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Vacuna frente a_coccidiosis aviar con exosomas

1. Resumen

Para el control de la coccidiosis aviar son necesarios métodos alternativos a la
medicacion profilactica y a la vacunacidn con parasito vivo debido a las restricciones
de la Comunidad Europea en la utilizacion comercial de los coccidiostaticos, a la
aparicion de cepas resistentes y al alto coste que supone el desarrollo de nuevos

farmacos.

En el presente estudio, describimos una estrategia alternativa de vacunacién contra la
infeccion por Eimeria utilizando células dendriticas (CDs) enriquecidas con antigenos
del parasito o los exosomas que liberan. Se aislaron CDs del intestino de pollos
infectados con Eimeria tenella y se enriquecieron con un extracto de esporozoitos del
parasito como antigeno. Se incubaron las CDs en las condiciones idéneas para la
liberacion de exosomas, que se aislaron y purificaron. Se desarroll6 un primer ensayo
clinico para determinar si eran las CDs o sus exosomas los mas eficaces en
proporcionar inmunidad frente a una infeccion por E. tenella. Para ello se
inmunizaron pollos, con CDs o0 con sus exosomas, que posteriormente se infectaron
con el parasito. La inmunizaciéon con CDs o exosomas determind una solida
proteccion frente a E. tenella inducida por la polarizacion de la respuesta inmune
hacia una respuesta Thl (incremento de IL-2, IL-16, IFN-y, IgA e IgG). La capacidad
de multiplicacion del parésito fue significativamente menor en animales inmunizados
con exosomas que en aquellos inmunizados con CDs. Es decir, la inmunizacién con
exosomas resultd ser mas eficaz que la inmunizacién con CDs. En un segundo ensayo

clinico se disefid una estrategia de inmunizacién exclusivamente con exosomas, pero
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en este caso, liberados por CDs enriquecidas con antigenos de 3 especies de Eimeria,
E. tenella, E. acervulina y E. maxima, que son las especies encontradas mas

frecuentemente en los brotes de coccidiosis que afectan al pollo de carne.

Los animales inmunizados con estos exosomas se infectaron con las 3 especies de
Eimeria y se pudo comprobar que la inmunizacién con exosomas determind un estado
de proteccion muy eficaz frente a la infeccion por las tres especies. La inmunizacion
con exosomas determind un incremento de la respuesta Thl a la vez que una
disminucion de la respuesta Th2 (IL4 e IL10). La capacidad de los exosomas para
inducir un estado de proteccion frente a diversas especies de Eimeria sugiere que es
posible desarrollar una vacuna polivalente, constituida por exosomas, frente a todas

las especies de Eimeria que desencadenan la coccidiosis aviar.

2. Summary

Current methods for sustainable control of avian coccidiosis, whether by prophylactic
medication or parasite vaccination, are suboptimal. In this study, we describe an
alternative immunization strategy against Eimeria tenella infection using parasite
antigen (Ag)-loaded dendritic cells (DCs), or their derived exosomes, in the absence
of free Ag. Intestinal DCs were isolated from E. tenella-infected chickens and loaded
ex vivo with an extract of sporozoites as parasite Ag. Extracellular vesicles purified
from the Ag-pulsed DCs were identified as exosomes. Both DCs and their derived
exosomes were used in a first trial to immunize chickens before infection with the

parasite in order to determine which one is more efficient in induction of protective
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immunity against avian coccidiosis. Immunized chickens exhibited (a) higher
numbers of caecal tonsil and spleen cells expressing 1gG and/or IgA antibodies that
were reactive with E. tenella Ag, (b) greater numbers of cells producing Thl
citokines, and (c) higher E. tenella Ag-driven cell proliferation, compared with
chickens immunized with Ag in the absence of DCs or exosomes. In addition,
chickens immunized with exosomes displayed a higher reduction in fecal oocyst
shedding compared with those immnunized with DCs. These findings demonstrated
that a higher T cell-dependent protective immune response against E. tenella infection
was generated by in vivo administration of exosomes than that induced by
immunization with DCs. In a second trial, a novel immunization strategy against
avian coccidiosis was designed using exosomes loaded with a mixture of sporozoite
extracted antigens from E. tenella, E. acervulina y E. maxima, the three major
coccidial species that are responsible for the majority of avian coccidiosis in
commercial production facilities. Chicken intestinal DCs were isolated and pulsed in
vitro with the antigens and the cell-derived exosomes were isolated. Chickens were
nonimmunized or immunized intramuscularly with exosomes and subsequently
noninfected or coinfected with E. tenella, E. maxima, and E. acervulina oocysts.
Immune parameters were the numbers of cells secreting Thl cytokines, Th2
cytokines, interleukin-16 (IL-16), and Ag-reactive antibodies in vitro and in vivo
readouts of protective immunity against Eimeria infection. Cecal tonsils, Peyer’s
patches, and spleens of immunized and infected chickens had increased numbers of
cells secreting the IL-16 and the Thlcytokines, greater Ag-stimulated proliferative

responses, and higher numbers of Ag-reactive 1gG and IgA-producing cells. In
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contrast, the numbers of cells secreting the Th2 cytokines IL-4 and IL-10 were
diminished in immunized and infected chickens. These results suggest that successful
field vaccination against avian coccidiosis using exosomes derived from DCs

incubated with Ags isolated from Eimeria species may be possible.

3. Introduccion

La coccidiosis, una enfermedad intestinal de gran importancia econémica en aves, es
causada por maltiples especies de Eimeria. El parasito invade la mucosa intestinal y
causa importantes lesiones en el epitelio que desencadenan diarrea, empeoramiento
del indice de conversién y pérdida de peso. Los métodos convencionales de control de
la enfermedad consisten en la administracion de farmacos con actividad
coccidiostatica. Sin embargo, actualmente son necesarios métodos alternativos debido
al incremento de las restricciones de la Comunidad Europea en la utilizacion
comercial de los coccidiostaticos, a la aparicion de cepas resistentes y al alto coste que

supone el desarrollo de nuevas farmacos.

La vacunacion con parasito vivo atenuado es una alternativa a los coccidiostaticos
como método para controlar la enfermedad. Sin embargo, con las vacunas disponibles
en el mercado, la vacunacion esté limitada por la falta de proteccion cruzada frente a
las especies de Eimeria y por la aparicién constante de nuevas variaciones
antigénicas. A pesar de todas estas limitaciones, la vacunacion es el método mas
eficaz para prevenir la enfermedad y reducir las pérdidas econémicas. En la presente

investigacion nos proponemos iniciar el camino hacia la consecucién de una vacuna
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eficaz frente a la coccidiosis aviar que ofrezca proteccion cruzada frente a maltiples

especies de Eimeria

El desarrollo de una segunda generaciéon de vacunas que ofrezca proteccién cruzada
frente a las maltiples especies de Eimeria requiere el conocimiento de la respuesta
inmune en el intestino de las aves, desde las fases iniciales de presentacion de
antigeno (Ag) hasta el establecimiento de inmunidad humoral y celular especificas
frente al parasito. Como parte de este proyecto, recientemente hemos puesto a punto
la técnica de aislamiento de las células dendriticas (CDs), implicadas en la respuesta
inmune frente a Eimeria, a partir del intestino de pollos experimentalmente
infectados con E. tenella. La utilizacién de las CDs como adyuvantes de Ag del

parasito podria ser una estrategia alternativa a los farmacos y a las vacunas actuales.

Las CDs son células presentadoras de Ag criticas para la induccién de inmunidad
frente a todo tipo de agentes patdgenos. En la actualidad, protocolos vacunales
basados en CDs estan siendo objeto de experimentacion en mamiferos con el objetivo
de incrementar la respuesta inmunitaria que se produce frente a virus, bacterias,
parasitos y hongos (Bozza et al., 2004; Carrion et al., 2008; Lopez et al., 2000; Lu and

Zhong, 1999).

Las estrategias de vacunacion basadas en CDs tienen como base la técnica que
consiste en enriquecerlas in vitro con Ags derivados de los patdgenos. Uno de los
mecanismos propuestos a través de los que las CDs desencadenan una respuesta
inmunitaria, ya sea celular o humoral, es la secrecién de exosomas (Colino and

Snapper, 2006). Se ha sugerido que los exosomas liberados por células presentadoras
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de Ag (CPA) desempefian un importante papel en la respuesta inmunitaria adaptada
frente a virus, bacterias, hongos y parasitos (Lépez et al., 2000; Bozza et al., 2004).
De hecho, publicaciones recientes parecen confirmar el papel de los exosomas como
via de inmunizacion frente a infecciones por Toxoplasma gondii (Beauvillain et al.,
2007), Leishmania major (Schnitzer et al., 2010), Mycobacterium tuberculosis
(Bhatnagar et al., 2007), and Salmonella typhimurium (Bhatnagar et al., 2007). Los
patdgenos intracelulares son captados por las CPA y procesados en péptidos
antigénicos que se unen a CMH-II en el interior de endosomas. Los complejos
cargados de Ag son liberados a la superficie de la célula mediante fusion del
endosoma con la membrana celular o son liberados extracelularmente como exosomas
intactos (Murk et al., 2002). De esta forma, los complejos Ag-CMH-Il son
presentados a células T bien sobre la superficie de la CPA o a través de sus exosomas.
Es importante destacar que la barrera del CMH no restringe la eficacia de los
exosomas ya que los exosomas singénicos no parecen funcionar significativamente
mejor que los alogénicos (Beauvillain et al., 2007; del Cacho et al., 2011). Dada la
capacidad de las CDs y exosomas para estimular células T, diversos autores han
propuesto que podrian ser excelentes candidatos para el desarrollo de vacunas frente a
algunos agentes patdgenos de mamiferos (Thery et al., 2002; Colino and Snapper,
2006; Denzer et al., 2000). Sin embargo no hay informacion sobre si, de forma
similar, CDs enriquecidas con Ag Yy sus exosomas pueden iniciar una respuesta
inmunitaria eficaz en aves. Nuestro equipo ha publicado recientemente un método de

aislamiento de CDs de 6rganos linfoides localizados en la mucosa del intestino de
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pollo y el protocolo para su posterior enriquecimiento ex vivo con Ags de Eimeria

(del Cacho et al., 2009).

La primera fase del proyecto se dirigié a la obtencion de exosomas liberados por CDs

enriquecidas con Ags aislados de E. tenella.

En la segunda fase la atencion se centrd en el disefio de una estrategia de
inmunizacion utilizando bien CDs enriguecidas con Ag o bien los exosomas liberados
por ellas, con la finalidad de evaluar su potencial como vacunas frente a la coccidiosis
aviar. Para ello se diseid una primera prueba clinica en la que se inicid la
investigacion con una estrategia de inmunizacion frente a una infeccion experimental
con E. tenella y en la que, por primera vez, se utilizan CDs enriquecidas con Ag del
parésito o los exosomas que liberan. Una vez establecido cual de los dos, CDs o sus
exosomas, induce una inmunidad mas eficaz para prevenir la infeccién por Eimeria,
abordamos una segunda prueba clinica para evaluar si el enriquecimiento con Ags de
3 especies de Eimeria, E. tenella, E. méxima y E. acervulina, genera inmunidad que
proteja frente a la infeccion simultanea por las 3 especies. Se han seleccionado estas
3 especies de Eimeria porque una vacuna contra la coccidiosis debe inducir
proteccion frente a especies de Eimeria con importancia econémica y es bien sabido

que estas tres son las méas patdgenas para el pollo de carne (Chapman et al., 2005).
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4. Primera prueba clinica

En la primera prueba clinica los pollos fueron inmunizados con CDs enriquecidas con
Ags de E. tenella o con sus exosomas y 10 dias mas tarde se infectaron con E. tenella
para determinar cual de las dos pautas de inmunizacion era mas eficaz en prevenir la
enfermedad. Para cuantificar el estado de proteccidon frente al paréasito se utilizaron los
siguientes parametros: numero de células activadas por el Ag que producen citoquinas
implicadas en la respuesta inmune celular (IL-2, IL-16, INF-y), IgA e IgG, ganancia
de peso de los animales, indice de conversion, excrecion de ooquistes, lesiones en el

intestino y tasa de mortalidad.

4.1. Aislamiento de CDs

Las CDs se aislaron segun la técnica puesta a punto por nuestro equipo (del Cacho et
al., 2009), mediante citometria de flujo que es una técnica que no dafia las membranas
celulares (Sorensen et al.,1999). Pollos de 3 semanas de vida se infectaron mediante la
administracion experimental de 10.000 ooquistes esporulados de E. tenella, a los 8
dias post infeccién se sacrificaron los animales y se recogieron las tonsilas cecales.
Las CDs se disgregaron mediante el efecto de soluciones enzimaticas de acuerdo con
la técnica propuesta por del Cacho et al. (2008). Las células separadas se incubaron en
el anticuerpo policlonal, fabricado en nuestro laboratorio y que identifica CDs de aves
(del Cacho et al., 2008), durante 30 minutos a una dilucion de 1:100. Posteriormente
se incubaron en anti-IgG de conejo marcado con fluoresceina. Las células se pasaron
a través de un citébmetro de flujo EPICS ELITE (Coulter electronics). Se establecieron

los parametros de expresion de fluorescencia y complejidad celular que definian a las
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células marcadas con el anticuerpo policlonal. Se realiz6 el aislamiento de las CDs,
marcadas con fluoresceina, mediante la capacidad de separacion celular del citdmetro

de flujo.

4.2. Purificacion de Ags de E. tenella y enriquecimiento de CDs

Para la obtencion de Ags consideramos que lo méas adecuado seria trabajar con
esporozoitos. Los esporozoitos son la primera fase infectante del ciclo coccidial de
Eimeria y si conseguiamos bloquear la entrada de los esporozoitos en la célula
hospedadora evitariamos la aparicion de lesiones intestinales. Ademas, los Ags
extraidos de esporozoitos han sido utilizados en trabajos anteriores con buenos
resultados (Garg et al., 1999; Shirley and Bedrnfk, 1997; Talebi and Mulcahy, 2006).
Por tanto, para enriquecer las CDs se utilizaron Ags extraidos de esporozoitos de E.
tenella segun el método descrito por muestro equipo (del Cacho et al., 2009). El
método se centra en la obtencién de receptores de superficie del parasito ya que la
capacidad infectiva de E. tenella depende de receptores de superficie (Lopez-Bernad
et al., 1996; del Cacho et al., 1997). Dichos receptores forman parte de estructuras
complejas denominadas rafts, compuestas por lipidos y proteinas (Jain et al., 2005;
Neel et al., 2005), que son resistentes a la accién de detergentes organicos y que se
aislan de membranas celulares como Ags insolubles (Lygren et al., 2005). Por ello,
nos propusimos el aislamiento de Ags insolubles de E. tenella que son los que
contienen los receptores de superficie esenciales para la vida del parésito. Los
esporozoitos lisados por sonicacion se incubaron en 1% Triton X-100 en Buffer

(25mM Tris, 150mM NaCl, 5 mM EDTA) durante 1h a 42C. Posteriormente se
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centrifugaron a 100.000 g durante 1 hora. Se recogio el sedimento que se incubd en
Triton X-100 durante 1 hora a 4°C y se centrifugdé a 100.00 g durante 1 hora. El
aislamiento de los rafts se llevé a cabo mediante centrifugacion en solucion de
sacarosa al 40%, a 950 g durante 25 min. Se recogi6 el sobrenadante y la cantidad de
proteina se cuantific6 mediante el método de Lowrry et al. (1951). Los Ags extraidos
se afiadieron en una concentracion de 500ug/ml al medio de cultivo en el que se

mantenian las CDs (5,0 x 10° células). La incubacién se prolongé durante 24 h a 39°C.
4.3. Obtencion y purificacion de exosomas derivados de CDs enriquecidas con Ag

Las CDs enriquecidas se sometieron a stress por calor (43,5°C) durante 30 min y
posteriormente a un periodo de recuperacién a 41°C (la temperatura basal del pollo)
durante 2 horas. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion del
sobrenadante de los cultivos y posterior filtrado a través de filtros de 0,22 pum
(Millipore, Billerica, MA, USA). Los filtrados se centrifugaron a 10.000 x g durante
30 min, se recogieron los sobrenadantes y los exosomas se obtuvieron por
centrifugacion a 100.000 g durante 1 hora a 4°C (Beckman ultracentrifuga L80M con
un rotor 70,1 Ti). El sedimento se resuspendié en PBS en la proporcién 1:100 y se

almacend a -20°C en alicuotas.

La presencia de exosomas se comprobd mediante microscopia electronica (Fig. 1).
Para ello, algunas gotas de sobrenadante se colocaron sobre rejillas cubiertas con
colodién y se fijaron con 0,05% glutaraldehido. Se incubaron con anticuerpos
primarios dirigidos a proteinas localizadas en los exosomas tales como CMH | y I,

CD8Q0, flotilina 0 HSP70 a una dilucion de 1:10 durante 18 horas, y a continuacién se
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incubaron en el anticuerpo secundario conjugado con particulas de oro de 5 nm de
didmetro durante 2 horas. Los exosomas se tifieron con &cido fosfotungstico (Glick

and Scott, 1970) y se examinaron al microscopio electronico (Jeol, Tokyo, Japon).

HSP70

Figura 1. Inmunomicroscopia electrénica de exosomas derivados de CDs enriquecidas con Ags de
esporozitos de E. tenella. Las micrografias muestran vesiculas de 80-100nm de didmetro marcadas con

oro coloidad para poner de manifiesto las proteinas que identifican exosomas.

4.4. Inmunizacion e infeccion experimental

El disefio experimental se resume en la Fig. 2. Pollos de un dia de edad se
distribuyeron en 5 grupos de 50 animales cada uno. A los pollos de los grupos 1 y I,
controles no inmunizados, se les inyectaron intramuscularmente (i.m.) 100 ul de PBS
estéril. Los pollos de los grupos I1I, IV y V fueron inmunizados, respectivamente,
mediante la administracion i.m. de 100 ul de Ag aislado a partir de esporozoitos y

utilizado para enriquecer CDs (10 pg/animal)(Grupo 111), 100 ul de CDs enriquecidas
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con Ags (2,0 x 10° células/ave)(Grupo 1V) y 100 ul de exosomas purificados a partir
de CDs enriquecidas con Ags de E. tenella (10 pg/ave)(Grupo V). A los 10 dias
posinmunizacion, 10 animales de cada grupo se sacrificaron y se extrajeron las
tonsilas cecales y el bazo de todos ellos. El resto de los animales de los grupos I1-V se
infectaron mediante inoculacién al buche con 10.000 oquistes esporulados de E.

tenella.

Inmunizacion Cuantificacién de la

respuesta inmune

|
Nacimiento | | ‘ Edad en dias

1 11 17 21
Infeccion E. tenella ?;Zl?;:;:g:: °
-—>

Cuantificacion de Ooquistes

L
Fal

)

Parametros zootécnicos

Figura 2. Esquema del disefio experimental. Pollos inmunizados con CDs enriquecidas o con sus
exosomas se utilizaron para cuantificar la respuesta celular Thl que se desencadena y los paramétros

zootécnicos.

El peso de los animales y el peso del pienso consumido se cuantificaron los dias 0y
10 posinfeccion para determinar los indices de conversion. El recuento de ooquistes
eliminados en heces se realizd entre los 5 y los 10 dias posinfeccién. A los 6 dias
posinfeccién se estudiaron las lesiones que se puntuaron segin una escala de 0
(ninguna) a 4 (alta). El porcentaje de mortalidad en todos los grupos se calculé a los

10 dias posinfeccion.
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4.5. Cuantificacion de la proteccion que confieren las CDs 0 sus exosomas
4.5.1. Cuantificacion de la respuesta inmune celular.

Se cuantificaron las células que secretan las citoquinas IL-2, IL-16 e IFN-y. Las
tonsilas cecales y el bazo de los animales sacrificados 10 dias posinfeccion se pasaron
a través de una malla de 250 um, se resuspendieron y se lavaron en solucion GKN
(Stumbles et al., 1998). La suspension de células se obtuvo por filtracion a traves de
una malla de 70 mm (BD Falcon) y se separaron las células muertas, eritrocitos y
células epiteliales mediante centrifugacion en gradiente de densidad. Como los pollos
no eran singénicos, para cuantificar las células estimuladas por los Ags de Eimeria,
que expresan citoquinas las células de cada pollo (1,0 x 10°) se cultivaron
independientemente con 10 ng/ml LPS en presencia o ausencia de Ags de E. tenella
(100ug/ml) en 0,2 ml del medio de cultivo RPMI 1640 durante 10 dias. Las placas se
cubrieron con el Ag a 4°C durante toda la noche. Para cuantificar el nimero de células

gue expresaban citoquinas de realizo la técnica de Elispot.
4.5.2. Respuesta proliferativa especifica de Ag

Células extraidas de las tonsilas cecales y bazo (1,0 x 10°) se cultivaron en presencia o
ausencia de Ags de E. tenella (100ug/ml) en medio RPMI 1640 durante 3 dias. Se
afiadié BrdU (Boehringer-Mannhein, Germany) al cultivo el dia 4 y la proliferacion se
midid el dia 5 utilizando un anticuerpo anti-BrdU unido a peroxidasa. Los controles

contenian medio sin Ags de E. tenella.

Premio Coris Gruart



14

Vacuna frente a_coccidiosis aviar con exosomas

. Resultados de la eficacia de la inmunizacion sobre la respuesta inmune celular

La inmunizacion con CDs enriquecidas o con sus exosomas incrementé el nimero de
células que sintetizaban IL-2, IL-16 e IFN-y en la tonsila cecal y en el bazo (P<0,001)
(Fig. 3). De forma paralela, ambas pautas de inmunizacion determinaron mayor
aumento en la proliferacion celular en comparacion con los animales inmunizados

Unicamente con Ag (P<0,001) (Fig. 3).
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Figura 3. Numero de células que secretan citoquinas especificas de Ag y respuesta proliferativa en
animales no inmunizados y en pollos inmunizados Unicamente con Ag de E. tenella, con CDs
enriquecidas 0 con sus exososomas. Las células que sintetizan IL-2, INF-, IL-16 en el bazo (barra
blanca) y tonsila cecal (barra negra) se cuantificaron a los 10 dias posinmunizacion mediante
ELISPOT. La respuesta de estimulacion proliferativa se midié mediante la incorporacion de BrdU y se
cuantific6 mediante ELISA. Cada barra representa el valor medio + SD de los resultados de 3
experimentos de inmunizacién independientes y completos. En cada grafica, letras diferentes indican

diferencias significativas (P<0,05) segun el test estadistico de Duncan.
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Sin embargo, tanto el numero de células que producian citoquinas como la
proliferacion celular fueron mayores en las tonsilas cecales que en el bazo. Las células
gue se incubaron en ausencia de Ag de E. tenella se utilizaron como controles
negativos. Asi se pudo comprobar que la secrecién de citoquinas detectada fue
especifica de Ag ya que se detectd una escasa cantidad de citoquinas cuando las
células se incubaron en ausencia de Ag (1,3 +0,4,53+ 1,6y 7,6 + 2,1 células que
sintetizan IL-2, 1L-16 e IFN-y, respectivamente). La cuantificacion de células que
sintetizan citoquinas y de la proliferacion celular en los controles negativos
proporciond cantidades menores que los encontrados en animales no inmunizados

(P<0,001).

4.5.3. Cuantificacion de la respuesta inmune humoral

La respuesta humoral se cuantifico mediante la técnica de ELISPOT utilizando

anticuerpos que reconocen IgG e IgA

. Resultados de la eficacia de la inmunizacion sobre la respuesta inmune humoral

Células que sintetizan IgG e IgA especificas para Ags de E. tenella estaban presentes
en la tonsila cecal después de la inmunizacion con CDs enriquecidas, con sus
exosomas 0 Unicamente con Ag (Fig. 4). Los animales inmunizados con CDs 0 su
exosomas mostraron mayor nimero de células que sintetizaban anticuerpos que los
inmunizados Unicamente con Ag. Hay que destacar que en las tonsilas cecales no se
encontraron diferencias significativas en el nimero de células que sintetizan 1gG e

IgA después de la inmunizacion con CDs enriquecidas 0 con sus exosomas. Sin
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embargo, en el bazo Unicamente se detectaron células que sintetizan 1gG (Fig. 4). El
namero de células que sintetizan 1gG fue mayor en las tonsilas cecales que en el bazo.

No se observaron spots cuando las células se incubaron con LPS en ausencia de Ag de

E. tenella.
© 2400 2400+
'E ] 1gG 5 - 1 IgA
£ 1800 18001 a a
8 J i
]
& 1200+ 1200-
% b b b .
o
E 6001 c C 600 b
E 0 Ei 0 j
No Antigeno Células Exosomas No Antigeno Células Exosomas
inmunizados Dendriticas inmunizados Dendriticas

Figura 4. Nimero de células que sintetizan IgG e IgA anti-Ag de E. tenella en pollos no inmunizados e
inmunizados con Ag de E. tenella, con CDs enriquecidas o con sus exosomas. Las células estimuladas
en el bazo (barras blancas) y en la tonsila cecal (barras negras) a los 10 dias posinmunizacion se
cuantificaron mediante ELISPOT. Cada barra representa la media + SD de los resultados de 3
experimentos de inmunizacion independientes y completos. En cada gréfica letras diferentes indican

diferencias significativas (P<0,05) segun el test estadistico de Duncan.

4.5.4. Efecto de la inmunizacion sobre la infeccidn por E. tenella

El efecto de la inmunizacidn sobre la inmunidad frente a la infeccién por el parasito se
cuantific6 ademas mediante parametros zootécnicos, ganancia de peso e indice de
conversion, y parametros parasitarios, excrecion de ooquistes, lesiones intestinales y
tasa de mortalidad (Tabla 1). La inmunizacién con CDs o sus exosomas determiné un
incremento de la ganancia de peso y un reducido indice de conversién tras la
infeccion con E. tenella en comparaciéon con los animales inmunizados Unicamente

con Ag e infectados. Hay que destacar que ambos parametros en animales
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inmunizados e infectados fueron iguales a los que presentaron los controles no
infectados. Las lesiones intestinales y la excrecion de ooquistes fueron
significativamente menores que las observadas en animales no inmunizados e
infectados. Es importante sefialar que la excrecién de ooquistes fue significativamente
menor en los animales inmunizados con exosomas que en aquellos inmunizados con
CDs enriquecidas. No se registraron muertes en los animales inmunizados e

infectados.

Tabla 1.

Efecto de la inmunizacion con antigeno, CDs enriquecidas o exosomas sobre la infeccion por E.
tenella.

Grupo Experimental  Crecimiento de peso Indice de Conversién  Excrecion de Ooquistes  Cuanlificacion lesiones  Mortalldad (%)

(gripolio) (gr plensoigr peso) (107 Pollo) (oscaia 0-4)
No inmunizado, 475+ 3 152 + 0.02* 0 0 0
no infectado
No inmunizado, 123 £ 9 5.33 + 0.05° 5227 + 032° 28 £07% 13.3 = 1.4%
infectado
Unicamente Anligeno 127 + 5° 527 + 0.04° 5193 = 0.30° 28 +£05° 14.1 + 14°
Células Dendriticas 472 £ 5° 153 + 0.02* 453 + 0.28° 0.3 = 05¢ 0
Exosomas 474 + 32 152 + 0.02* 275 + 0259 03 +£03° 0

Cada valor representa la media + SD de 3 experimentos de inmunizacion independientes y completos.
En cada grupo los valores con letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05) segun el test

estadistico de Duncan.

4.6. Discusion

La primera prueba experimental demuestra que la inmunizacion con CDs enriquecidas
con Ags de E. tenella o con sus exosomas induce una alta proteccion frente al
paréasito. La inmunidad inducida se relaciona con la presencia, en el bazo y en la

tonsila cecal, de un mayor nimero de células que producen anticuerpos (1gG e IgA ),
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mayor cantidad de células que sintetizan IL-2, IL-16 y INF-yy una mayor
proliferacion celular estimulada por Ags de E. tenella que las observadas en animales
no inmunizados e infectados o en animales inmunizados Unicamente con Ag.

Las vacunas basadas en CDs 0 sus exosomas se han utilizado en animales que son
singénicos con las células del donante, basandose en el dogma de que para que se
produzca un respuesta inmunitaria frente a un Ags es necesario el contacto directo de
las CDs con linfocitos T portadores de un CMH compatible. Sin embargo, un estudio
reciente (Beauvillain et al., 2007) ha demostrado que el hecho de que los animales
donantes y receptores no sean singenicos no disminuye la efectividad de la
inmunizacion. De hecho se ha demostrado que la proteccion inducida mediante la
transferencia de CDs enriquecidas con Ag o su exosomas no depende de la viabilidad
celular o de la integridad de las membranas, ya que fragmentos de membrana de las
CDs o de sus exosomas son suficientes para desencadenar una respuesta inmune
eficaz frente al parasito (Schnitzer et al., 2010). Hay pruebas experimentales que
demuestran que para que se llegue a inducir inmunidad por administracion de
fragmentos de CDs enriquecidas con Ag es necesario que el Ag sea procesado y
presentado por CDs del receptor (Schnitzer et al., 2010). Debido a que, en el presente
estudio, la base genética de los donantes y receptores era diferente es probable que las
CDs trasferidas fueron reconocidas como células extrafias y, en consecuencia,
destruidas por el receptor. Las CPA del receptor podrian captar y procesar fragmentos
de membrana de las CDs trasferidas y previamente enriquecidas con Ags de E.
tenella. De esta forma, las CPA del receptor podrian desencadenar una respuesta

inmune eficaz frente al parasito. En mamiferos, se ha demostrado que la inmunizacion
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con fragmentos de CDs enriquecidas con Ag 0 con su exosomas induce una respuesta
Thl, que se caracteriza por un aumento en la secrecion de IL-2 e INF-y que va
acompariada por un incremento en la sintesis de IgA e IgG (Schnitzer et al., 2010; De
Bie et al., 2002). Estos resultados junto con los hallazgos en la presente investigacion
sugieren que la respuesta Thl esta probablemente implicada en la respuesta inmune
que se desencadena frente al parasito. EI aumento de IL-16, que preferentemente atrae
células Thl (Lynch et al., 2003), apoya esta hipotesis.

Un mayor namero de células que producen anticuerpos y citoquinas y un aumento en
la proliferacion celular, dependiente de la activacion por Ags de E. tenella, se
observaron en TCs de pollos inmunizados con CDs 0 sus exosomas en comparacion
con las observadas en el bazo. La importancia de este hallazgo radica en el hecho de
que las TCs desempefian un papel primordial en la resistencia frente a la infeccién por
E. tenella (Dalloul and Lillehoj, 2006). El hallazgo de una importante respuesta
inmune en TC es consistente con los resultados de Aline et al. (2004) que demostraron
que un elevado porcentaje de exosomas migran al intestino y a los ganglios linfaticos
después de su administracion a mamiferos. A diferencia de los mamiferos, las aves no
poseen ganglios linfaticos (del Cacho et al., 1993) por lo que es muy probable que, en
aves, el procesado inicial del Ag en el intestino se produzca en el tejido linfoide
asociado a la mucosa intestinal, es decir, TCs en el caso de los ciegos, tramo intestinal

en el que asienta E. tenella.

La aparicion de inmunidad inducida fue evidente dado el incremento en la ganancia

de peso, la disminucion del indice de conversion, la disminucion de lesiones
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intestinales y la reducida mortalidad en comparacién con los animales no inmunizados
e infectados. Hay que destacar que la reduccion en la excrecion de ooquistes fue
significativamente mayor en animales inmunizados con exosomas que en aquellos
inmunizados con CDs enriquecidas, lo cual indica que se consigue mayor eficacia en
la induccion de inmunidad utilizando exosomas en la inmunizacion previa a la

infeccion.

4. Segunda prueba clinica

Una vez demostrado que la administracion de exosomas, derivados de CDs
enriquecidas con Ag de Eimeria tenella, induce una potente respuesta inmune T-
dependiente frente a la infeccion con el parésito nos planteamos el estudio del
potencial de los exosomas como vacuna frente a la coccidiosis aviar. Son varias las
especies de Eimeria que se encuentran casi siempre presentes en los pollos afectados
por coccidiosis (Al-Natoura et al., 2002; Joyner and Norton, 1983; Ogedengbe et al.,
2011). Una vacuna debe inducir inmunidad frente a las especies de Eimeria més
frecuentes en los brotes de coccidiosis, que son, por ello, las de mayor importancia
econdémica (Chapman et al., 2005). En concreto estdbamos especialmente interesados
en que la vacunacion con exosomas proporcionara proteccion frente a una infeccion
simultanea por E. tenella, E. acervulina y E. maxima, las 3 principales especies
responsables de la mayoria de los brotes de coccidiosis aviar en la produccion del

pollo de carne.

Premio Coris Gruart



21

Vacuna frente a_coccidiosis aviar con exosomas

En esta segunda prueba clinica se utilizd como estrategia de inmunizacion la
administracion de exosomas derivados de CDs enriquecidas con Ags de las 3 especies
de Eimeria ya mencionadas. Tras la inmunizacién los animales fueron coinfectados
con ooquistes de las 3 especies para cuantificar la eficacia de la inmunizacion

inducida por los exosomas.

5.1. Obtencién y purificacién de exosomas portadores de Ags de E. tenella, E.

acervulina'y E. maxima

El aislamiento de CDs, la purificacion de Ags de las 3 especies de Eimeria y el
enriquecimiento de las CDs asi como la posterior obtencion y purificacion de
exosomas derivados de las CDs enriquecidas se realizaron siguiendo las mismas
pautas y protocolos experimentales detallados en el primer ensayo clinico.
Unicamente destacar la siguiente diferencia, los Ags se aislaron y purificaron
independientemente a partir de esporozoitos de E. tenella, E. acervulina 'y E. maxima
y una mezcla de Ags que contenia 200 ug de Ags de cada especie (600 g en total) se

incub6 con 5,0 x 10° CDs purificadas para su enriquecimiento.
5.2. Inmunizacién e infeccidén experimental

El disefio experimental (Fig. 5) fue paralelo al detallado en el primer ensayo clinico.
Pollitos de un dia de edad se distribuyeron al azar en 3 grupos de 100 pollitos cada
uno. Los controles estuvieron constituidos por los animales del grupo | (animales no

inmunizados y no infectados) y grupo Il (no inmunizados e infectados).
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Inmunizacion Cuantificacion de la
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Figura 5. Esquema del disefio experimental

Los animales de los grupos | y Il recibieron una inyeccion de PBS intramuscular, en
el musculo pectoral superficial, y a los animales del grupo 111 se les inyectaron 10 pl
de exosomas (10 ul/ave). A los 10 dias post inmunizacidn, los pollos de los grupos Il
y 111 se infectaron con 1,0 x 10%, 2,5 x 10°y 2,5 x 10* ooquistes esporulados de E.
tenella, E. acervulina y E. maxima, respectivamente, por ave mediante inoculacion
oral directa al buche (Shirley, 1995). El peso y el indice de conversion se
cuantificaron los dias 0 y 14 posinfeccion. Se realizaron recuentos del nimero de
ooquistes en heces entre los dias 5 y 14 posinfeccion. A los 6 dias posinfeccion se
sacrificaron 20 pollos por grupo para determinar las lesiones intestinales y para
cuantificar la respuesta inmune. Siguiendo la misma metodologia detallada en el
primer ensayo clinico, se cuantificaron las células que secretan citoquinas, 1gG e IgA

especificas de los Ags, asi como la respuesta proliferativa desencadenada.
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5.3. Cuantificacion de la proteccion que confieren los exosomas

En la bibliografia se ha demostrado que los exosomas desencadenan una respuesta
mediada por células Thl. Al ser la primera vez que se utilizaban exosomas para
inmunizar aves nos propusimos comprobar cudl era la respuesta tanto de las células
Th1l como Th2 (IL4 y IL10). La cuantificacion de las células activadas por los Ags de
Eimeria que sintetizan citoquinas Thl y Th2, asi como 1gG e IgA en la tonsila cecal,
PP y bazo se realizd siguiendo las mismas pautas y protocolos experimentales
detallados en el primer ensayo clinico. Unicamente destacar las modificaciones
derivadas del hecho de que, en esta prueba clinica, se utilizan Ags de tres especies de

Eimeria.

5.3.1. Resultados de la eficacia de la inmunizacion sobre la respuesta inmune

celular

El mayor numero de células que sintetizaban citoquinas Th1l se cuantificé en animales
inmunizados. En la TC, PP y bazo de los animales inmunizados con exosomas se
observo un incremento en el nimero de células que sintetizaban IL2, IL16 e IFN-y
(Fig. 6). EI mayor nimero de células que sintetizaban citoquinas Thl se cuantificé en
diferentes localizaciones en funcion de los antigenos utilizados en la incubacion de las
células. Cuando las células extraidas a partir de TC, PP o bazo se incubaron con
antigenos de E. tenella el mayor numero de células Thl se cuantifico en TC (Fig. 6).
Sin embargo, cuando las células se incubaron con Ags de E. maxima o E. acervulina

el mayor numero de células que sintetizaban citoquinas Thl se cuantificaron en PP

(fig. 6).
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Figura 6. Células que secretan citoquinas Thl e IL-16 y respuesta proliferativa especificas de Ags de
especies de Eimeria. Los pollos del grupo | fueron no inmunizado/no infectados, en el grupo Il no
inmunizados /infectados y en el grupo 11l inmunizados con exosomas Yy coinfectados con ooquistes
esporulados de E. tenella, E. maxima y E. acervulina. Células estimuladas por los Ags y que sintetizan
IL-2, INF-g e IL-16 en el bazo, tonsila cecal y placas de Peyer fueron cuantificadas a los 6 dias
posinfeccion mediante ELISPOT. La respuesta proliferativa estimulada por los Ags se midié mediante
la incorporacién de BrdU y se cuantificé mediante ELISA. Cada barra representa el valor medio + SD
de 3 experimentos independientes. En cada grafica, letras diferentes indican diferencias significativas

(P<0,05) segun el test estadistico de Duncan.
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Figura 7. Células, activadas por Ags de especies de Eimeria, que secretan citoquinas Th2. Los pollos

fueron no inmunizados o inmunizados con exosomas cargados con Ags de 3 especies de Eimeria y

coinfectados con E. tenella, E. maxima y E. acervulina o no infectados. Células que sintetizan 1L-4 e

IL-10 en el bazo, tonsila cecal y placas de Peyer fueron cuantificadas a los 6 dias posinfeccion

mediante ELISPOT. Cada barra representa el valor medio + SD de 3 experimentos independientes. En

cada gréfica, letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05) segun el test estadistico de

Duncan.
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En animales infectados y no inmunizados se cuantific6 un incremento muy
significativo de células que sintetizaban citoquinas Th2 (Fig. 7). La cinética de
expresion de células que sintetizaban citoquinas Th2 fue similar a la descrita para las
células Thl. Cuando las células aisladas a partir de TC, PP o bazo se incubaron con
Ags de E. tenella la mayor expresion de citoquinas Th2 se cuantificé en la TC (Fig.
7). Sin embargo cuando las células se incubaron con Ags de E. maxima o E.
acervulina la mayor expresion de células que sintetizan citoquinas Th2 se cuantificd
en PP (Fig. 7).

5.3.2. Resultados de la eficacia de la inmunizacion sobre la respuesta inmune

humoral

La inmunizacion con exosomas incremento significativamente en TC, PP y bazo el
namero de células que sintetizan 1gG especifica para Ags de las 3 especies de Eimeria
en comparacion con los animales de los grupos control, que incluyen animales no
inmunizados con exosomas (p<0.005) (Fig. 8). A su vez, en comparacion con los
animales de los grupos control, en los animales inmunizados se cuantificé mayor
namero de células que producen IgA especifica para los Ags tanto en TCs como en
PPs, pero no en el bazo (Fig. 8). La cinética de las células que sintetizaron IgA e IgG
fue similar a la descrita en la respuesta inmune celular para las células que sintetizan
IL-16 y citoquinas Thl (Fig. 6), se observd mayor aumento en el nimero de células
gue sintetizan 1gG e IgA entre células derivadas de la TC y estimuladas con Ag de
E.tenella que en células derivadas de PP. Sin embargo, se cuantific6 mayor nimero de
células que sintetizan Igs entre células derivadas de PP y estimuladas con Ags de E.
maxima o E. acervulina que entre células aisladas de TC e incubadas con estos

mismos Ags (Fig. 8).
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Figura 8. Células que sintetizan 1gG e IgA especificas de Ags de Eimeria. Los pollos fueron no

inmunizados o inmunizados con exosomas Yy no infectados o coinfectados con E. tenella, E. maxima y

E. acervulina. Las células estimuladas por el Ag que secretan Igs en el bazo, tonsila cecal y placas de

Peyer a los 6 dias posinfeccion se cuantificaron mediante ELISPOT. Cada barra representa los

valores medios + SD de tres diferentes experimentos. Dentro de cada gréfica, las barras con diferente

letra son significativamente diferentes (P<0,05) segun el test de Duncan.
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5.4. Efecto de la inmunizacién sobre la inmunidad frente a infeccién simultanea

por E. tenella, E. acervulinay E. maxima

Los pollos inmunizados con exosomas experimentaron incremento en la ganancia de
peso, disminucion en el indice de conversion, disminucion en la excrecion de
ooquistes, disminucion del grado de las lesiones intestinales y de la tasa de mortalidad
en comparacion con los animales control no inmunizados e infectados (p<0.05) (Tabla
2). De hecho la ganancia de peso, el indice de conversion y la tasa de mortalidad en
animales inmunizados e infectados fue igual a la de los controles no infectados (Tabla

2).

Tabla 2.

Efecto de la inmunizacion con exosomas sobre los parametros zootécnicos y parasitologicos en
animales infectados con E. tenella, E. acervulina y E. maxima.

Grupo experimental Crecimiento de peso indice de Conversién Mortalidad
(gr/pollo) (gr pienso/gr peso) (96)

No inmunizado, no infectado 670 + 18° 1.52 + 0.08° o

No inmunizado, infectado 243 + 29° 495 +0.12° 16 + 2.8°

Inmunizado, infectado 634 + 21¢ 1.55 + 0.09¢ o

Valoracion de Lesiones

Grupo experimental Excrecion de Ooquistes

(x10'/Pollo) Duodeno Yeyuno Ciego
No inmunizado, no infectado 0° 0* 0* 0*
No inmunizado, infectado 12,853 * 0.68° 28+06° 27+06> 26+05°
Inmunizado, infectado 593 £0.71° 09 0.7 0.9 £ 0.6 L1+07°

Cada valor representa la media + SD de 3 experimentos de inmunizacion independientes y completos.
En cada grupo los valores con letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05) segun el test

estadistico de Duncan.
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5.5. Discusion

La segunda prueba clinica demuestra la eficacia de la inmunizacién de pollos con
exosomas que derivan de CDs enriquecidas con Ags de E. tenella, E. acervulina 'y E.
maxima sobre el incremento in vitro de parametros relacionados con la inmunidad
Th1 y sobre la proteccién que proporciona in vivo frente a una infeccion simultanea
por estas tres especies de Eimeria. Las TCs, PPs y bazo de animales inmunizados e
infectados tenian mayor nimero de células que sintetizan IL-16, IL-2 e INF-y, una
mayor respuesta proliferativa estimulada por los Ags de Eimeria y un mayor nimero
de células que secretan IgG e IgA especificas para los Ags en comparacion con los
animales control, no inmunizados/no infectados y no inmunizados/infectados. Sin
embargo, las células que sintetizan IL-4 e IL-10 disminuyeron en los animales
inmunizados e infectados en comparacion con los grupos control. Los animales
inmunizados con exosomas e infectados in vivo con ooquistes de Eimeria
incrementaron también su resistencia frente a la coccidiosis en comparacion con los
controles no inmunizados e infectados como queda patente por el aumento de
ganancia en peso, la disminucion del indice de conversion, la disminucion en la
excrecion de ooquistes, la disminucion de las lesiones intestinales y de la tasa de
mortalidad. EI presente estudio demuestra, por primera vez, la induccion de
inmunidad efectiva frente a una infeccion experimental simultanea con E. tenella, E.
acervulina y E. maxima utilizando exosomas liberados por CDs enriquecidos con Ags

aislados de estas especies de coccidios.
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El aumento de células que producen IL-16, IL-2 y INF-y en animales inmunizados e
infectados en comparacion con animales no inmunizados e infectados demuestra que
la vacunacion con exosomas cargados con Ags de Eimeria induce una respuesta Thl.
Estos resultados confirman previas observaciones en aves (del Cacho et al., 2011) y
mamiferos (Aline et al., 2004; Beauvillain et al., 2007; Schnitzer et al., 2010).
Ademas, la induccion de células que sintetizan y liberan citoquinas Thl se relaciona
con la marcada reduccion en el numero de celulas que sintetizan citoquinas Th2
(Bozza et al., 2004; Lu and Zhong, 1999), sugiriendo que la respuesta inmune que se
produce tras la inmunizacion con exosomas cargados con Ags de Eimeria esta
polarizada hacia una respuesta Th1l. La IL-16 se selecciond y se incluyo en el presente
estudio para evaluar la eficacia de la inmunizacion ya que los exosomas estimulan a
las células T (Beauvillain et al., 2007; del Cacho et al., 2011; Ehigiator et al., 2007) y
la IL-16 tiene dos principales efectos sobre ellas: estimular la migracion de células
Thl (Lynch et al., 2003) e inhibir la activacion de células Th2 (De Bie et al., 2002).
Aunque algunos estudios relacionan la respuesta Th2 con el control de algunas
infecciones por protozoos (Petry et al., 2010; Remer et al., 2007), otros concluyen que
la inmunidad Thl es mas eficaz en conferir proteccién contra infecciones por
parasitos apicomplexa (Beauvillain et al., 2007; Ehigiator et al., 2007; Hong et al.,
2006). Dependiendo del patogeno y del hospedador, el balance local entre la
produccion de citoquinas Thl y Th2 es crucial para la resolucion de la parasitosis.
Dado que en el presente estudio se detectd un bajo nivel de células que sintetizan
células Th2 en los animales inmunizados e infectados es posible que estas células

puedan desempefiar algun papel en la respuesta del hospedador frente a los coccidios.
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Los parasitos que pertenecen al género Eimeria no solo muestran especificidad para el
hospedador sino que también muestran un tropismo especifico para el intestino del

pollo, E. tenella coloniza los ciegos, E. maxima el yeyuno y E. acervulina el duodeno.

La inmunidad del hospedador frente a estos parasitos se inicia como respuesta local en
la lamina propia de las TCs y PPs. Los presentes resultados demuestran que la
vacunacion con exosomas induce una respuesta mas intensa en las TCs y PPs que en
el bazo, lo que se relaciona con el papel que desempefian estos 6rganos linfoides en la
resistencia a la infeccion por especies de Eimeria. Las aves, a diferencia de los
mamiferos, no tienen ganglios linfaticos encapsulados (del Cacho et al., 1993). Por
ello, una vez que se produce la infeccion por el paréasito, el procesado inicial de los
Ags, tiene lugar en el tejido linfoide asociado a las mucosas, las TCs y PPs. En
consecuencia, las estrategias para la vacunacion contra la coccidiosis aviar se deben
basar en la estimulacién de los érganos linfoides asociados a la mucosa del intestino.
Dado que los exosomas son capaces de migrar a la mucosa intestinal y presentar Ags
a las células inmunocompetentes (Aline et al., 2004), parece posible que la
administracion de exosomas, de forma equivalente, interaccione con los linfocitos T y

B en las PPs y TCs para estimular la inmunidad celular y humoral.

La utilizacion de exosomas en la inmunizacion de pollos frente a Eimeria no puede
competir en precio con el uso de coccidiostaticos o de vacunas de parésito vivo. Pero
los resultados del presente estudio demuestran que una Unica inmunizacion con
exosomas derivados de CDs inducen una inmunidad eficaz frente a la infeccion

simultanea por E. tenella, E. acervulina y E. maxima. La inmunizacion con exosomas
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puede ser una estrategia alternativa a los métodos convencionales de control de la
coccidiosis en caso de que la regulacién de los coccidiostaticos haga su utilizacion
mas restrictiva. Las vacunas consistentes en exosomas conservan todos los aspectos
positivos de una vacuna de pardsito vivo y, al mismo tiempo, evitan sus riesgos
inherentes. Ademas de activar una respuesta inmune eficaz frente a Eimeria, las
vacunas con exosomas nunca provocaran infeccion ya que carecen de parasito vivo.
Investigaciones recientes han demostrado que los exosomas constituyen una
herramienta util en el desarrollo de vacunas contra otros patdégenos (Aline et al., 2004,
4, Colino and Snapper, 2006; Schnitzer et al., 2010). Por consiguiente, y teniendo en
cuenta los resultados del presente estudio, parece posible el desarrollo de vacunas
polivalentes consistentes en exosomas cargados con Ags procedentes de una gran
variedad de patégenos, tales como virus, bacterias y, como se demuestra en la

presente investigacion, parasitos.
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