%?}gfgo - (PubMed) o WOS: nimero de acceso (WOS CC)
INFORMATION) Referencia bibliografica Referencia bibliografica abreviada del articulo
(Bibliographic reference) analizado
Afio de publicacion ~ . . .
(Year of publication) Afio en el que se publico el articulo analizado
Especie Especie de helminto parasito responsable de la
(Species) interaccion descrita
Estadio del parasito empleado para estudiar la
interaccion descrita. Se definira como ADULT, EGG o
LARVA. En el ultimo caso, se indicara entre paréntesis
. el estadio larvario concreto. Si en el articulo se
Estadio - . T
(Stage) describen experimentos que revelen la localizacion de
8 la molécula responsable de la interaccion en estadios
parasitarios adicionales a aquel en el que se describe la
interaccion, estos se escribiran a continuacion del
primero separados por una barra (/)
INFORMACION Tipo de material parasitario empleado para estudiar la
SOBRE EL Material parasitario interaccion descrita. Se describira como EXTRACT,
PARASITO (Parasitic material) NATIVE PROTEIN, PROTEIN FRACTION,
(PARASITE RECOMBINANT PROTEIN o WHOLE PARASITE
INFORMATION) Descripcion del material S . P
o . Descripcion del material parasitario empleado para
parasitario . . -y . .,
. . . estudiar la interaccion descrita. Se definira con el
(Description of the parasitic . ST .
. nombre del material parasitario indicado en el articulo
material)
Compartimento en el que se describe la interaccion. Se
definira como EXCRETORY/SECRETORY, SOMATIC,
Compartimento del material  SURFACE o WHOLE PARASITE. Si en el articulo se
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Para facilitar la visualizacion de la tabla que contiene la informacion relevante
para la revision de alcance que fue extraida de las fuentes de evidencia seleccionadas, esta
se encuentra disponible para su consulta en el siguiente enlace y cédigo QR a Google

Drive (Google LLC):

Dicha informacion fue obtenida siguiendo el protocolo descrito en el
Todas las celdas que aparecen vacias corresponden a datos que no pudieron ser extraidos
de las publicaciones analizadas. Se empled el simbolo «—» para reflejar esta falta de
informacion en aquellos casos en los que se insertaron otros datos en la misma celda o
cuando los datos a introducir no correspondian a la celda en cuestion. Toda la informacion
contenida en la tabla se muestra en inglés debido a que todas las publicaciones cientificas

revisadas estaban escritas en este idioma.






Anexo VI

Interacciones moleculares identificadas en la revision de alcance entre cada

especie de helminto parasito y el sistema hemostatico de sus hospedadores vertebrados.

Especie de helminto parasito Interaccion con el sistema hemostatico

Inhibicién de la agregacion de plaquetas

Inhibicién de las vias extrinseca, intrinseca y/o comun de la cascada de la
coagulacion

Inhibicién del complejo TF-FVIla
Inhibicién del FXIa

Inhibicién del FXa

Inhibicién del complejo FXa-FVa
Union del FX

Unidn del FXa

Degradacion del FG

Degradacion del PLG

Disminucion en la expresion del uPA

Ancylostoma caninum

Inhibicién de la agregacion de plaquetas

Inhibicién de las vias extrinseca, intrinseca y/o comun de la cascada de la
coagulacion

Inhibicién del complejo TF-FVIla
Inhibicién del FXa
Union del FXa

Ancylostoma ceylanicum

Inhibicién de las vias extrinseca, intrinseca y/o comun de la cascada de la
coagulacion

Inhibicién del FXlIa

Inhibicién del FXa

Ancylostoma duodenale

Inhibicién de las vias extrinseca, intrinseca y/o comun de la cascada de la
Anisakis simplex coagulacion

Inhibicion de la trombina

Inhibicién de las vias extrinseca, intrinseca y/o comun de la cascada de la
Ascaris lumbricoides coagulacion

Inhibicion de la conversion del FG en fibrina

. Inhibicién de la agregacion de plaquetas
Ascaris suum o T ’ »
Inhibicién de las vias intrinseca y/o comun de la cascada de la coagulacion

. . Inhibicién de la agregacion de plaquetas
Brugia malayi .
Incremento en la transcripcion del PAI-1

Inhibicion de la trombina
Unioén del PLG

Clonorchis sinensis

Induccion de la agregacion de plaquetas
Inhibicién de la agregacion de plaquetas
Inhibicién de la activacion de plaquetas
Degradacion del FG

Dirofilaria immitis Union del PLG
Activacion del PLG (por el tPA)
Incremento en la expresion del tPA
Incremento en la expresion del uPA

Disminucion en la expresion del PAI-1




ANEXOS

Dracunculus medinensis

Activacién del PLG

Echinococcus multilocularis

Inhibicién de la plasmina

Echinostoma caproni

Unio6n del PLG

Inhibicién de las vias extrinseca y/o comun de la cascada de la coagulacion
Inhibicién de la conversion del FG en fibrina

Activacion de las vias intrinseca y/o comun de la cascada de la coagulacion

Fasciola hepatica Degradacion del FG
Degradacion de la fibrina
Unioén del PLG
Activacion del PLG (por el tPA)
Gymnorhynchus gigas Degradacion del FG

Haemonchus contortus

Inhibicién de la agregacion de plaquetas

Inhibicién de la coagulacion

Inhibicién de la conversion del FG en fibrina

Activacion de las vias intrinseca y/o comun de la cascada de la coagulacion
Unidn del FXa

Degradacion del FG

Inhibicién de la reagregacion de la fibrina

Lagochilascaris minor

Degradacion del FG

Necator americanus

Inhibicién de la agregacion de plaquetas
Inhibicién de la liberacion de granulos de las plaquetas

Inhibicién de las vias extrinseca, intrinseca y/o comun de la cascada de la
coagulacion

Inhibicién del FXa

Degradacion del FG

Onchocerca cervicalis

Induccidn de la agregacion de plaquetas

Onchocerca volvulus

Unio6n del PLG

Ostertagia ostertagi

Degradacion del FG

Paragonimus westermani

Inhibicion de la trombina

Schistosoma bovis

Inhibicién de las vias extrinseca, intrinseca y/o comun de la cascada de la
coagulacion

Unioén del PLG
Activacion del PLG (por el tPA y sin activador del PLG)

Schistosoma haematobium

Activacion del PLG (por el tPA)

Schistosoma japonicum

Inhibicién de las vias intrinseca y/o comun de la cascada de la coagulacion
Inhibicién del FXa

Inhibicién de la trombina

Unioén del PLG

Activacion del PLG (por el tPA)

Schistosoma mansoni

Unién del vWF

Induccion de la adhesion de plaquetas
Inhibicién de la adhesion de plaquetas
Inhibicién de la agregacion de plaquetas

Inhibicién de las vias extrinseca, intrinseca y/o comun de la cascada de la
coagulacion

Inhibicion del FXIla
Inhibicion del FXa

Inhibicion de la trombina




Union de la trombina

Union del FG

Degradacion del FG

Degradacion de la fibrina

Union del PLG

Activacion del PLG (por el tPA y el uPA)
Activacion del tPA

Taenia multiceps

Unioén del PLG

Taenia pisiformis

Unién del PLG
Activacion del PLG (por el uPA)

Taenia solium

Union de plaquetas

Inhibicién de la agregacion de plaquetas

Inhibicion de las vias extrinseca, intrinseca y/o comin de la cascada de la
coagulacion

Unién del PLG

Activacion del PLG (por el tPA)

Taenia taeniaeformis

Inhibicién de las vias intrinseca y/o comun de la cascada de la coagulacion

Teladorsagia circumcincta

Degradacion del FG
Degradacion del PLG

Trichinella spiralis

Degradacion del FG
Unién del PLG
Degradacion del PLG

Trichostrongylus vitrinus

Degradacion del FG
Degradacion del PLG

Las interacciones identificadas con el sistema de la coagulacion aparecen en naranja, mientras que las
correspondientes al sistema fibrinolitico se muestran en azul. Abreviaturas: TF-FVIIa, complejo formado
entre el factor tisular y el factor VII de la coagulacion activado; FXIa, factor XI activado; FXa, factor X
activado; FXa-FVa, complejo formado entre los factores X y V de la coagulacion activados; FX, factor X
FG, fibrindgeno; PLG, plasmindgeno; uPA, activador del plasminogeno de tipo uroquinasa; PAI-1,
inhibidor del activador del plasmindégeno 1; tPA, activador tisular del plasminégeno; vWF, factor de von

Willebrand; FXIIa, factor XII activado.






Anexo VII

Informacion sobre las moléculas parasitarias responsables de la interaccion con el
sistema hemostatico del hospedador con respecto a la especie, el estadio y el
compartimento del helminto parasito en el que se identificaron, asi como el tipo de

interaccion que revelaron.

Molécula Especie de . . Interaccion con el sistema
e . . Estadio Compartimento L
parasitaria helminto hemostatico
. Union del PLG
D. immitis S
. Activacion del PLG (por el tPA)
Actinas S. bovis AL So, S, ES o
. Incremento en la expresion del tPA
T. solium -
Incremento en la expresion del uPA
Adenilato S. bovis A S Unién del PLG
quinasas
Union de plaquetas
Inhibicion de la agregacion de
C. sinensis plac.lu.ct.a's ) )
Anexinas S bovis AL So .Inh1'b1C10n de las vias extrinseca,
) intrinseca y/o comuin de la cascada de
T. solium la coagulacion
Union del PLG
Activacion del PLG (por el tPA)
Inhibicion de la coagulacion
Antigeno Sm22.6  S. mansoni - - Unidn de la trombina
Inhibicién de la trombina
H. contortus
N. americanus
Aspartato- O. ostertagi AL So, ES Degradacion del FG
proteasas
T. circumcincta
T. spiralis
ATP: guanidino ¢ ;¢ A s Unién del PLG
quinasas
Inhibicién de las vias extrinseca y/o
comun de la cascada de la coagulacion
Calpainas F. hepatica A ES Inh.1.b1C10n de la conversion del FG en
fibrina
Activacion de las vias intrinseca y/o
comun de la cascada de la coagulacion
Lo Inhibicion de la coagulacion
Calreticulinas H. contortus A So

Unién del FXa

Inhibicion de la agregacion de
Carbohidratos D. immitis A - plaquetas
Inhibicion de la activacion de plaquetas

A. caninum Degradacion del FG
Catepsinas F. hepatica A ES Degradacion de la fibrina
N. americanus Union del PLG

Ciclofilinas D. immitis A S Unioén del PLG




Inhibicion de las vias extrinseca y/o

F. hepatica comun de la cascada de la coagulacion
G. gigas Inhibicion de la conversion del FG en
Cisteina-proteasas H. contortus AL So, ES fibrina
O. ostertagi Activacion de las vias intrinseca y/o
T spirali comun de la cascada de la coagulacion
. spiralis
Degradacion del FG
Colageno 0. cervicalis A S Inducmog de la agregacion de
plaquetas
Dihidrolipoil F. hepatica A ES Union del PLG
deshidrogenasas
Diveptidil Degradacion del FG
ipeptidi
pegtil:]asa v H. contortus A So Inhibicion de la reagregacion de la
fibrina
Ectonucleotido S . .y
pirofosfatasa/ S. mansoni A B Inhibicion de la agregacion de
. plaquetas
Fosfodiesterasa
C. sinensis
D. immitis
E. caproni
F. hepatica
O. volvulus
. Union del PLG
S. bovis L
Enolasas . . AL So, S, ES Activacion del PLG (por el tPA y el
S. japonicum
uPA)
S. mansoni
T. multiceps
T. pisiformis
T. solium
T. spiralis
Enznm.a de tipo S. mansoni H So Degradacion del FG
plasmina
Fasciclinas T. solium L So Union del PLG
Fosfoglicerato ¢ A S Uni6n del PLG
mutasas
D. immiti Unidn del PLG
. immitis
Fr uctosa- . Activacion del PLG (por el tPA)
bisfosfato F. hepatica A S, ES .
aldolasas S, bovis Incremento en la expresion del tPA
Incremento en la expresion del uPA
Union del PLG
Galectinas D. immitis A S, ES Activacion del PLG (por el tPA)
Incremento en la expresion del uPA
C. sinensis
Gliceraldehido-3- D. immitis Uniodn del PLG
fosfato F. hepatica A S, ES Activacion del PLG (por el tPA)
deshidrogenasas 0 yo/ylys Incremento en la expresion del uPA
S. bovis
Glutamato F. hepatica A ES Unién del PLG
deshidrogenasas
Glutatién-S- F. hepatica A ES Unién del PLG

transferasas




Hipotética (clon

secuencia ARNm  S. bovis A S Unién del PLG
77D114)
Homélogo del
factor de . Activacion de la transcripcion del PAI-
.. B. malayi L -
crecimiento 1
transformante b
Inhibidor de . Inhibicion de la agregacion de
plaquetas de A. caninum A So .
. plaquetas
anquilostoma
Lectinade uniéna , . A S Union del PLG
beta-galactésido
Malato
deshidrogenasa T. solium L So Union del PLG
citosolica
Inhibicion de las vias extrinseca y/o
) comun de la cascada de la coagulacion
F. hepatica S .
Inhibicion de la conversion del FG en
H. contortus .
fibrina
Metaloproteasas 0. ostertagi AL ES Activacion de las vias intrinseca y/o
T. circumcincta comun de la cascada de la coagulacion
T. vitrinus Degradacion del FG
Degradacion del PLG
Ov87 D. immitis A ES Unién del PLG
Inhibicion de la agregacion de
plaquetas
Inhibicion de las vias extrinseca,
intrinseca y/o comtin de la cascada de
la coagulacion
Péptidos/proteinas A. caninum Inhibicién del complejo TF-FVIIa
anticoagulantes de A. ceylanicum A So Inhibicién del FXla
Ancylostoma spp- 4. duodenale Inhibicién del FXa
Inhibicién del complejo FXa-FVa
Union del FX
Union del FXa
Disminucion en la expresion del uPA
Precursor de L .
. D. immitis A ES Unién del PLG
transglutaminasas
Procatepsina L1  F. hepatica A ES Union del PLG
Proteina
antioxidante F. hepatica A ES Unién del PLG
especifica de tiol
Proteina D. immiti A ES Unién del PLG
chaperona HSP60 1ML
Proteina con
dominio del D. immiti A S Unién del PLG
conjunto . immitis nion de
inmunoglobulina I
Proteina con
dominio MSP con 1, ;. A S Uni6n del PLG

dominio rico en
Glu




Proteinas de tipo

S. japonicum

Inhibicion de las vias extrinseca,
intrinseca y/o comuin de la cascada de

Kunitz S. mansoni A B la coagulacion
Inhibicion del FXa

Prrot'elna de union F. hepatica A ES Unién del PLG

a acidos grasos

Proteina disulfuro ;. , i, A ES Unién del PLG

isomerasa

Proteina . y

s S. bovis A S Unién del PLG

hipotética

Proteina

hipotética D. immitis A ES Unién del PLG

LOAG_14743

Proteina

hipotética F. hepatica A ES Unién del PLG

T265_01567

Proteina quinasa

activada por T. solium L So Union del PLG

mitégeno

Proteina principal -/, ;i A S Union del PLG

espermatica

Proteina . -

SICHGC01945 F. hepatica A ES Unién del PLG

Proteinas del tipo Union de la trombina

alérgeno de S. mansoni - ES Union del PLG

veneno Activacion del PLG (por el uPA)

P22U D. immitis A ES Union del PLG
Inhibicion de las vias extrinseca y/o
comun de la cascada de la coagulacion

F. hepatica Inhibicion de la conversion del FG en
G. gigas fibrina

Serina-proteasas

H. contortus
N. americanus A H, L So, ES
O. ostertagi

Activacion de las vias intrinseca y/o
comun de la cascada de la coagulacion
Degradacion del FG

Degradacion de la fibrina

S. mansoni
T spirali Activacion del PLG
. spiralis
Degradacion del PLG
Activacion del tPA
A. simplex
C. sinensis

E. multilocularis

Inhibicién de la coagulacion

Serpinas AL So Inhibicion de la trombina
H. contortus S, .
. Inhibicién de la plasmina
P. westermani
S. japonicum
Tiorredoxina
glutation F. hepatica A ES Unién del PLG
reductasa
:l‘rlosa fosfato F. hepgtlca A S ES Unién del PLG
isomerasa S. bovis

Las interacciones identificadas con el sistema de la coagulacion aparecen en naranja, mientras que las
correspondientes al sistema fibrinolitico se muestran en azul. El simbolo «—» indica que los datos
correspondientes a la celda en cuestion no pudieron ser extraidos de las fuentes de evidencia seleccionadas.



Abreviaturas: A, adulto; L, larva; H, huevo; So, somatico; S, superficie; ES, excretor/secretor; PLG,
plasminogeno; tPA, activador tisular del plasminogeno; uPA, activador del plasmindgeno de tipo
uroquinasa; FG, fibrindgeno; FXa, factor X activado; PAI-1, inhibidor del activador del plasminégeno 1;
TF-FVIla, complejo formado entre el factor tisular y el factor VII de la coagulacion activado; FXIa, factor
XI activado; FXa-FVa, complejo formado entre los factores X y V de la coagulacion activados; FX, factor
X.






ABREVIATVRAS,

ACRONiIMOS Y SiGLAS






aa
ACN
ADP
APAS-3
APC
APS
APTT
AsHb
ATP
AT-TIT
A2AP
BLAST
BSA
CHAPS
CHCA

CID
CTAB
C3

Cs

DO
DTT
EDTA
EGF
ELISA
FA
FITC
FV
FVa
FVII
FVIla
FVIII
FVIlla
FIX
FIXa
FIXa-FVIlla
FX
FXa
FXa-FVa
FXI

Aminoacidos

Acetonitrilo

Adenosin difosfato

Proteina alergénica de Ascaris suum 3
Proteina C activada

Persulfato de amonio

Tiempo de tromboplastina parcial activada
Hemoglobina de Ascaris suum

Adenosin trifosfato

Antitrombina III

ap-antiplasmina

Basic Local Alignment Search Tool
Seroalbimina bovina
3-[[3-colamidopropil |dimetilamonio]-1-propanosulfonato

Acido a-ciano-4-hidroxicindmico - acido o-ciano-2,4-difluorocinamico -
acido a-ciano-2,3,4,5,6-pentafluorocinamico

Disociacion inducida por colision
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio
Componente 3 del complemento
Componente 5 del complemento
Densidad optica

Ditiotreitol

Acido etilendiaminotetraacético

Factor de crecimiento epidérmico
Ensayo de inmunoadsorcion enzimatica
Acido formico

Isotiocianato de fluoresceina

Factor V de la coagulacion

Factor V de la coagulacion activado
Factor VII de la coagulacion

Factor VII de la coagulacion activado
Factor VIII de la coagulacion

Factor VIII de la coagulacion activado
Factor IX de la coagulacion

Factor IX de la coagulacion activado
Complejo formado por los factores de la coagulacion IX y VIII activados
Factor X de la coagulacion

Factor X de la coagulacion activado
Complejo formado por los factores de la coagulacion X y V activados

Factor XI de la coagulacion



FXIa Factor XI de la coagulacion activado

FXII Factor XII de la coagulacion

FXIla Factor XII de la coagulacion activado

FXIII Factor XIII de la coagulacion

FXIIIa Factor XIII de la coagulacion activado

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GLA Acido y-carboxiglutamico

Glu-Plg Plasmindgeno con acido glutdmico en el extremo aminoterminal
GT-WS «Manchas de leche» de tipo granulado

HEPES Acido 4-[2-hidroxietil]-1-piperazina-etanosulfonico

HMWK Cininogeno de alto peso molecular

IEF Isoelectroenfoque

IFN-y Interferon y

IgA Inmunoglobulina A

IgE Inmunoglobulina E

IgG Inmunoglobulina G

IgM Inmunoglobulina M

IL-1p Interleucina 18

IL-2 Interleucina 2

IL-4 Interleucina 4

IL-5 Interleucina 5

IL-6 Interleucina 6

IL-10 Interleucina 10

IL-12 Interleucina 12

IL-13 Interleucina 13

IPG Gradiente de pH inmovilizado

LC-MS/MS Cromatografia liquida y espectrometria de masas en tindem
LN-WS «Manchas de leche» de tipo linfonodular

Lys-Plg Plasmindgeno con lisina, valina o metionina en el extremo aminoterminal
L1 Larva de primer estadio

L2 Larva de segundo estadio

L3 Larva de tercer estadio

L3As Larva de tercer estadio de Ascaris suum

L3AsES Extracto excretor/secretor de larvas de tercer estadio de Ascaris suum
L3AsS Extracto de superficie de larvas de tercer estadio de Ascaris suum
L4 Larva de cuarto estadio

MALDI-TOF/TOF Desorcion/ionizacion laser asistida por matriz con deteccion de masas por
tiempo de vuelo

MeSH Medical Subject Headings
MIF Mertiolato-yodo-formol



MMP Metaloproteasa de matriz

MMP1 Metaloproteasa de matriz 1

MMP3 Metaloproteasa de matriz 3

MS/MS Espectrometria de masas en tindem

m/m Masa-masa

m/v Masa-volumen

NAPc2 Proteina anticoagulante c2 del nematodo Ancylostoma caninum

NCBI Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica

NEM N-etilmaleimida

OMS Organizacion Mundial de la Salud

OPD Diclorhidrato de o-fenilendiamina

PAI Inhibidor de los activadores del plasmingeno

PAI-1 Inhibidor de los activadores del plasminogeno 1

PAI-2 Inhibidor de los activadores del plasminogeno 2

PAI-3 Inhibidor de los activadores del plasmindgeno 3

PAS-1 Proteina supresora de Ascaris suum 1

PBS Tampon fosfato salino

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas

pI Punto isoeléctrico

PK Precalicreina

PL Fosfolipidos

PLG Plasminégeno

Plg-Rkt Receptor del plasminogeno KT

PM Peso molecular

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PRISMA-ScR Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses
extension for Scoping Reviews

pro-uPA Prouroquinasa

PT Tiempo de protrombina

rAsl4 Proteina recombinante de 14-kDa de Ascaris suum

rAslé Proteina recombinante de 16-kDa de Ascaris suum

rAs24 Proteina recombinante de 24-kDa de Ascaris suum

rAs37 Proteina recombinante de 37-kDa de Ascaris suum

sc-tPA Activador tisular del plasminégeno de cadena sencilla

sc-uPA Activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa de cadena sencilla

SD Desviacion estandar

SDS Sodio dodecilsulfato

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio

Serpina Inhibidor de proteasas de serina



TAFI Inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina

TAFIa Inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina activado

tc-tPA Activador tisular del plasminogeno de cadena doble

tc-uPA Activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa de cadena doble

TEMED Tetrametiletilendiamina

TF Factor tisular

TFA Acido trifluoroacético

TFPI Inhibidor de la ruta del factor tisular

TFPlo. Isoforma a del inhibidor de la ruta del factor tisular

TFPIP Isoforma B del inhibidor de la ruta del factor tisular

TF-FVIla Complejo formado por el factor tisular y el factor VII de la coagulacion
activado

Thi Linfocito T helper 1

Th2 Linfocito T helper 2

tPA Activador tisular del plasminogeno

TPCK Tosil-fenilalanina-clorometil cetona

Tris Tris[hidroximetil Jaminometano

TT Tiempo de trombina

T-PBS Tampo6n compuesto por tampon fosfato salino y Tweenao

uPA Activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa

uPAR Receptor del activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa

VAL Alérgenos del veneno

VWF Factor de von Willebrand

V/P Volumen-precipitado

viv Volumen-volumen

WOS CC Web of Science Core Collection

e-ACA Acido g-aminocaproico

2D Bidimensional

3D Tridimensional
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