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Introduccién



Las enfermedades parasitarias afectan a millones
de personas y de animales en el mundo, causando en el pri
mer caso, la muerte y el debilitamiento de muchos indivi
duos anualmente, o bien provocando grandes pérdidas eco
némicas por la disminucién en la produccifn de ganado de

carne.

Todas las infecciones parasitarias inducen una res
puesta inmune en el huésped, que depende en muchas oca
siones de la relacibn huésped-parfsito, la cual es consi
derada como un vinculo dinfimico pues cada una de las
partes implicadas en ella es influfda por las activida
des de la otra. El pardsito interfiere con la fisiolp
gia del huésped, produciendo la enfermedad. Por su pax
te el huésped utiliza los mecanismos de la respuesta in
mune tanto humoral com celular, para combatir al par§
sito, El parfisito tiene entonces que ser capaz de re
sistir estas reacciones defensivas del huésped para so
brevivir, por lo cual desarrolla constantemente mecanis

mos para relacionarse mejor con su huésped,

En los filtimos afios se ha despertado un gran interés
por .conocer la respuesta inmune en las enfermedades pa
rasitarias y una de las dreas de mayor importancia con

siste en el desarrollo de técnicas que permitan una buena
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extracci6n de antigenos, su purificacifn y estandari
zacisn,‘para que puedan ser utilizados en pruebas se
rolégicas que coadyuven el diagnSstico de las parasito
sis o bien a la detecci6n indirecta del pardsito o de

sus productos.

En el presente trabajo se pretende realizar una ca
racterizacién de los componentes antigénicos de dos an

tigenos provenientes de Fasciola hepatica adulta, un

antigeno somfitico (AS) y un antigeno de excreciones y
secreciones o metab6lico {AM), que han sido utilizados
en pruebas de diagn6stico, Por otro lado, se intenta
identificar a los componentes antigénicos que son recg
nocidos por ovinos infectados experimentalmente, asi
como detectar como van apareciendo los componentes an
tigénicos en el curso de la infeccifn experimental,

por medio de la t&cnica de inmunoelectrotransferencia.



1. Generalidades
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1.1. Generalidades acerca de Fasciola hepatica L., 1758

1.1.,1.,Notas histéricas y geogrﬁficas.

La descripcién de este pardsito fue la primera que

se hizo de un tremitodo por de Brie, en 1379, Gabucinus
lo identific6é en el higado de borregos y cabras en 1547.
Pallas describidé el primer caso en humanos en 1600 (Ndqui
ra-Vildoso y Marcial Rojas, 1971). Su ciclo vital completo
fue también el primero que se dilucidé de un tremitodo di
genético por Leuckart en 1882 y Thomas en 1883 (Faust et
al., 1961).

Es de distribucién cosmopolita y prevalece en 1os
paises criadores de ovejas, afecta también a bovinos, ca
prinos, cerdos, equinos, conejos, venados, castor, elefan
te y canguro y otros animales silvestres, asi como al hom
bre_(Owen, 1977; Quiroz, 1984). En América se encuentra
en los Estados Unidos, México, Costa Rica, Cuba, Puerto
Rico, Colombia, Venezuela, Uruguay, Argentina, Chile y
PerG. La infeccién en humanos se ha encontrado en diferen
tes pafses y se han presentado epidemias en Francia, Ingla
terra, Alemania y Cuba (Ndquira Vildoso y Marcial Rojas,
1971).
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1.1.2, Morfologia

El pardsito adulto mide de 18 a 30 mm. de longitud,
por 4 a 14 mm, de ancho., El cuerpo es aplanado, dorsoven
tralmente en forma folidcea. En el extremo anterior hay
una proyeccifn cénica claramente visible, el extremo pos
terior es redondeado (Faust et al., 1961). Su cuerpo
estd cubierto por pequefias espinas, posee una ventosa
oral en el exremo superior y una ventral a la altura de
lo que podrian llamarse hombros (Fig. 1). El tubo diges
tivo se bifurca a poca distancia de la ventosa oral, for
mando ramas primarias y secundarias que se extienden has
ta la parte posterior del cuerpo. Es hermafrodita. De
bajo de 1a ventosa oral se abre el poro genital. Los
huevecillos miden de 130 a 150 por 63 a 90 micras, son
operculados con céscara tefiida por pigmentos biliares de

tonos amarillos (Quiroz, 1984}).
1.1.3. Ciclo Vital

En el huevecillo de los tremftodos se desarrolla una
*larva, el miracidio, que puede vivir Gnicamente en el
agua. En la mayorfa de los casos el miracidio sale del
huevo cuando éste llega al agua, abriendo el opfrculo presen

te en la clscara (Majovko y Makarov, 1981). E1 miracidio
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e Figura 1. Esquema morfolégico de Fasciola hepatica adul

ta. A. Organos reproductores femeninos, vista-ventral;

B. drganos reproductores masculines y aparato digestivo,

| vista ventral.

c.. ciegos; a. g., atrio genital; g.M., gldndula de Mehlis;
oot., oetipo; v.o., ventosa oral; ov., ovario; f., faringe,
t., testiculos, u., fitero; g.vit., glindula vitelina; c.vit.,
conducto vitelino.

Tomado de Brown, 1977,
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Figura 2

Ciclo vital de Fasciola hepatica

A: F. hepatica adulta en conducto biliar; B: Huevecillo en
heces; C: lluevecillo en medio hidrico; D: Huevecillo embrio
nado; E: Miracidio; F: Esporoquiste; G: Redia; lI: Caracol
huésped intermediario; I: Cercaria; J: Metacercaria; K: In
festacidn por via oral; L: Metacercaria en tracto digestivo;
M: Forma juvenil recién desenquistada; N: Forma juvenil
migrante.



tiene una vida corta (6 horas a 25°C) y busca activamente
a su huésped en un breve periodo de tiempo (Smith y Gren
fell, 1984). A veces, Ginicamente sale después de que el
huésped intermediario, que es un molusco, ingiere el hue
vecillo. En Mé&ico se ha informado que los huéspedes in -
termediarios son caracoles dgl género Lymnaea, de las
especies L. bulimoides,L.cubensis y L. humilis (Gfmez Agu

delo et al., 1978; Landeros et al., 1981).

La larva o miracidio, esta cubierta de cilios y en
sus cavidades se encuentran masas germinativas. En el
cuerpo del caracol, se desprende de la envoltura ciliada
y se transforma en esporoquiste que crece, y de las masas
germinativas que lolllenan surgen las redias y a partir
de ellas se desarrolla una segunda generacifn de redias,
que dan lugar a las cercarias. Estas se asemejan al tre
método aduito, pero poseen desarrollo incompleto del apa
rato sexual y presentan cola, Las cercarias abandonan a
las redias a través de su abertura tocolGgica y al cara
col por su aparato réspiratorio {Majovko y Makarov, 1981)
(Fig. 2). Las cercarias nadan libremente en el agua,
después se enquistan y se adhieren a las plantas que pos

teriormente ingiere el huésped definitivo.

En el intestinodelosgrandes mamiferos se disuelve 1a
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membrana quistica externa y queda libre el tremitodo jo
ven (forma juvenil recién desenquistada), que penetfa
activamente a través de la pared duodenal, migra por la
cavidad peritoneal {este proceso se efectia en el trans
curso de 2 a 28 horagy posteriormente penetra al parén
quima hepdtico, por el que vaga de 6 a 8 semanas, para
finalmente asentarse en los conductos biliares. Aquf
madura y pone huevecillos que salen con las heces a la
tierra y el agua dqnde recomienza el ciclo (Quiroz,

1984) .

1.1.4. Desarrollo de Fasciola hepatica en el huésped defi

nitivo,.

Durante la migracién el el huésped definitivo el
tremitodo experimenta cambios morfolSgicos y fisiolbgicos.
Entre los cambios mis importantes en la relacién huééped-
parfisito, estin las alteraciones en el glucocdlix o tegu
mento externo, que es sintetizado por las células tegumen
tales. El tegumento de la forma juvenil recién desenquis
tada, esti provisto de espinas afiladas simples, pero mis
tarde durante la migracibn, estas espinas se hacen aplana
das y multipuntiagudas (Keie et al., ]977). El tegumento
estd compuesto por una superficie sincitial anucleada,
unida tanto apical como basalmente, pof medio de tGbulos a
células tegumentales.subyacentes (Bennett y Threadgold,
1973; Hanna 1980 a).
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Aparentemente las formas juveniles recién desenquis
tadas tienen un solo tipo de células tegumentales (Bennett
y Threadgold, 1973, 1975; Hanna} 1980 b), que se denominan
células TO. Estas células secrectan un grénulo llamado gri
nulo TO, que es sintetizado en ei sistema reticulo endo
pldsmico rugoso-Golgi, de caracteristicas morfolégicas
distintas a las c@lulas tipo 1 de los parfsitos inmaduros

y tipo 2 de las formas maduras (Fig. 3).

Durante la migraci6én al higado, las células TO se
transforman en ctlulas tipo 1, que comienzan a secretar
grénulos T1. La cicloheximida inhibe la produccién-de
los cuerpos secretorios TT por el complejo Golgi de las
células tegumentales (Hanna y Threadgold, 1976), pero no
tiene efecto en el transporte y descarga intracelular de
- los cuerpos secretorios. Los inhibidores metab6licos co
mo el dinitrofenol (DNP) y yodoacetato bloquean los tres
procesos, 1o que indica que todos son dependientes de la

energia.

Las c&lulas tipo 2 del adulto provienen de células
embrionarias diferentes, presentes en el parénquima desde
el segundo o tercer dia postinfeccién, pero liberan sus
grédnulos T2 hacia la superficie, hasta que el guséno pene

tra al conducto biliar (Bennett y Threadgold, 1975). Los



Figura 3
Modificaciones de las estructuras cclulares y de algunos

antigenos del tegumento de la Fasciola hepatica durante

su desarrollo en ¢l huésped.

Qo Cuerpos Tg N: Nicleo de la célula
- 3 d fici tegumental
Antigeno de superficie TO/l $: Espina

Antigeno de superficie TZ
& Cuerpes T, ‘
& Cuerpos T,
A: Pardsito de 1 semana entrando al parénquima hepftico.
B: Parisito de 3 semanas migrando en ¢l parénquima hepitico.
C: Pardsito de 5 semanas entrando u los conductos bitiares.
D: Pardsito de 12 semanas, establecido en los conductos
biliares.

Tomado dec lunna, 1980.
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grédnulos TO y T1 son antigénicamente similares entre si,
pero son diferentes a los grénulos T2 del adulto (Hanna,

1979; 1980 b).

Junto con el cambio en la composicifn del glucocdlix
externo, se presenta también durante la migracién del gu
sano, una variacifn en el tiempo de recambio de la membra
na. Las células teéumentales producen un nuevo glucoc&lix
encima del primero, quedando &ste oculto. Se ha postulado
que la rdpida desaparici6n del glucocdlix que se advierte
en las formas inmaduras, representa un mecanismo de eva
si6n de la respuesta inmune del huésped (Bennett, 1978;
Bennett et al., 1980; Hanna, 1979, 1980 a,b). El oculta
miento se acelera en presencia de anticuerpos especifi

cos, (Hanna, 1980 a).

Una vez alcanzada la madurez, la transici6én en la
composicién del glucocdlix de grdnulos Tl a T2, se sigue
por una disminuci6n en la velocidad de recambio de membra
na. Este hecho se atribuye a que los cbnductos biliares
ofrecen un ambiente inmunolSgicamente seguro al gusano

adulto (Hanna, 1979 a,b,c).

Toledo Roa (1985}, purificé y caracterizé quimicamen
te el glucocdlix de F. hepatica, Entre los carbohidratos
analizados se encontraron abundantemente 4cidos urénicos

y &cido siélﬁco, asi como hexosaminas, glucosa y fucosa.
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La composicién de carbohidratos del glucocdlix fue diferen
te al del pardsito completo. Rogan y Threadgold (1984)
observaron al incubar gusanos adultos en presencia de con
canavalina A, alteraciones en la morfologia tegumental;
aparentemente esta lectina se une al tegumento por medio

de residuos de manosa; glucosamina o glucosa. Los mismos
efectos, aunque menos acentuados, se produjeron con la aglu
tinina  del gérmen de trigo. Alteraciones del tegumento

muy similares ocurren al unirse los anticuerpos.

El sistema digestivo del gusano, se desarrolla consi
derablemente durante la migracién y la maduracién. Las
células del tracto intestinal de las formas juveniles
recién desenquistadas poseen originalmente una funcién
secretora y son morfolbgicamente distintas de las del
adulto (Bennett y Threadgold, 1973; Bennett, 1975;Hanna,
1975). Las secreciones &e las formas juveniles se cree
que son, en su mayorfa hidroliticas y se emplean tanto
para desenquistar el gusano, como durante el dgsplazamie&
to del parfsito dentro del huésped. Eﬁ el adulte, los
microvellos son de forma regular y muy grandes, a diferen
cia de los escasos, pequefios e irregulares de las formas

juveniles.

Cuando el gusano migrante penetra a la c4psula hepdti

ca, las células intestinales adquieren la morfologia del
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adulto y asumen su papel en la absorcibén y secrecién
(Bennett, 1975). Los jévenes poseen un sistema excreto
rio adulto desde las 12 horas postinfeccién (Bennett,
1977). En el adulto se encuentran muchas micelas lipidi
cas; estas micelas son escasas y son el finico producto de
excrecibn en la forma juvenil (Benmett y Threadgold,

(1973).

El sistema reproductor sufre también cambios en el
proceso de maduracién (Dawes, 1962, citado por Reddington,
1984). Al infectar ratones, a partir del primer dia post
infeccibén (p.i.), en el pardsito comienzan a desarrollar
se los testiculos. Los ovarios comienzan a adquirir for
ma al octavo dia p.i. y se van ramificando, hasta que se
llenan de foliculos vitelinos no completamente maduros,
al dia 28, Al dia 37 p.i., se ven huevecillos en el Gtg
ro del tremitodo y comienzan a aparecer huevecillos en

las heces del ratén.
. } -
1.1.5. Signos clinicos, patologia y patogenia.

Los signos clinicos son variables y dependen de va
rios factores. Se puede considerar por una parte, la
especie animal, por ejemplo, los ovinos parecen mostrar
una sintomatologia més marcada que los bovinos y éstos

mis que equinos o cerdos.
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Se presentan tres diferentes sindromes clinicos de
la fasciolasis en ovinos: el agudo, el subagudo y el

crbénico (Boray 19763 Van Tiggefe, 1978} .

En las infecciones agudas se puede presentar muerte
sGbita o somnolencia y debilidad, disnea, ascitis, dolor
abdominal, palidez de mucosas, anemia normocitica y normo
crémica, hipoalbuminemia, no hay reticulocitosis, ni hug
vecillos en las heces y se presenta un higado agrandado
y hemorrdigico con 800-2500 gusanos, de los que mis del
60% estin en el estadio inmaduro. La duracién de la en

fermedad es de 1-2 dias.

La infeccibén subaguda se caracteriza por pérdida de
peso, edema submandibular, ascitis, palidez de mucosas,
anemia hipocrémica macrocitica, hipoalbuminemia, reticu
locitosis, salida de huevos en las heces y un higadoagran
dado y hemorrigico con 500-1500 gusanos, de los cuales
aproximadamente la mitad se encucntran en el estadio adul

to. Su duracién es de 1-2 semanas.

En la infeccibn crénica, se presenta pérdida progre
siva de peso, edema submandibular y ascitis, anemia hipo
cr6nica macrocitica, hipoalbuminenmia, reticulocitoéis,
salida de huevecillos en las heces y un hfgado cirr6tico,
con los conductos biliares alargados y engrasados. Su

duracién es de al menos varias semanas.
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En bovinos se encuentran signos clinicos similares,
pero la forma subaguda y crénica son las que tienen im

portancia (Armour 1975).

En lo que se refiere 2 la histopatologia, Murray y
Rushton (1975) y Dargie et al. (1974), describen varios
tipos de fibrosis hepdtica: fibrosis postnecrética, ng
crosis y fibrosis isquémica, fibrosis peribiliar y fibro
sis monolobular o perilobular, ademis de colangitis hiper
plistica. Los dos primeros tipos de fibrosis, parecen
ser el efecto de la migracién de las formas juveniles
por el parénquima hepdtico. La fibrosis peribiliar se
asocia a la presencia de parisitos en los conductos bilia
res. Respecto a la fibrosis monolobular, su etiologia no
es clara. Murray y Rushton (1975) indican que este tipo
de fibrosis es el resultado de flebitis de la vena porta
y la presencia de linfoblastos, seguida por células eosi
nofilicas, sugieren la presencia de un mecanismos inmune.
La colangitis hiperpléstica se asocia a la presencia de
parisitos en los conductos biliares. A la mucosa biliar
llegan cada vez mis células plasmiticas, linfocitos, ma
créfagos, eosinéfilos y células cebadas que se desgranu
lan, liberando histamina, debido a la influencia de alg(n

mecanismo inmune de hipersensibilidad.
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La presencia de complejos inmunes circulantes ha sido
detectada en los sueros de humanos y ovinos parasitados
con F. hepatica. En humanos, Sampaio-Silva et al. (1981)
con la prueba de 125I-C]q, encontraron en pacientes que
eliminaban huevecillos del pardsito en las heces, 0 en
aquellos que manifestaban la fase aguda de la enfermedad,
la presencia de complejos inmunes circulantes en el 70%
de los casos. En ovinos, (Arriaga et al., 1984)sec obser
v6 que los animales infectados con F. hepatica, mostra
ron mayor cantidad de protefina precipitada que los anima
les testigo, al precipitar los sueros con polietilengli
col 6000 (PEG 6000) a concentracionés del 4, 6, 8, y 10%.
Para corroborar la presencia de cohplejos inmunes circulan
tes se precipitaron los sueros con PEG al 2.5% y se deter
min6é el consumo de complemento de 1os precipitados, obte
niéndose valores promedio de 57% en los ovinos con fascio

losis y de 29% en los testigos.

Algunos otros efectos de esta enfermedad son la ele
vacién de los niveles de globulinas séricas y de enzimas
hepdticas como la gamma-glutamil-transpeptidasa, 1a tran
saminasa-glutdmica oxaloacéticas y la aspartato aminotrans
ferasa (Furmaga et al., Diiwell et al., 1972; Kadhim, 1976;
Van Tiggele, 1978).

i
'
:
{
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Existex controversias acerca del origen de la anemia
en la fascleolnsis. Aigunos la atribuyen a la hematofagia
por el parf=sito y otros opinan que la anemia es causada
por una subsstencia liberada por el pardsito (Sprengler e
Isseroff, 19481}, que pudiera ser la prolina. Por otra par
te, tanto l= prolina como F. hepatice produjeron incremen
tos en el pe-rinetro luminal y contenido de coligena del

conducto bil dar (Modavic Isseroff, 1984).
1.1.6. Impor-tanéia econfmica y control.

La fascXolasis es econdmicamente importante en ovinos
y bovinos. LC.2forma crénica de 1a infeccién es la que pro
voca efectos insidiosos a largo plazo y deletéreos que
ocasionan my-or daflo econémico, las secuelas de la enfer
medad crénica: pueden incluir inapetencia, baja conversién
alimenticia, ‘pérd ida de peso y disminucién en la produc
cién de leche yde lana (Sinclair, 1976; Roseby, 1970;
Duwell et al, , 1972; Black et al., 1972)., La confisca
cién de Bfgad::s infectados durante la inspeccidén de carne
provoca tambie®n p&rdidas econdmicas, Durante el afio de
1980 las pérdE dis ocasionadas por este pardsito en la ga
naderfa mexicans, ascendieron a 3 840.2 millones de pesos

(Bull, Off, imt, Epiz., 1981).

Los méted- os convencionales para el control de la

fasciolasis, iocluyen la erradicacién del huésped interme
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diario por molusquicidas y el usode fasciolicidas para
reducir la contaminacién, asi como el mejoramiento de los
sistemas de drenaje para influir' adversamente el habitat

del caracol (Armour, 1975).
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1.2. Antfgenos de Fasciola hepatica.

1.2.1. Antigenos parasitarios.

El estudio de los antigenos parasitarios tiene gran
importancia, pues permite determinar cual o cuales antige
nos son relevantes para el diagnéstico o aquéllos que pue
den funcionar como inmunégenos para prevenir la enferme

dad,

Como los pardsitos se encuentran filogenéticamente
alejados de sus huéspedes, muchas de sus macromoléculas
son reconocidas como extrafias y por tanto son antigénicas
para el huésped, de estd1nanera desencadenan las corres

pondientes respuestas inmunes en el animal infectado,

La naturaleza quimica de muchos antigenos parasita
rios es muy variable, algunos de ellos son proteinas,
otros son glucoproteinas y lipoprotefnas, un gran nmero
de ellos sonpolisacdridos, en algunas ocasiones se han
identificado complejos de lipidos con proteinas, o bien
con polisaciridos, o de 4cido ribonuclefco y protefnas. En
ciertos casos se ha encontrado que el determinante antigg
nico correspondiente es un hapteno unido a proteinas del

pardsito, o aln a proteinas del hospedador (Kagan, 1969).
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Los antigenos parasitarios pueden clasificarse en:
antigenos somidticos (AS), denominados también estructura
les o endoantigenos, que forman'parte de las estructuras
morfolbgicas del pardsito. Al ser inoculados en animales
experimentales como por ejemplo el conejo, los AS actfian
como potentes antigenos y originan distintas poblaciones
de anticuerpos en altas concentraciones; sin embargo es
muy probable que tales antigenos no sean importantes en
la proteccién en infecciones naturales. Estos AS estén
ampliamente distribufdos en la naturaleza y son comparti
dos por diferentes especies y géneros. Estudios experi
mentales parecen indicar que la reactividad cruzada se

asocia con los antigenos polisacdridos (Barriga, 1980).

Los antf{genos que son el pioducto de la actividad
fisiol6gica de los parfisitos se han denominado antfgenos
metabdlicos (AM), productos de excrecién-secrecién (E/S)
o exoantigenos, muchos de ellos son enzimas. Los antige
nos metab§licos son caracteristicos de los organismos
que los producen, y sus anticuerpos correspondientes tie
nen una especificidad exquisita que les permite distin
guir entre diferentes cepas de la misma especie parasita
ria y atn entre diferentes estadios de desarrollo del

mismo parfsito (Barriga, 1980).

Un tercer grupo de antigenos son los antigenos solu
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bles o antigenos S (Wilson, 1978), los cuales son substan
cias antigénicas que se encuentran libres en los tejidos
o fluidos del huésped, aunque no se sabe afin si correspon
den a productos metabélicos, suBstancias somidticas libera
das por el pardsito moribundo, o bien materiales del hos

pedador alterados por el pardsito.

Ademdis de las substancias caracteristicas del parisi
to se encuentran materiales del hospedador en los extrag
tos antigénicos del paréisito, algunos adquiridos por el
parésito dentro del huésped, otros pueden ser antigenos

compartidos por el huésped y el pardsito y otros més pue

den ser sintetizados por el propio pardsito (Barriga, 1980).

Por otra parte, se mencionan los antigenos del tegu
mento, la naturaleza tegumental de &stos se ha demostra
do por técnicas de inmunofluoresencia y de inmunoperoxida
sa. Estos antigenos son aislados a partir de los pardsi
tos utilizando detergentes como Nonidet P-40 o dodecil

sulfato de sodio, en frio (Hillyer, 1980).

Otra clasificaci6n se refiere a antigenos funcionales
y no funcionales. Los antigenos funcionales o protectores
son aquellos que inducen reacciones inmunolégicas protecto

ras (Kagan, 1969}.
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1.2.2. Antigenos de Fasciola hepatica.

La estructura antigénica de los agentes patSgenos se
hace mis compleja conforme se avanza en la escala filoge
nética. Asi un virus tiene menos antigenos que una bacte
ria, ésta mencs que un protozoario, que a su vez tiene
menos antigenos que un metazoario (Bautista, 1980). Puesto

que Fasciola hepatica es un metazoario, el nlGmero de antf

genos que posee, es muy grande. Estos antigenos son dife
rentes entre si, por lo que se puede decir que Fasciola
hepatica es un mosaico antigénico con alto grado de comple
jidad. A continuacién se presentari una revisién de los

antigenos de los estadios sucesivos de este pardsito.

1.2.3. Propiedades antigénicas de los estadios sucesivos

de Fasciola hepatica.

1.2.3.1. E1 huevo y el miracidio.

El huevo y el miracidio, el estadio del ciclo vital del
parisito que infecta al huésped intermediario, comparten
antfgenos con los Gltimos estadios infectivos del gusano.
Al utilizar inmunoglobulinas de ovinos infectadoes con F.
hepatica marcadas con 1311, se demostré que se unfan més

fuertemente a los miracidios que las de animales no infec
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tados (Movsesijan, 1968). Por estudios de inmunodifusién,
Dodd (1969), encontré en parisitos adultos 7 antigenos di
ferentes, 3 de los cuales estaban presentes también en

los miracidos y las cercarias. Movsesijan y ﬁorojevié
(1970) observaron fluorescencia especifica en el miraci
dio, principalmente en su extremo posterior y dentro del
cascarfn de los huevecillos recién abiertos. En otros
estudios de inmunofluorescencia se detectaron complejos
especfficos antigeno-anticuerpo sobre el cuerpﬁ del mira
cidio,que estaban localizados sobre los cilios (Borojevié

et al., 1973).

Reddington et al. (1982), aislaron y purificaron hue
vecillos del tremditodo a partir de la bilis de bovinos
infectados. Con los huevecillos purificados; prepararon
mas tarde un antigeno sonicado, con el cual fue posible
detectar la fasciolasis en bovinos y cabras desde las dos

primeras semanas postinfecci6én (Reddington et al., 1984).
1.2.3.2. Propiedades antigénicas de las formas juveniles,
a) Formas juveniles recién desenquistadas.

Al incubar formas juveniles de Fasciola hepatica con

el suero de un huésped sensibilizado, sin importar la ca

pacidad del animal para desarrollar resistencia, se ha
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observade un precipitado en la superficie del treméitodo.
Utilizando suero de rata infectada, Howell et al. (1977)
observaron la formacién de un pfecipitado sobre el tegu
mento de la forma juvenil recién desenquistada del pard
sito, asi como en el medio de cultivo; este precipitado
aparentemente no provocé ningfin dafio al parfsito. Sin
embargo, al transferir intraperitonealmente estas formas
juveniles a ratas no infectadas, los parisitos no pudie
ron desarrollarse, Este precipitado es un complejo anti
geno metabblico-anticuerpo (Howell y Sandeman, 1979; San
deman y Howell 1980, 1982; Duffus y Franks, 1981); 1la
secrecifn continua del antigeno por el parfsito y su pre
cipitaci6én con el anticuerpo conduce a la aparicién del
precipitado en el medio de cultivo. Los precipitados
que se forman en la superficie de las formas juveniles
son liberados al medio, debido al recambio del glucocélix
(Duffus y Franks, 1981). Aparentemente las clases de
inmunoglobulinas implicadas en esta reaccién son IgM,
1gG2, predomi;ando IgG1 (puffus y Franks, 1981). En ovi
nos sensibilizados se encontré que en infecciones tempra
nas, aparecia IgM en el precipitado, y posteriormente

IgG1 como isotipo prevalente.

Con el fin de examinar el complejo antigeno-anticuer
po antes mencionado, Sandeman y Howell (1980) aplicaron

la prueba de inmonodifusifn con el suero de ovinos infecta
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dos absorbido con formas juveniles y antigenos metab6li
cos (AM) juveniles, lograndose detectar una sola linea
de precipitacién lo que sugirié‘qug‘en la formaci6n del
precipitado estaba involucrada un; sola interacci6n anti

geno-anticuerpo.

Un afio mis tarde se encontrd que el suero de ovinos
reconoce al menos dos antfigenos juveniles; estos antigenos
son compartidos por los filtimos estadios del gusano (San
deman y Howell, 1981). Reddington gt al en 1984 encontra
ron que el suero bovino y el caprino reconocen a1 menos
13 antigenos de superficie en las formas juveniles de E.
hepatica por medio de una técnica de marcado de superfi
cie con lactoperoxidasa 1251, a1 parecer, los bovinos
que son animales capaces de desarrollar resistencia pue
den reconocer diferentes antigenos superficiales durante
el curso de la infecci6én, a diferencia de las cabras que

no desarrollan resistencia al desafio.

Las formas juveniles del pardsito poseen antigenos
especificos del estadio de desarrollo junto con otros que
son compartidos con estadios Ae desarrollo posterior. Al
estudiar los cambios en el curso de una infeccibn experi

mental en ovinos y en ratas con F. hepatica, se ob

servd que los anticuerpos fluoresceinados de infecciones

tempranas (antes de 6 semanas), de ambas especies, reac
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cionaban fuertemente con el tegumento de las fasciolas
j6venes, en tanto que la fluorescencia era progresivamente mas
débil con el tegumento de pardsitos viejos (Hanna 1979,
19780 b). Se sugirié que ésto podja atribuirse a la dismi
nucién del ntmero de cuerpos secretorios T1 en el tegumen
te., Como estos cuerpos contienen precursores del glucocd
lix, al haber menos ocurre un decremento en la velocidad
de reposici6n del glucocdlix una vez que los gusanos al
canzan los conductos biliares del huésped. Los cuerpos
T1, sustituyen durante el desarrcllo, a los cuerpos anti
génicamente similares TO, caracteristicos de los parfisi
tos juveniles tempranos. Los cuerpos T2 del adulto apare
cen en el tegumento hésta que el gusano penectra al conduc
to biliar. En forma alterna y como era de esperar, los
antisueros de animales infectados por mds de 6 semanas
dieron fuertes reacciones con antigenos del adulto y reac
ciones progresivamente mids débiles con los antigenos del

gusane juvenil (Hanna 1979,1980 b).

Sandeman y Howell (1981), empleando la difusifn en gel
con el sistema forma juvenil del pardsito-suero de ovi
no infgctado, lograron identificar dos antigenos. Estos
mismos antigenos fueron detectados también al utilizar
gusanos inmaduros y adultos. El gusano inmaduro produjo
dos antigenos adicionales, en tanto que el gusano adulto

produjo ademfis de los antigenos del gusano inmaduro otros
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dos antigenos. Utilizando también la técnica de inmung
difusién, Yoshihara et al. 1981, encontraron dos lineas
de precipitacidn, con los extractos de metacercarias vy
antisuero antimetacercaria de conejos infectados. Una
sola linea de precipitaci6n se atribuy6 a los antigenos
meﬁacercariales, mientras que la otra se encontr§ presen
te tanto con los extractos del gusano inmaduro, como del
adulto. Se sugirié que una linea de precipitacifn corres
pondia a un antigeno distribuido sobre el ciego intestinal
del tremdtodo, mientras que el otro se localizaba en el
quiste externo de la metacercaria.

En 1982, Bennett et al., mostraron la presencia de al

menos dos antigenos juveniles especificos del tegumento
después de inmunizar conejos con preparaciones antigéni
cas solubles de metacercarias. El antisuero resultante
fue absorbido con gusanos adultos y utilizado para identi
ficar los antigenos en los estadios de desérrollb tempra
no del gusano, por la técnica de inmunofluorescencia indji
recta (IFI). Un antigeno tegumental estuvo presente en
la superficie del gusano entero a los 4 dias postinfec
cidn, mientras que el otro aparece después de 7-dias postin

fecci6n y se observa en el tegumento de gusanos secciona

~ dos, lo que apoya la teoria de que se expresan antigenos

diferentes sobre la superficie de las fasciolas a distin

tas edades.
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b) Fasciola hepatica inmadura.

Al referirse a Fasciola hepatica inmadura, se habla

de aquellos gusanos que pueden ser recuperados del parén
quima hepdtico y no de los conductos biliares, que repre
sentan el sitio final donde se aloja el parfdsito adulto
(Reddington et al., 1984), Aparentemente los gusanos inma
duros comparten antigenos con otros estadios de desarro
1lo del tremitodo, como indican los trabajos de diferen
tes autores. Thorpe (1965}, con el suero de ratas infec
tadas se percatl del marcaje inmunofluorescente de gusa
nos maduros e inmaduros. Aflos después, Moore y Halton
(1975) por estudios histoquimicos encontraron que tres
enzimas, la carboxilesterasa, la acetilcolinesterasa y la
fosfotasa alcalina, eran similares en gusanos maduros e

inmaduros.

En un estudio de inmunofluorescencia indirecta (IFI)
con un antisuero preparado en conejo contra un extracto
soluble de gusanos adultos, el cual fue absorbido con
antigenos tisulares de ratas y ratén, Bennett (1978),
observé que el antisuero reaccioné con todos los estadios
de desarrollo del gdsano, excepto los estadios tempranos
del gusano inmaduro., El antisuero reacciond fuertemente
con los gusanos migrantes, perb no pudo marcar el tegumen
to de formas juveniles recuperadas uno y dos dfas postin

feccidn, ya fuera de la cavidad peritoneal o del parénqui
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ma hepdtico. El antigeno asi detectado, se comienza a

expresar a los 5 dias postinfeccién, coincidiendo su pre
sencia con la aparicién de gréinulos secretorios T2 en el
tegumento, por lo que posiblemenfe estos grinulos sean la

fuente de este antigeno.

Por otra parte, la superficie tegumental de F. hepa-
tica inmadura fue daflada al incubar el pardsito in vitro
en presencia del suero de un ternero infectado experimen
talmente (Eckblad et al., 1981). Al observar per micros
copia de barrido, se pudo apreciar la degeneracién de la
superficie del tegumento a las 4 horas de incubaci6n, has
ta llegar a la destruccibn completa del tegumento a las
16 horas cuando se utilizaron particulas de ldtex cubier
tas con globulina como marcadores inmunolégicos asi mis
mo, se pudo determinar que hay anticuerpos dirigidos con
tra los antigenos superficiales de las fasciolas inmadu
ras y €stos son principalmente de las subclases IgGl e

IgG2.
c) Antigeno metabblico (AM) inmaduro.

Irving y Howell en 1982, recuperaron fasciola inmadu
ras del parénquima hepditico de ratones y cultivaron los
parésitos durante 5 a 7 dfas en medio carente de suero pa
ra determinar la incorporacién de tres aminodcidos (lecucina

isoleucina y metionina) marcados, o bien en un medio con
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leucina marcada y suero de ovino vacunado con AM de F.
hepatica juvenil. Los tres aminodcidos marcados se in
corporaron en las diferentes proteinas del tremédtodo;

los tres polipéptidos més abundantes detectados en el me
dio de cultive, tenian pesos moleculares de 26,24 y 23
Kd y precipitaron al reaccionar con antisuero de conejo
u ovino vacunado. La (14C) isoleucina, se incorporé
principalmente a un polipéptido de peso molecular de 27
Kd. Al cultivar las fasciolas en presencia de suero de
ovino vacunado, los AM formaron complejos inmunes que
contenian ademids de los ﬁolipéptidos ya mencionados de
alto peso molecular (60, 42 y 31 Kd.) Mediante 1a prue
ba de Ouchterlony se encontraron dos lineas de precipi
tacibn entre los AM marcados y el antisuero; se hizo 1la
electroforesis de las dos lineas y se determin6 que los
polipéptidos de 23, 24 y 26 Kd estaban presentes en una
de las lineas; en la otra, participaban los polip&ptidos
de mayor peso molecular asi como el de 27 Kd. Esto signi
fica que al menos 7 polipéptidos con pesos moleculares de
23 a 60 Kd participan en la formaci6n de complejos preci

pitantes con anticuerpos antifasciola.

Un producto metab6lico que podria ser importante pa
ra proteger al gusano de la respuesta inmune del huésped

ha sido identificado por Chapman y Mitchell (1983); se
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trata de una enzima o enzimas lxiberadas de gusanos inmadu
ros y adultos, que rompen las inmunoglobulinas del hués
ped. In vitro, la enzima ticne actividad parecida a la
de la papaina o la catepsina B, sobre las inmunoglobulinas
de ratdén, rata, conejo y ovino. fsta enzima es una tiol
proteasa, que tiene un pH Sptino de 3.5-4.5, pero es ac

tiva también a pH 7.0.

1.2.3.3. Fasciola hepatica adul ta.

a). Antigeno somitico (AS).

La forma adulta del trendtodo ha perﬁlitido realizar
un gran nGmero de estudios sobre este estadio -de desarro
11lo, debido a 1la facilidad con que puede recuperarse de
los animales infectados y a su gran biomasa como fuente
de antigenos, ya sea como extractos del pardsito comple

to, o bien de fracciones derivadis de estos extractos.

El anfilisis electroforét ico del extracto antigénico
salino de F. hepatica, revelf 1a presencih de 7 fraccig
nes proteinicas, 2 fracciones glucoproteinicas y 6 fr.ag
ciones lipoproteinicﬁs (Biguet et al., 1962j en tanto que la in
munoelectroforesis realizada con suexro de conejo hiperinmunizado de

tectd 15 fracciones antigenicas. Capron et al (1964), con un
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antigeno somitico crudo, encuentran por inmunoelectrofore
sis de 4 a 8 arcos de precipitacién con el suero de huma
nos afectados por F. hepatica, Estos autores informan que
el arco 2 de la inmunoelectrofo}esis que se presenta con
sueros humanos y también con sueros de conejos infcctédos,
no participa en las reacciones cruzadas y aparece en el

suero de animales infectados experimental y naturalmente.

Geyer (1967), encontr$ por electroforesis 30 componen
tes, de los cuales diferencié 14 componentes protefnicos,
10 lipoproteinas y 6 glucoproteinas junto con azlicares y
lipidos libres. Por inmunoelectroforesis noté que 23 de
ellas tenfan actividad antigénica. Gundlach (1971), con
un AS deslipidizado observ§ la presencia de 21 bandas por
inmunoelectroforesis. Este antigeno funcion6 muy eficien
temente en las pruebas de fijaci6n del complemento, hemoa
- glutinacidén pasiva, precipitacién en anillo, difusién do

ble e inmunoelectroforesis.

La electroforesis en disco en geles de poliacrilami
da detecté 14 bandas en el antigeno somitico obtenido
por Movsesijan y Borojevié (1973), quienes analizaron el
AS de F. hepatica adulta, asi como antigeno metab6lico y

bilis de ovino.



44,

Dos lineas de precipitacién obtenidas por medio de la
prueba de difusifn en gel de agar, y que representaban dos
substancias antigénicas en el AS del tremfitodo, fueron ais
ladas individualmente a partir de 10 placas de agar y se
inyectaron en conejos para producir antisuero monoespecifé
co contra estos antfgenos (Yoshihara et al., 1979). Lla
técnica de inmunofluorescencia indirecta con estos antisue
ros y la fasciola adulta, permitié demostrar que una de
las substancias antigénicas estaba distribufda principal
mente en el mfisculo subcuticular y células subcuticulares
y la otra se localizaba en los conductos excretores del pa

résito.

Yoshihara et al (1981) al utilizar la prueba de difu
sién en gel de agar con un antisuero contra extractos de
fasciolas adultas, lograron determinar la existencia de an
tigenos comunes (antigeno a) entre los extractos del gusa
no adulto, formas juveniles e inmaduras (14 y 35 dfas de

edad) y metacercarias.
b) . Fraccionamiento del AS adulto.

En 1954, Urquhart et al., prepararon a partir del pa
rdsito adulto una fraccidn proteinica obtenida por repre
citacién con sulfato de amonio, que fue utilizade en prue

bas de precipitaci6n para el diagnéstico de la fasciolasis.
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Diez afios mfs tarde, Maekawa y Kushibe (1964), encon

traron una substancia alergénica obtenida a partir de fas

‘ciolas adultas, que estaba compﬁesta de 4cido ribonucléi

co y un péptido; esta substancia al ser dinitrofenolizada

no perdia su actividad biolégica.

Korach y Bénex (1966 a) extrajeron una lipoproteina
de los gusanos adultos en buffer de boratos, 1a precipita
ron con sulfato de dextrdn y finalmente purificaron la
molécula por ultracentrifugacién. Las preparaciones puri
ficadas estaban compuestas de aproximadamente 47% de 1lipi
do, 51% de proteina y pequeiias cantidades de carbohidrato
y fierro. Al reaccionar la lipoproteina purificada con
un antisuero de conejo, solamente se observé una linea de
precipitacién. Tanto el suero de conejo antilipoprotefna,
como el suero de ovinos y humanos infectados eran capaces
de fijar el complemento ya fuera en presencia de la molécy
la de lipoproteina completa o finicamente con la porcién
lipidica en el medio. Los mismos autores (Korach y Bénex
1966 b), hicieron experimentos de proteccién con la por
cién lipidica purificada, pero no se indujo proteccién,

indicando un posible cardcter hapténico.

Tailliez gt al., 1967, aislaron un antigeno especfifi

co de Fasciola hepatica a partir de un extracto crudo
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del pardsito. . Este AS fue fraccionado en columnas de in
tercambio ibnico y de filtraci6n molecular en geles de des
trin (Sephadex G-75). Se obtuvieron tres fracciones, la
Gltima de ellas (FH III) contenia el antigeno especifico

y daba 3 bandas por inmunoelectroforesis (IEF). Una solu
cién de la fraccibn FH III en anortiguador de borato pH
8.6, se precipitd con sulfato de potasio y se obtubo la
subfraccibén II que precipita a media saturacibén con fosfa
to, &sta fue la que se caracterizé como antigeno especi

fico.

En México, Abascal Torres (1970), fracciond un extrac
to crudo de F. hepatica por medio de una columnavde>5eph§
dex G200 y obtuvo 3 fracciones. La fracci6n Il daba ban
das de precipitacién similares a las del antigeno total al

reaccionar con suero de conejo.

Gundlach (1971) obtuvo un total de 41 preﬁaraciones an
tigénicas de F. hepatica que incluian ademfis de extractos
del adulto entero, antigenos metab6licos, fracciones prg
teinicas obtenidas por precipitacifn con Acido acético,
con dcide tricloroacético o con sulfato de amonio, frac
ciones polisacfiridas y polisacirides altamente purifi
cados. La actividad serolégica de las preparaciones fue
probada con suero de conejos inmunes mediante las técni
cas de fijacién de complemento, hemoaglutinacifn pasiva,
precipitacién en anillo, difusién doble ¢ inmunocelectrofo

resis. De las fracciones obtenidas la que present6 mayor
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actividad serol6gica fue el polisacirido dcido o frac

cién C.

Mediante fraccionamiento por Sephadex G-100, Movsesi
jan Borajevi€é (1973), analizaron un extracto del trem&tg
do adulto y obtuvieron 3 picos, de los cuales s6lo en el
segundo y el tercero se encontraron componentes antigéni
cos que cran reconocidos por el suero de conejos infecta

dos e inmunizados.

Hillyer (1975) utilizé inicialmente un extracto cru
do de gusanos adultos para detectar la presencia de fas
ciolosis por contrainmunoelectroforesis (CIE) en ratones.
Esta prepafacién cruda reaccionaba en forma cruzada con
el suero de humanos que padecian otras infecciones parasji
tarias. Para eliminar la reactividad cruzada, el extrac
to fue fraccionado usando una columna de filtraci6n en
gel(Sephadex G-200) (Hillyer y Capron, 1976). Por este
método se obtuvieron 4 picos de proteina. Los antigenos
encontrados en la cresta y porci6n descendente del segun
do pico de proteina y en el tercer pico de proteina reac
cionaron fuertemente con el suero dé ratas infectadas con
F. hepatica, pero no reaccionaban en forma cruzada con
el suero de ratas infectadas con §. mansoni, o con el sug

ro normal. Resultados similares fueron informados por
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Hillyer y Santiago de Weil (1977) con el AS de origen bo
vino al filtrarlo por Sphadex G-200.

En su tésis doctoral, Van Tiggele (1978) comparé va
rios métodos de fracciopnamiento del antfgeno del gusano
adulte: a) por medic del fraccionamiento segiin Kwapinski
(Gundlach, 1971), observé que el polisacéride #cido C era
(til en pruebasde diagnéstico, pero inestable a temperatu
ras de 4° - 20CY) la precipitacién con fcido tricloroacé
tico desnaturalizé el antfgeno; ¢) la precipitacién con
sulfato de amonio dié resultados similares a la filtracién
en gel, pero no era reproducible; d) la cromatografia de
intercambio idnico no permitié la separacién de los anti
genos presentes en el extracto por poseer cargas eléctri
cas ‘'similares y por Gltimo e) filtracién en gel utilizan
do Sephadex G-100 separé el antigeno en 4 picos; el pico
I y el pico IIIl se usaron posteriormente en inmunoelectro
foresis y doble difusi6n, sin embargo, el pico III no fun
cioné en hemoaglutinacién pasiva, fijacién de complemen

to ni ELISA.

Con el fin de obtener grandes cantidades de antige
nos especificos de F. hepatica, Hillyer y Cervoni (1978),
obtuvieron el pico III de la cromatograffa por filtra
cién en gel de Sephadex G:ZOO y lo corrieron por inmung

electroforesis cruzada de Laurell; obtenicndo los comple
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jos antigeno anticuerpo especificos que wutilizaron para
inmupizar conejos; posteriormente obtuvieron la fraccién
1gG del antisuero y prepararon una columna de afinidad pa
ra aislar el antigeno especifico a partir de una prepara

cién cruda del pardsito adulto,

Choi y Lee (1979) fraccionaron extractos crudos del
tremfitodo por medio de Sephadex G-200, y encontraron sola
mente 3 picos basados en su contenido de protefna. Cuan
do los antigenos fraccionades (picos I,II,III) se corrie
ron en inmunoelectroforesis contra suero de conejo anti

fasciola, se detectaron respectivamente 2, 3 y § bandas.

El aislamiento de antfgenos adultos ha sido efectua
do por solubilizacién del tegumento con detergentes. Hi
llyer y Rodriguez Ramos (1980), probaron el efecto de
tres detergentes: dodecilsulfato de sodio (5DS) desoxico
lato de sodio (DOC) y triton X-100, asi como de un buffer
dcido de glicina-HC1 sobre la reactividad de un extracto
de F. hepatica adulta de bovino. El amortiguador fcide
destruyd buena parte de la reactividad inmunongica del
antigeno. El DOC disminuy6 las interacciones antigeno-
anticuerpo, mientras que el SDS a bajas concentraciones

incrementé 1la reactividad del antigeno.
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En otro estudio, al utilizar el detergente Nonidet
P-40 en frio,se lograron aislar antfgenos del tegumento
(Hillyer, 1980), cuya naturaleza tegumentaria fue eviden
ciada por 1la técnica inmunocitoquimica de peroxidasa-an
tiperoxidasa a nivel de microscopio de luz. Los antige
nos liberados fueron empleados en la técnica de Quchter
lony para el inmunodiagn6stico de la fasciolasis. En
¢l tegumento de F. hepatica, se encontr6 un antigeno es
pecifico del género Fasciola que corresponde a la frac

ci6n II reportada por Tailliez et al. (1967).

Estudios similares fueron realizados por Demarec y
Hillyer (1982}, quienes incubaron parésitos adultos con
Nonidet P-40 y los examinaron por medic del microscopic
electrénico de transmisi6n. El detergente destruyé la
membrana tegumentai limitante, permitiendo la liberacién
"de componentes superficiales. La técnica de peroxidasa-
antiperoxidasa se aplic6é para localizar los antigenos en
los gusanos intactos. LEstos se encontraron en la por

cidn del glucocdlix del tegumento de F. hepatica adulta.

En fracciones antigénicas de F. hepatica y S. manso

ni, colectadas de la superficie de gusanos después de la
incubacifén con detergente no i6nico, se¢ encontr6 qué‘cog
tenfan antigeno parenquimal, lo que sugerfa la salida de
componentes internos al sobrenadante durante la prepara

cién (Hanna y Hillyer, 1984),
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Por medio de la cromatograffa en Sephadex G-200 de un
extracto soluble del pardsito adulto, se obtuvieron 7 frac
ciones que fueron denominadas F1'~ F,. La fraccién mis an
tigénica correspondi6 a Fy, que fue la primera en salir de
la columna. Las respuestas de anticuerpos medidas por la
técnica de ELISA a estas fracciones, mostraron diferentes

cursos en el tiempo (Oldham, 1983 a).

En Fgipto, en donde 1la esquistosomiasis es endémica y
existe la fasciolosis humana ocasionada tanto por Fasciola
hepatica como por F. gigantica, surgid la necesidad de en
contrar un antigeno de Fasciola que permitiera detectar
ambas especies, y evitar las reacciones cruzadas con §.

mansoni y E. histolytica. Mansour et al. ( 1983) prepara

ron un extracto crude de F. gigantica que fué fraccionado
por Sephadex G-200 y obtuvieron 4 picos de protefna. Los
antigenos de la cresta y porcién descendente del pico 1I,
asi como todo el pico III se juntaron y se utilizaron en
pruebas de contrainmunoelectroforesis (CIE}. Fue posible
.detectar sueros de humanos fasciolosos por medio de esta
técnica y se logr6 evitar reacciones cruzadas con los pa
risitos antes mencionados. El antigeno reaccion6 con el
suero sin dilufr de aquellos individuos que excretaban
huevecillos de F. gigantica y con algunos sueros de pa
cientes que exretaban huevecillos de F. hepatica, la ma

" yor parte de estos Gltimnsdieron reaccién positiva luego
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de concentrarlos 5 veces. Aparentemente los antigenos par
cialmente purificados de F. gigantica contienen antigenos
comunes a ambas fasciolas; sin embargo, dada la diferente
respuesta de anticuerpos seria conveniente utilizar este

antigeno para el diagn6stico de la infecci6n hom6loga,

Utilizando también la filtracibén en Sephadex G-200,
Pfister et al. (1984) fraccionaron un extracto crudo de
F. hepatica adulta, Obtuvieron varias fracciones y la ter
cera y cuarta, denominadas Fhs1 y Fhs2 fueron_comparadas
con el antigeno obtenido seglin ¢l método de Tailliez et al,
(1967}, utilizando la prueba de ELISA. El Fhsi, fue el que
detcctd la infeccibn después de 19 a 26 dias postinfeccibn

y permitié diferenciar claramente entre conejos infectados

y testigos.
¢) Antigenos metab6licos (AM).

Durante el curso de la infeccidn por Ffasciola hepati-
ca se liberan productos metab6licos del pardsito adulto,
los cuales han sido objeto de varios estudios. Gundlach
971y, obserQG que el AM de la fasciola reaccion§ en dis
tintas pruebas de diagnSstico con titulos comparables a
los del AS, excepto en hemoaglutinacién pasiva, donde los
titulos fueron mis bajos, E1 anflisis de la composicién

antigénica del AM, denoté que comparte componentes antigé
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nicos con el AS. El AM tuvo alta actividad serclégica so
bre todo con el suero de animales infectados experimental

mente.,

Cuperlovic y Movsesijan (1972), al utilizar una téc
nica de anticuerpos fluorescentes, encontraron que el con
tenido cecal del pardsito presentaba una fuerte fluores
cencia especifica durante el curso de 1a infeccién. Tam
bién resultaron fluorescentes las células epteliales cer
canas a 1la superficie del dtero. conductos excretores y
las células espermatogénicas. Movsesijan y Borojevié
(1973), analizaron AS del tremitodo asfi como AM obtenido
del contenido cecél del parfisito y de bilis de ovinos in
fectados. Al fraccionar por Sephadex G-100 se obtuvieron,
con el AM dializado y con el antigeno de bilis, 2 picos de
proteinas, ambos con actividad antigénica. Por medio de
la electroforesis en disco en gel de poliacrilamida se de
tectaron 10 bandas en el antigeno de bilis y 13 bandas

en el AM,

La inmunoelectroforesis del AM del pardsito adulto re
veld que &ste poseia un espectro antigénico parecido al
del AS, ‘en tanto que el AM del parfésito juvenil era menos

complejo (Van Tiggele, 1978).
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F. hepatica produce substancias que son t6xicas para
los linfocitos del huésped y que por tanto, lo permiten
protegerse de las defensas inmunes. Al incubar formas ju
veniles recién desenquistadas eﬁ présencia de suero y cé
lulas peritoneales de ratas resistentes a F. hepatiéd. se
observ6 que 1os gusanos se cubrieron con células entre
las que destacan una gran cantidad de eosinéfilos. Cuan
do al mismo sistema se le agrega AM del adulto, el porcen
taje de células que se adhieren disminuye en forma consji
derable, indicando que el AM evita esta unién (Goose,
1978). Por otra parte, las células cebadas de la rata in
fectada por el parfisito, se van haciendo resistentes a la
degranulacibén por la exposicibn a los AM in vivo, al igual
que ocurre en animales tratados crénicamente con agentes
degranulantes (Goose, 1979). Los AM del tremitodo poseen
propiedades degranulantes de células cebadas que podrian

contribuir a la patologia de la enfermedad.

En otro estudio, los anticuerpos séricos de conejo,
ratas y ovinos infectados reconocieron dos grupos de anti
genos de excreciones y secreciones (AM)., Un grupo de
antigenos tuvo peso molecular de 10,000 a 20,000 daltons
y el segundo tuvo un peso molecular de 100,000 a 500,000
daltons (Lehner y Sewell, 1980).
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A partir del AM del pardsito adulto se purificS una
enzima proteolitica con especificidad para globina; tie
ne un pH 6ptimo de 3.9 a 4.0, rompe la proteina en pép
tidos y libera un pequefio porcéntaje de aminodcidos li
bres. La enzima tiene un peso molecular de 12,000 y.no
parece ser antigénica en animales infectados por las fas
ciolas (Simpkin et al., 1980). Cuando el ensayo se efec
tué al pH de los conductos biliares se detecté también
una enzima.con actividad de colagenasa, que copurifica
con la enzima globinolitica, lo cual puede tener impor
tancia en la penetracibn de los pardsitos adultos a los
conductos biliares o en la migracién de las formas ju

veniles por el tejido hepdtico.

Tres -productos metabdlicos del pardsito adulto fue
ron usados en una prueba de micro ELISA para estudiar .
los niveles de anticuerpos séricos en una infeccibn expe
rimental por F. hepatica en conejo (Pfister et gl:, 1984).,
Los AM colectados de un cultivo mantenido por més de 7
dias con peso molecular mayor de 10 000 y los AM de bajo
péso molecular (2000-10 000) colectados de cultivos meng
res de 7 dias, pudieron diferenciar entre infectados y
testigos, asi como detec;ar anticuerpos entre-los 12 y 19

dias postinfeccién.
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1.2.4. Antigenos de reaccién cruzada.

Se presentan reacciones cruzadas entre los antigenos

de la Fasciola hepatica y los de otros helmintos parﬁsi

tos, las mas estudiadas han sido con el parisito sangui

neo Schistosoma mansoni debido a la posibilidad de obtener

protecci6n cruzada. Biguet et al. (1962) y Capron et al.
(1964), por estudios de inmunoelectroforesis, encontraron
reacciones cruzadas con antigenos obtenidos a partir de

7 especies de helmintos: Shistosoma mansoni, Dicrocoelium

dendriticum, Taenia saginata, Onchocerca volvulus, Asca-

ris lumbricoides, Trichinella spiralis y Echinococcus

‘granulosus.

Por otro lado, Capron et al. (1968) encontraron por
medio de inmunoelectroforesis, que un extracto de Fasciola

contenia 6 antigenos comunes con Dicrocoelium dendriticum,

Taenia saginata, Schistosoma mansoni y Schistosoma hemato-

bium, 4 con Schistosoma japonicum, 3 con _Trichinella spi-

ralis y 2 con Ascaris lumbricoides. Del total de 25 anti

genos diferentes que contenia el extracto, 6 correspondie

ron a tejidos de los bovinos y 4 al caracol Lymnaea trun-

catula.

Se han utilizado diferentes técnicas para tratar de

identificar los antigenos de reaccién cruzada entre S.
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mansoni y F. hepatica. La filtraciSnen gel, como se men

‘ciond en la seccibn anterior, ha sidoutilizada para sepa
rar los diferentes antigenos présentes en las preparaci_o_
nes crudas de F. hepatica adulta (liillyer y Capron, 19.76;
Hillyer y Santiago de Weil, 1977; Hillyer y Cervoni, 1978,
.Choi y Lee, 1979). Hillyer y Caprom (1976) eliminaron los
antigenos de F. hepatica que reacc ionaban en forma cruza
da con S. mansoni por medio del fraccionamiento eﬁ Sepha
dex 6-200. Choi y Lee (1979) encontraron que sSlo 3 picos
de proteina obtenidos con el extracto de fasciola adulta
filtrado a través de Sephadex G-200, contenian antigenos
que eran especie especificos, mientras que otros reaccig

"naban en forma cruzada con antigenos de Paragonimus, Clo-

norchis y Paramphistonum.

Van Tiggele (1978), preparé antigeno de parfsitos

adultos de Cooperia oncophora, Dictyocaulus viviparus y

Ostertagia ostertagi, y con la prueba de hemoaglutinacién

pasiva detect$ reacciones cruzadss a titulos bajos (meno
res de 1:25) con los tres parfsitos, al utilizar el suero
de ternéros infectados- con F. hepatica. Con los sueros
de terneros infectados con alguno de los tres nemftodos

anteriores y el antigeno de Fasciols hepatica, ocurrieron

reacciones similares con la misma prueba de hemoaglutina

cién pasiva. (Cysticercus tenuicollis, el céstodo corres

pondiente al estadio intermediario de Taenia hydatigena,
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posee también antigenos de reaccién cruzada con F. he-
patica (Campbell et al., 1977).

La presencia de antigenos de reaccifn cruzada entre

Paragonimus westermani, Schistosoma mansoni y Fasciola

hepatica, adultos, fue demostrada por la prueba de Ouchter
lony y por ELISA (Hillyer y Serrano, 1983). Los antigenos

comunes del tegumento de Fasciola hepatica y S. mansoni,

estaban presentes también en extractos de P. westermani.
Ademis fue posible demostrar que los antigenos de F. hepa
tica que se unen a Concanavalina A, asi como una subfrac
cibn que tiene en isoelectroenfoque un punto isoeléctri
co de 4.2, se encuentran también en P. westermani. De
manera semejante un suero policlonal monoespecifico hacia
Fasciola/Schistosoma (un antigeno de reaccifn cruzada) y

el suero anti P. westermani, reaccionaron ambos en la prug

ba de Ouchterlony, con el extracto antigénico de P. wes-
termani, produciendo cada uno una linea que se unia con
la otra, lo que indicaba la presencia de determinantes
antigenos comunes y sugerfa un antigeno comfin entre los
tremitodos digenéticos. Finalmente el antfgeno de P,
westermani indujo en el ratén la produccién delhnticuel
pos que reaccionaban con antfgenos adultos de S. mansoni

en la prueba de ELISA.

En un.intento de identificar las fuentes tisulares
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de fracciones antigénicas purificadas bioquimicamente de
F. hepatica y S. mansoni, se probaron antisueros contra
secciones embebidas en pldstico de gusanos de varias eda
des por una técnica de inmﬁnofluorescencia indirecta (Ha
nna y Threadgold 1973). Los anticuerpos preparados con
tra los antigenos purificados por cromatografia del ex
tracto de F. hepatica adulta completa a través de Conca
navalina A-Sepharosa 4B, marcaron el parénquima y tegu
mento de F. hepatica adulta fuertemeﬁte, en tanto que
los anticuerpos contra antigenos purificados por croma
tografia de afinidad con anticuerpos anti S. mansoni
marcaron solo el parénquima (Hanna y Hillyer, 1984).

El antisuero contra extractos de F. hepatica tifi6 tam
bién el parénquima del macho adulto de S. mansoni. Tam
bién ocurri6 una reacci6n cruzada entre el antisuerc
contra S. mansoni y el parénquima de la fasciola adulta.
Un extracto de F. hepatica que Tailliez et al., 1967,
describieron como de no reaccién cruzada, se encontr6
que no contiene antigenos parenquimales de F. hepatica,
ya que reacciona con el tegumento del adulto y de 1la
forma juvenil. El antisuero contra E. hepatica prove
niente de una infeccin experimental en conejos, tifi6
componentes tegumentarios e.intestino fuertemente, pero
no reacciond con el tejido parenquimal. Las cercarias
de S. mansoni, asf como los adultos y huevecillos con

tienen antigenos comunes asi como determinantes anti
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génicos en comln con el antigeno Ty de F. hepatica en el
tegumento juvenil, Los autores sugieren que la reactivi
dad cruzada entre estadios y especies se debe a la exis
tencia dentro de &stos, de deterﬁinantes antigénicos co

mnunes.

Se han observado también reacciones inespecificas con
el antigeno de F. hepatica. La proteina C reactiva puge
de dar lineas de precipitacién con los antigenos del pa
rdsito (Capron et al., 1964). Estas lineas de precipita
¢i6én pueden solubilizarse con una solucién de citrato de

sodio al S%,

La presencia de componentes del huésped en prepara
ciones antigénicas de F. hepatica ha sido notada por va
rios autores. Capron et al., (1968), por medio de inmu
noelectroforesis, encontraron que en su extracto, exis
tian 6 componentes que correspondian a antigenos de los
bovinos. Movsesijan y Borojevié€ (1973) demostraron que
tanto el AS, como el AM de F. hepatica adulta contenfan
proteinas séricas del huésped, siendo la albﬁminé el
principal componente del hospedador en las preparacio
nes. Van Tiggele (1978) también traté de encontrar
proteinas séricas en ios antigenos del parésito por

la prueba de difusién doble utilizando suero de conejo



antibovino y de conejo anti-ovino,aparecié una linea que desa
parecia al lavar las placas, el autor sugirié que se debia
a anticuerpos de baja afinidad. Campos Bueno et al. (1981),
trataron de identificar por difusi6n doble e inmunoeléctrg
foresis, antigenos del huésped (albfininas y globulinas) en

preparaciones de Fasciola hepatica, T, spiralis y A. suum;

solamente A. suum mostré reactividad con el suero antia}l

blmina.

Otro aspecto importante a tomar en consideracién, es la
presencia de bacterias propias de la flora normal del pari
sito en las preparaciones antigénicas. MGzquiz-Moracho et

al. (1981), aislaron a partir de Fasciola hepatica, Strep-

tococcus, Staphilococcus, Enterobacteraceae y algunos

anaerobios. Antigenos pertenecientes a estas bacterias
pudieran dar reacciones inespecificas al reaccionar con

el suero de animales infectados.
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1.3. Los antigenos de Fasciola hepatica en la inducci6n

de resistencia y verificaci6n de la inmunidad

1.3.1. Induccién de resistencia a Fasciola hepatica en

el huésped con antigenos de los estadios sucesi

vos del paré&sito

Varios estudios han sido realizados para estimular
la resistencia contra la fasciolasis en el huésped, y pa
ra tratar de entender los mecanismos de resistencia con
el fin de producir una vacuna. La resistencia a infeccip
nes de desaffo, posteriores a la administracién de dosis

sensibilizantes de Fasciola hepatica es dependiente del

huésped (Haroun y Hillyer, 1985). Los bovinos, ratas y
cabras desarrollan niveles considerables de resistencia.
En los ratones hay resultados contradictorios y los ovi
nos y conejos son huéspedes altamente susceptibles, que

desarrollan escasa resistencia. ' A continuacifn se revi

sardn diferentes estudios sobre la proteccién y resisten
cia producida por los diferentes estadios del parisito

en distintos huéspedes.
1.3.1.1. Estimulacibn de resistencia por huevecillos

Ericksen y Flagstad (1974) sugirieron que los hueve

cillos o productos metabSlicos de Fasciola hepatica adul
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ta, implantados quir@irgicamente en forma subcut&nea en
ratas, lograban inducir resistencia hacia el desaffio oral
con metacercarias. Rajasekariaﬁ y Howell (1978), encon
traron que la implantacién subcuténea de los hueveciyios
obtenidos de parfisitos adultos cultivados in vitro induce
resistencia al desaffo en la rata. Sin embargo, al inyec
tar subcutéineamente huevos recuperados de la bilis de ovi
nos infectados, en ratas, por via subcutdnea,Burden y
Hammet (1980) no pudieron observar resistencia al desa

fiar con metacercarias.

1.3.1.2, Estimulacifn de resistencia por formas juveni

les,
a). Metacercarias irradiadas.

Las radiaciones ionizantes reducen la patogenicidad
de ias larvas parasitarias, sin afectar su potencial an
tigénico (Haroun y Hillyer, 1985). Las metacercarias
irradiadas de F. hepatica, estimulan fuertes respuestas
protectoras en bovinos y ratas. En ovinos, conejos y ra

tones hay resultados controvertidos.

Doyle (1971), al reinfectar terneros con metacerca

rias de F. hepatica, encontr6 alta resistencia ya que



64.

s6lamente el 16% de la carga parasitaria, comparada con
los animales testigo, se pudo recuperar de las terneras

reinfectadas.

Harness et al.(1976) informaron la induccifn de
resistencia significativa en ratones sensibilizados por
metacercarias irradiadas, sin embargo, Harness et al.
(1977) encontraron que en el ratbén sensibilizado los gu
sanos inmaduros de la infecci6n de desaffo migraban més
répidémente del peritoneo al higado, que en los contro
les y por tanto no habia una resistencia real. En ovi
nos, Dargie et al., (1974), sensibilizaron a los anima
les con 6 dosis de 100 metacercarias irradiadas, antes
de desafiar con 75 metacercarias normales. Aunque se
obtuvo una considerable reduccién en la recuperacitn
de pardsitos (64%), ésta fué estadisticamente insigni

ficante.

Resistencia significativa al desafio con F. hepatica

ha sido informada por Armour et al. (1974) en terneros

sensibilizados con 2 dosis de metacercarias irradiadas,
administradas en un intervalo de 4 semanas. Se obtuvo
una reduccibn en la carga parasitaria del 30% cuando

los terneros sensibilizados eran desafiados 4 semanas
después de la segunda dosis; la reducéidn fue Qel 70% al

desafiar 8 semanas depués de la segunda dosis.
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b). Formas juveniles recién desenquistadas

El papel de 1la pared intestinal del huésped como ba
rrera para el establecimiento de las formas juveniles,'
ha sido examinado en ratas y ratones. Con ratas (Hayes y
Mitrovic, 1977} se encontr6 que la resistencia protectora
se expresa dentro de las primeras 24 a 48 horas después
del desafio.. Los autores sugieren la posibilidad de que
los pardsitos hubieran muerto o hubieran quedado inmovili
zados en la pared intestinal. Como la resistencia se ex
presé contra los estadios infectivos tempranos del tremd
todo, este estadio serfa la mayor fuente de antfgenos fun

cionales para inmunizar al huésped.

Rajasekariah y Howell (1977), desafiaron oral o in
traperitonealmente a ratas previamente infectadas con F.
hepatica; la carga parasitaria de las ratas desafiadas
oralmente era menor que la de los controles, pero no hubo
diferencia al desafiar por via intraperitoneal. Cuando
se recuperaron las formas juveniles de los infestinos,
cavidad peritoneal e higado a diferentes horas postdesa
ffo oral, se encontrd que pocas fasciolas penetraron al
intestino de ratas inmunes comparadas con los controles.
Esto sugirif que el intestino actfia como barrera importan
te para las metacercarias al desaffo. Sin embargo, Kelly
et al. (1980), en un estudio similar en ratas, encontra

ron que las infecciones primarias, dadas ya fuera por via
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oral o intraperitoneal, generaban proteccién significativa
al desaffo-en forma oral o intraperitoneal, por lo que con

. i .
cluyeron que el paso de parfsitos juveniles por el intesti

no no era escencial para adquirir resistencia en la rata.

Al transferir pasivamente suero de ratas infectadas
por F. hepatica a ratas normales, se obtuvo proteccién ha
cia la infeccién con metacercarias (Howell et al. 1977).
Un precipitado formade sobre el tegumento de las metacer
carias contenia anticuerpos de ratas y componentes del pa
risito. Cuando las metacercarias se cultivaban en presen
cia de suero inmune, no se desarrollaron al inocularlas
intraperitonealmente en ratas. Al inocular ratas con el
precipitado emulsificado con adyuvante completo de Freund
y desafiar con metacercarias oralmente, se redujo en un

50% su carga parasitaria (Howell y Sandeman, 1979).

En ovinos, la inoculacifn intramuscular con una mez
cla de adyuvante completo de Freund y el mismo precipita
do antigeno-anticuerpo, y posteriormente al desafiar con
200 metacercarias, indujo una respuesta de anticuerpos pro
nunciada con respecto a los componentes antigénicos, pero
no hubo efecto sebre la actividad migratoria de las fasciolas
juveniles (Sandeman et al. 1980). Al hacer la necropsia
se encontraron cargas parasitarias similares entre vacuna

dos y testigos, confirmando que no se logré la proteccién.
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En estudios realizados por Doy y Hughes (1982), los
pardsitos juveniles incubados in yitro por 24 horas con
suero de rata normal o infectada solo,o con células de
ratas infectadas, se desarrollaron normalmente al transfe

rirlos a ratas normales.

El eosinéfilo parece tener participacifn en el .desa
rrollo de resistencia a las formas juveniles de F. hepati-
ca. Doy et al, (1978) observaron que en ratas resistentes
con altos niveles de anticuerpos Ig E séricos, a las
3 semanas postinfeccién después de un desaffo, aparecian
elevados nimeros de células cebadas y eosinbfilas en el
intestino delgado y cavidad peritoneal. Eosinéfilos de
ratas infectadas y testigos, pudieron observarse adheridos
al tegumento de las formas juveniles en presencia de suero
inmune. La adhesién ccurria independientemente del com
plemento y no podfa ser inducida por antisuero preparado
contra los antigemos del parisito muerto (Doy et al. 1979,
1980).

Al incubar in vitro formas juveniles desenquistadas

in vitro, con suero fresco y células peritoneales de ratas
resistentes a F. hepatica, las fasciolas juveniles se cu
brieron con células que inclufan un gran nGmero de eosi

néfilos. No se obtuvo adhesién celular con el suero de
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ratas sin infectar (Goose, 1978). Cuando parisitos juve
niles se incubaron in vitro con suero inmune, eosin6filos
y neutrbfilos, no se detecté dafio en los gusanos (Duffus
y Franks, 1980). Los autores atribuyeron la carencia de
dafio al rdipido cambio y liberacién del glucocilix externo

por los pardsitos juveniles.

1.3.1.3. Estimulacién de resistencia por pardsitos inma

duros.

Con los parfsitos que afin no se instalan en los con
ductos biliares del huésped y pueden recuperarse del parén
quima hepfitico, se ha examinado la capacidad de inducir

t al. (1981) han

resistencia en ratones y ratas. Hughes
encontrado que la sensibilizaci6n intraperitoneal de ra
tas con el estadio inmaduro a las ?h., 6 y 14 dias posten
quistamiento, protegieron al receptor contra el desafio

con adultos, 3 semanas después.

La inmunizaci6n de ratones con fasciolas inmaduras
de 8, 12, 14, 16 y 18 dias, pero no los de 20 a 24 dias
de edad redujo significativamente la cantidad de gusanos
observada después del desaffo (Lang y Dronen, 1977). Si
pardsitos de 12 a 24 dfas de edad eran incubados en suero

inmune de ratén por 4 horas antes de transferir a ratones
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normales, se observa una reduccifén en su sobrevivencia.
El pretratamiento de gusanos inmaduros con suero de ra
tén inmune inactivado por calor, o con suero normal no

tuvoe ning@in efecto.

Eckblad et al. (1981) observaron la degeneracibéndel
tegumento despufs de un periodo de incubacifn de 4 h. en
presencia de suero inmune de ternera. El tegumento sufre
degeneracibn entre las 8 y 12 h. después de iniciar el cul

tivo y se nota destruccién del tegumento depués de 16 h.

a). Estimulaci6én de resistencia con AM del parfisito

inmaduro.

El antisuero de ratén preparado contra un flufdo de
cultivo del par&sito de 16 dfas de edad, se di6 a ratones
receptores y se observ6 la destruccibn de gusanos migran
tes, después de este tratamiento el suero de ratén antiso
mitico y el suero de ratén a los 100 dfas de haber infec
tado, no produjo tales efectos (Lang, 1976). En otro es
tudio los ratones fueron vacunados exitSsamente al usar
ya fuera sobrenadantes &e cultivos in vitro o antigenos
somiticos de la fasciola de 16 dfas de edad (Lang y Hall,
1977). La mayor proteccién producida por antigenos deri
vados de cultivos se observé cuando el perfodo de incu

bacifn in vitro fue de 12-24 h, Aparentemente los anti
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genos funcionales aparecen a las 12 horas, o bien, se ne
cesita este tiempo para que alcancen una concentracién

capaz de inducir proteccién.

Rajasekariah, et al. (1979), encontraron que los prg
ductos metabSlicos de fasciolas de 28 dfas de edad, produ
cfan resistencia significativa al desaffo en ratas, pero
no en ratones. Los AM de pardsitos adultos no protegie

ron a ninguna de las dos especies contra el desaffo.

1.3.1.4. Estimulacifn de resistencia con pardsitos adul

tos.

Si se trasplantan fasciolas adultas en forma subcuti
nea a ratas normales, los gusanos son capaces de decre
cer la carga de los parfisitos de la infeccifn de desaffo
en un 50% (Ericksen y Flagstad, 1979). Sin embarge,cuando se
sensibilizaron ratas con una implantacién subcutfinea de
adultos, y se desafiaron intraperitonealmente con fascio
las adultas, solamente 23% de los parisitos del desafio

murieron.

Extractos somiticos de fasciolas adultas hamn sido
utilizados como vacunas para inducir resistencia al desa
ffo, y para observar 1a respuesta inmune del huésped a

la infeccibén. Urquhart et al. (1954),inocularon a conejos
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con proteinas de F. hepatica; al desaffo se observé inhi
bici6n del desarrollo de los parfsitos, pero no se redu
jeron las cargas parasitarias siénificativamente, compara

das con ‘los testigos.

Sinclair y Joyner (1974), inyectaron un extracto sa
lino al 20% de pardsitos adultos en el higado de conejos
con una infeccibn previa existente, para determinar su
efecto sobre los gusanos al desaffo. Los autores informa
ron que se presenté un decremento del 54% en la carga pa
rasitaria posterior al desaffo comparado con testigos
sin tratar. La diferencia se atribuy6 a una reaccién de
tipo anafildctico en el higado. EI uso de un extracto
al 4% de gusanos adultos inyectados por via intramuscular,
no produjo proteccién en ratas que no habfan recibido una

infeccifn primaria (Hughes et al. 1981),

Oldham (1983 b),encontrdé que al incrementar la canti
dad de antfgeno sensibilizante, se mejora el grade de pro
teccién contra el desaffo y que se requiere de al menos 2
dosis sensibilizantes del AS adulto para estimular resis
tencia en ratas. Ni la edad de la infeccifn al recuperar
los pardsitos adultos, ni la especie del animal de la que
las fasciolas se colectan tuvo efecto sobre la resisten
cia, Se indicé la importancia de la ruta de sensibiliza

cidn, ya que al administrar ‘el AS adulto en adyuvante
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completo de Freund por via subcutfnea no se estimuld 1la
resistencia, pero 8sto si ocurrfa cuando se daba conjun
tamente por via intraperitoneal soluci6n salina emulsio

nada con adyuvante completo de Freund.

a)., Estimulacifn de resistencia con AM del parési

to adulto.

Ericksen y Flagstad (1974), propusieron que la resis
tencia del huésped inducida por la implantacifn subcutf
nea de fasciolas adultas, podrfa ser dirigida contra los
productos metabSlicos del gusano. Los hallazgos de Goose
(1978), en los cuales los AM de los adultos resultaron
ser.t6xicos para los linfocitos de ratas infectadas, su
girieron que algunos productos liberados por los parisi
tos pueden servir para protegérlos de la respuesta inmune.
Sin embargo en otros estudios no se ha logrado inducir
resistencia con los AM del parfsito adulto. Aunque las
ratas sensibilizadas por una inyeccién subcutéinea de AM
presentaron ejemplares mis pequefios que los recolectados
en animales testigo, no se detect® resistencia al desaffo
(Burden y Hammet, 1980). Rajasekariah et al. (1979),e&'
contraron que los AM de estadios inmaduros, pero no los
de pardésitos adultos, podfan inducir resistencia en ra

tones.
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En México, Bautista et al. (1981), inmunizaron ovinos
con tres dosis de AS o AM de F. hepatica adulta, emulsifica
dos en adyuvante completo de Freqnd, por via intrapefitg
neal. Los animales fueron desafiados oralmente con metacer
carias 8 dfas dépués de la (ltima inmunizacién. En el gru
po inmunizado con AM 6 a 7 animales tuvieron un promedio de
1.1 fasciolas, en tanto que los controles tenfan un prome
dio de 9.3 fasciolas. Los resultados sugirieron que el AM
emulsificado en adyuvante completo de Freund por via intra
peritoneal en ovinos tuvo efecto protector contra la infec

cibn,

1.5.1.5: Resistencia cruzada entre Fasciola hepatica y

otros helmintos.

Hillyer (1979), inmuniz6é ratones con un extracto crudo
de F. hepatica y observ6 un decremento del 28 al 58% en

las cargas parasitarias de §. mansoni dela infeccibn de de

safio. El autor aislé entonces los antigenos protectores
por cromatografia de afinidad; después de inmunizar con los
antigenos purificados, se redujeron.las cargas de S. manso-
ni en 50 a 60% comparadas con los animales control. Otros
trabajos indican que el tegumento de E. ica, es la
fuente de tal antfigeno (Hillyer et al., 1979; Hillyer, 1980:
Demaree y Hillyer (1982).
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Haroun y Hillyer (1985), realizaron un estudio para
investigar la resistencia cruzada de F. hepatica y S. man-
soni en borregos, con el fin de observar si los antigenos
compartidos se pueden utilizar para inmunizar estos anima
les. La infeccifn primaria de borregos con S. mansoni
mostrd que son parcialmente susceptibles a la enfermedad,
encontrindose cuentas bajas de huevecillos. La infeccibn
primaria con S. mansoni produjo una reduccibn del 51% en
la carga parasitaria después del desaffo con F. hepatica.
La infecci6n primaria de ovinos con F. hepatica por 10
semanas, seguida por el desafio con §. mansoni, redujo
las cuentas de huevecillos a 22 y 16% en higado e intes

tino respectivamente.

Resistencia heter6loga contra F. hepatica ha sido de

mostrada en ovinos con una infeccibn primaria con el meta

céstodo de Taenia hydatigena (Cysticercus tenuicollis) por
12 semanas (Campbell et al., 1977). Los borregos infecta
dos con C. tenuicollis fueron resistentes a F._ hepatica,
si se administraba el desafio con el tremfito junto éon
la infeccibn por céstodos, o después de eliminar a los
céstodos con mebendazol.

Doy et al. (1981), encuentran que la infeccibn prima

ria con N. brasiliensis crea resistencia significativa a

E. hepatica en ratas.,
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1.3.2. Los antigenos de Fasciola hepatica en la verifica
ci6n de la inmunidad: Inmunodiagnéstico y dinfmi

ca de la respuesta inmune.
1.3.2.1, Inmunodiagnéstico.

La técnica utilizada tradicionalmente parael diagnés
tico de la fasciolosis en huéspedes parasitados es el exd
men coproparasitoscSpico, debido a su sencillez y economia.
Este mdtodo presenta la gran desventaja de requerir de re
peticiones m@iltiples,loque lo hace uﬁ método lento para
llegar a determinar si el animal esti libre de fasciola
(Enriquez, 1971), ademfs de no detectar infecciones(temprg
nas, ya que los huevecillos comienzan a aparecer en las

heces a las 10 semanas postinfeccifn (Quiroz, 1984).

Como se mencion6 anteriormente, diversas investiga
_ciones han abordado temas referentes al aislamiento, puri
ficacibn y caracterizacibn de antigenos de Fasciola hepa-
.tica con el fin de obtener antigenos especifices y sensi
bles para el inmunodiagnéstico. Asimismo, diferentes mé
todos serolSgicos han sido implementados, con el propSsi

to de encontrar pruebas sensibles y especificas para el

diagnfstico de la fasciolasiﬁ. El cuadro 1 resume algu

nos de estos procedimientos.
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Pruebas diagnfsticas en la fasciclasis
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Método

Autor

Especie

Tipo de '
Antigeno

Fijacién de

'Bénex, 1964

Ovino, humano

AS. deslipidi

1981

complemento zado adulto
(F €)
Coudert gt Humano AS adulto
al., 1967
Tribouley et  Humano AS deslipidi
al., 1969 zado
Cuperlovi€ y ~Conejo
Lalié 1970
Gundlach, Conejo AS y AM adul
197 to enteros y
fraccionados
Prueba in- Biagi et al., Humano AS adulto
trad&rmica 1958
(P1D)
Maekawa y Ku Conejo RNA-péptido
shibe, 1964 extrafdo
del adulto
Pérez Ramos, Ovino AS y AM
1968. adulto
Patnaik y Bovino AS adulto
Das, 1968
Blancou et Bovino Ag de Tai
al., 1976 llez, 1970
Gémez et al., Bovino AM y AS

adulto
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Ovinos

CUADRO I (Continuacién)
Método Autor Especie Tipo de
Antigeno
Prueba de Urquhart et Bovino  Fraccifn proteini
pfgcigsgi al., 1954 ca precipitada en
cion (NH,), SO, al 50%
472 774
Biagi et al., Humane Ag S adulto
1958
Gajos, 1968 Bovinos
Sinclair y Conejos
Kendall, 1969
Gundlach, Conejos AS, AM enteros y
1971 fraccionados
Doyle et al., Bovinos
1973
Bénex ¢t al., Ovino
1973
Beresford, Humano AS adulto
1976
Van Tiggele, Ovino, AS adulte
1976 bovino
Van Tiggele Ovino, AS adulto
1978 bovino
Arriaga et al., Bovino AS y AM adulto
1983
Thorpe, 1965 Ratas, Secciones de pard
ovinos sitos juveniles y
adultos
Inmunof}ug Coudert, 1967 Humano  Secciones de pari
rescencia in sito adulte
directa
(171 Bénex et al., Ovinos Estadios de desa-
) 1973, rrollo
Hanna, 1980 Secciones del par

sito juvenil y
adulto
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CUADRO I (Continuacién)

M&todo Autor ' Especie Tipo de
' antigeno
Hanna y Jura, Bovinos Metacercarias deg
1977 enquistadas in vi|
tro.
Hanna et al., Ovino Secciones del pa
1982 risito juvenil y
adulto.
DASS-fluo- Deelder y Ploem, Conejo, AS adulto adsor
rescencia®* 1975 bovino bido sobre esfe

humano ras.

Aglutina- Bénex, 1964 Humano, AS deslipidizado
¢ibn bovino, adulto.
‘ ovino
Bénex et al., Ovino AS deslipidizado
1973 adulto.
Enders et al., Bovino, AS deslipidizado
1980 ovino adulto.
Hemoagluti Tribouley et Humano  AS deslipidizada
nacién pa- al, 1969. adulto.
siva (H P) ’
Gundlach, Conejo  AS, AM enteros y
1971 fraccionados del
adulto,
Bénex et al.,
1973 Ovino AS adulto deslipi]
dizado.
Poluéktova, Ovino
1975
Van Tiggele y Ovino, AS adulto.
Over, 1976 bovino
Van Tiggele, Ovino AS adulto.
1978

Robert et al., Bovino Ag de Tailliez,
1980 1

* DASS: Defined antigen substrate spheres: esferas con subg
trato antigénico definido.
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Método Autor Especie Tipo de
: Antigeno
fgggaga et al., "Bovino AM y AS de adulto
Mansour et al., Humano AS fraccionado
1983 adulto
Inmunoelec Capron et al., Humano AS adulto
troforesis 1964 conejo
(1EF)
Bénex et al., Ovino AS adulto deslipi|
1973 dizado
Van Tiggele, Ovino AS adulto
1978
Contrainmu Hillyer, 1975  Humano AS adulto
noelectro-
foresis Hillyer y Ca- Ratones AS adulto frac
(CIE) pron, 1976 cionado
Van Tiggele y Ovinos AS adulto
Over, 1976 bovinos
Hillyer y San  Ratas  AS adulto frag
tiago, 1977 cionado
Van Tiggele, Ovinos  AS adulto
1978
Levine y Hi- Ratén, AS adulto frac
llyer, 1980 conejo - cionado
Enders, 1980 Bovino  AS adulto desli
pidizado
Mansour gt al., Humano AS adulto frac
1983 cionado
Arriaga et al., Bovino AS y AM adulto

1983
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Método Autor Especie Tipo de
Antfigeno
Ensayo inmuno Burden y Ham Bovino AS adulto
enzimitico met, 1978
(ELISA) .
Levine y Hi- Ratén, AS adulto fraccio
llyer, 1980 conejo  nado
Zimmerman et Ovino AS adulto
al,, 1982
Oldham, 1983 Bovino AS fraccionado
adulto
Pfister et Conejo AS y AM fracciona
al., 1989 do
Wescott et Bovinos AS adulto
. al,, 1984
Inmunoensa . Gémez et al., Bovino, AS adulto
Yo en capa 1979 ovino
delgada .
(1CD) Arriaga et - Bovino

al., 1983

AS y AM adulto
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Puede observarse que generalﬁente como fuente de an
tigeno se.recurre a la forma adulta del parfsito, porque
puede obtenerse fScilmente de los huéspedes infectados
naturalmente en cantidades suficientes y en una forma re

lativamente pura.
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1.3.2.2. Dindmica de la respuesta inmune.

.Cabe recalcar que solo en élgunos de los estudios
del cuadro 1 se ha determinado el desarrollo de los titu
los de anticuerpos en ovinos y bovinos infectados experji
mentalmente. Klimenko (1971), utiliz6 pruebas de preci
pitacién en ovinos infectados con 140 metacercarias de
F. hepatica.y observ6 la produccién de anticuerpos entre
las 2 y 18 semanas postinfeccibn. Por otro lado, Bénex
et al. (1973}, en ovinos infectados con 250 metacercarias,
determinaron los titulosdeanticuerpos en el transcurso
de 15 semanas por diversas pruebas de diagnéstico (FC,
HP, DD, IEF, IF); los anticuerpos aparecieron durante la
segunda semana postinfeccibn cualquiera que fuera el m§
todo empleado. Los tftulos de anticuerpos se incrementa
ron hasta estabilizarse entre la sexta y octava semana y
se mantuvieron asf hasta el final del experimento. Los
anticuerpos precipitantes aparecieron mis tarde que los
otros (tercera semana), Borojevié et al. (1973),11§var6n
a cabo pruebas de fluorescencia indirecta en ovinos infec
tados con 500 metacercarias y obtuvieron los titulos més
altos 6 semanas después de la infeccifn. Al utilizar la
misma técnica, Movsesijan et al. (1975),observaron tam
bién un aumento marcado de anticuerpos en ovinos durante
las primeras 6 semanas, seguido de una disminucién gra

dual de ellos después de la semana 16. Ademés, notaron
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que los niveles de 1gG de los ovinos infectados aumenta
ron entre las 6 y 12 semanas y disminuyeron a partir de

la semana 16.

Van Tiggele y Over (1976), empleando un antigeno des
lipidizado, detectaron la presencia de anticuerpos en
ovinos a partir de la tercera semana con la prueba de HP;
en este experimento los niveles mdximos fueron alcanzados
en la semana 17, en tanto que los huevecillos del tremd
todo se detectaron en las heces a partir de la semana 11,
En un trabajo posterior, Van Tiggele (1978), utilizf cua
tro grupos de ovinos, que recibieron de 4b0 a 1200 meta
cercarias por animal y observd la aparici6én de anticuer
pos en las pruebas de HP, DD e IEF, a partir de las 2 o
3 semanas postinfeccién y el mayor nfimero de bandas de
precipitacién se obtuvo entre las 8 y 12 semanas poste
riores a la infecci6n. Con objeto de determinar como se
modifican las poblaciones de anticuerpos, Hanna (1980},
hizo reaccionar suero proveniente de ovinos con infec
ciones de 0 a 30 semanas de duracifn, con secciones de
pardsitos obtenidos 1, 6 y 29 semanas después de.la in
festacifén. Encontr6 que los anticuerpos con afinidad
por el epitelio intestinal, sistema excretor y tegumen
to de las formas juveniles, mostraron su méximo nivel 4
semanas después de la infecci6én y comenzaron a declinar

tres semanas mis tarde; en cambio, los anticuerpos diri
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gidos contra el tegumento de las formas adultas, apare
cieron hasta las 6 semanas postinfeccién y comenzaron a

declinar 5 o 6 semanas después.

Sandeman y Howell (1980) cultivaron metacercarias
ehquistadas con el suero de borregos infectados con 100
a 200 metacercarias de F. hepatica, y observaron la for
macién de un precipitado, en el cual se confirmé la pre
sencia de anticuerpos por IF y por DD. Se detectaron
anticuerpos desde la primera semana postinfeccién. Los
anticuerpos se elevaron y alcanzﬁron su mdximo nivel en
tre las 9-10 semanas, lo que coincide con la primera
aparicién de huevecillos en las heces; después de este
tiempo los niveles de anticuerpos decrecieron., La com
paraci6n de la cantidad de precipitado formado, con los
niveles de enzimas hepAticas y biliares en el suero, in
dic6é que-la respuesta de anticuerpos alcanza su méximo
cuando las fasciolas juveniles provocan mayor dafio al
perénquima hepdtico como resultado de su actividad mi
gratoria. Los niveles de anticuerpos diéminuyen una vez
que los tremitodos se establecen en los conductos bilia

TES,

Ndjera (1981), en borregos infectados oralmente con
200 metacercarias, utilizando AS adulto determiné con la

técnica de HP que los titulos de anticuerpos aumentaron

-
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a partir de la cua:rts semana; los niveles miximos se re
gistraron entre la. sexta y décima semana y la inmunoglo
bulina predominant e fue 1gM. ‘Ppr inmunofluorescencia
indirecta, usando -cmo antigeno secciones de pardsitos
de 12 semanas de esdad, detectd anticuerpos de la clase
IgG desde la terce=xs s emana con titules nfximos entre

la séptima y décinza semanas.

En una infecci&Snexperimental de terneros Hughes et
al. (1981), con la técmica de inmunofluorescencia indi
recta, usando seccIones de parfisitos juveniles y adultos
como antigeno, estamiron la concentracién de IgG e IgA
especificas para B tegumento yAM cn suero y en bilis
Los anticuerpos cormatra antigenos del tegumento (T1) vy
AM, alcanzaron conc=entx-aciones miximas de 4 a 6 semanas
postinfeccibn y delinaron al establecerse el pardsito
en los conductos bi lisres. Las IgG contra los antigenos
del tegumento adul.ts (T2) aparecen en el Suero 6 semanas
depués. En la bili_s, tanto los tftules de IgG como de
IgA contra los ant:-Ipmos T!, se elevaron a valores mfxi
mos a las 4-6 semin:as postinfeccién, pero no hubo activi

dad contra los antf gumos T2,

Cuando se estul iwon los niveles de anticuerpos cir

culantes contra los nt Igenos del par&si'to T1, T2 y AM
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durante una infeccién, con anticuerpos fluorescentes Han
na et al. (1982), encontraron que al aplicar un tratamien
to antihelmintico a las 3 semanas postinfeccién, se evi
taba el desarrollo de la respueﬁta de anticuerpos TZ. En
cambio, cuando el antihelmintico era administrado a las

6 semanas después de la infeccibén, no se afectaban los
titulos de anticuerpos T1 o anti AM, pero si la respuésta
de anticuerpos T2; lo que sugiere que los antigenos T2 se

expresan hasta que el pardsito penetra al higado.

Zimmerman et al. (1982), aplicaron el ensayo inmunoen
zimdtico para evaluar la infeccién experimental de borrg
gos. La prueba detect6 anticuerpos a partir de la segun
da semana postinfecci6n, aunque los valores considerados
como diagnésticos ocufrieron en la sexta semana después
de la infeccién. Oldham (1983 a), utiliz6 también el en
sayo inmunoenzimitico, para estudiar las respuestas de
anticuerpos hacia 7 fracciones antigénicas de F. hepati-
ca adulta obtenidas por Eromatografia en Sephadex G 200,
en bovinos infectados experimentalmente. Los anticuer
pos hacia antigenos de peso molecularvmayor de 67,000
daltons aparecieron tempranamente y en general per
sistieron durante la infeccifn; se sugiere que repre
sentan antigenos comfines a todos los estadios de desarro
110, en tanto que los anticﬁerpos hacia los antigenos

de peso molecular menor a 48 000, incrementaban gradual
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mente durante la infeccifn y tal vez representan antfige

nos de maduraci6n del gusano.

Arriaga et al. (1983) y G6mez et al. (1984), han ob
servado que cuando se aplican diversas pruebas de diag
néstico en animales infectados naturalmente con F. hepa-
tica, se presentan variaciones en los titulos de anticuer
pos, situaci6n que podria atribuirse a cambios en los ni
veles de anticuerpos que ocurren cuando se efectfia en

los animales el tratamiento antihelmintico.

El efecto de la infeccién con P. hepatica en
los niveles de inmunoglobulinas en bilis, heces y suero
de ovinos, ha sido estudiado por Wedrychowicz et al.
(1984). En suero IgG e IgG, fueron las que alcanzaron
incrementos mis marcados, con un mfiximo a las 16 semanas
postinfeccifn. En bilis, Ig6, alcanzd valores méximos
a las 2 semanas postinfeccién, e IgG1, IgA ¢ IgM llega
ron a niveles miximos 4 semanas después de la infeccibn.
En las heces, los niveles de IgG.e IgA fueron bajos des
pués de una infeccibén primaria; después de reinfectar
se observé un répido incremento en la concentracibn de
IgA. Los .niveles de anticuerpos hemoaglutiﬁantes con
tra antigenos de huevos, AM juveniles y AM y AS adultos

fueron evaluados también. Anticuerpos hemoaglutinantes
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" contra AM adulto mostraron el mayor nivel a las 2-4 sema
nas después de 1la infeccién, mientras que los anticuerpos
contra AS adulto alcanzaron tftulos méximos entre las 4
y 8 semanas. Los titulos en biiis y suero hacia AM juve
niles y antigenos del huevo fueron miximos a las 4 semg
nas postinfeccifn, los de bilis disminuyen y los de éug

ro permanecen elevados hasta las 16 semanas postinfeccién,

Recientemente, fu& estudiada 1a variacién de la res
puesta inmune en ovinos infectados experimentalmente, me
diante.las pruebas de difusifn doble en gel, hemoagluti
nacibn pasiva, inmuncelectroforesis, contrainmunoelectre
foresis e inmunoensayo en capa delgada durante las pri
meras 15 semanas postinfeccifén (Ruiz Navarrete et al.,
1985), Se utilizaron dos antigenos diferentes AS y AM
de F. hepatica adulta. El inmunoensayo en capa delgada
fue la primera en detectar a los ovinos infectados (a
partir de la primera semana postinfeccién), por lo que
parece ser muy adecuada para el diagnéstico temprano
de la enfermedad. Las. pruebas de DD y CIE comenzaron a
mostrar titulos apreciables a la quinta semana y la HP

a partir de la séptima semana postinfeccién.



Objetivos

2.
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La revisién de los antfgenos de Fasciola hepatica

presentada anteriormente, enfatiza la importancia de su
estudio para su aplicacién tanto en pruebas de diagnés
tico, estudios de desarrollo de la respuesta inmune, asi
como su posible aplicacifén en ensayos de vacunaci6n.

Por ello se decidi6 realizar la presente tesis con los

siguientes objetivos:

Caracterizar los componentes antigénicos de un antfi
geno somitico y un antfgeno metab6lico (de excreciones y

secreciones), de Fasciola hepatica adulta.

Determinar cufles de estos componentes son reconoci

dos por ovinos infectados experimentalmente.

Determinar c6mo van apareciendo los componentes an

tigenicos en el curso de una infecci6n experimental.




3. Materiales y Métodos
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Los antfgenos somfitico (AS) y metabblicos (AM) de

Fasciola hepatica adulta fueron analizados por inmunog
lectroforesis en gel de agar y por inmunoelectroforesis
cruzada, para determinar el nfimero de componentes antig§
nicos reconocidos por los sueros de borregos hiperinmu
nes hacia F. hepatica. La electroforesis en gel de poli
acridamida permiti§ determinar el nfinero de éomponehtes
de los antigenos, asf como su peso molecular, al compa
rar las distancias recorridas por &stos con las recorri
das por marcadores proteinicos de peso molecular conoci

do.

Por otra parte, se infectaron 10 borregos con 200
metacercarias por animal, 5 animales se dejaron como tes
tigos sin infectar y se tomaron muestras de suero antes
de infectar y en las semanas 2,4,6,8 y 10 postinfeccién.
El suero de estos animales fue utilizado para estudiar
la dindmica de la respuesta de anticuerpos medida por'
distintas pruebas serolfgicas (hemoaglutinacién pasiva,
difusi6n doble, contrainmunoelectroforesis, inmunoelec

troforesis e inmunoensayo en capa delgada).
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Para determinar cufiles de los componentes del AS y

" AM son antigénicos, supesomolecular y como van aparecien
do durante la infeccién los distintos componentes, se
aplicé el método de inmunoelectrotransferencia, que con
sisti6 en transferir el corrimiento de los antigenos en
geles de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa, poste
riormente se incub6 con el suero de'los borregos y des
pués con un conjugado de 1gG de conejo anti 1gG de ovino
acoplado a peroxidasa que fue preparado previamente. Pa

ra revelar las bandas se utiliz6 diaminobencidina.
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3.1. Preparaci6n de antfgenos de Fasciola hepatica,

(Bautista y Morilla, 1981).

3.1.1. Soluciones

a) Solucifn salina amortiguadora de fosfatos (PBS),

pH 7.2.

Na H, PO, 2,585 g

Na, HPO, 7.98 g

Na Cl 4,25 g

Hy0 destilada c.b.p. 1000 ml

b) Solucién de Hedon-Fleig
Na Cloviviuiinaneviscorennasans 1.0
K Cliceieiesnrsrnosaeensevaes 0.3
*Ca Clz....................... 0.1
N? HCOS...................‘... 1.5
Na2 HPO4 12 H20............... 0.5
Mg 504 7 HZO.................. 0.3

@ ®m g || m o«

GlUCOS&. . evvevinrsrenssenesaes 1.0 g

Agua destilada.........cv000as 1 000 ml

Filtrar por Millipore (0.224) y guardar en un frasco con

con tapén de rosca a 4°C.

* Para evitar la precipitacién del Ca Clz, disolverlo
primero en un poco de agua y afiadir luego el resto

de la solucién.
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3.1.2. Antfgeno Somitico (AS).

a)

b)

c)

d}

e)

f)

g}

h}

i)

D]

Obtener las fasciolas de hfgados infectados de bovino.

Lavar con solucifn salina isot6nica, hasta que se

observe claro el sobrenadante.
Lavar con agua destilada.
Congelar a -70°C.

Liofilizar.

Triturar los par&sitos en un morteroc en bafio de

hielo, hasta formar un polvo.

Pesar 10 g de polvo y suspender en 50 ml de PBS
pH 7.2, agitando.

Dejar con agitacién lenta (con un rotor magnético)

por 24 horas.
Centrifugar a 3000 r p m, 15 minutos a 4°C.

El sobrenadante se filtra por Millipore de 0.22 u,

recolectando en un tubo estéril.
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k) Dividir en alicuotas. Determinar proteina y

congelar a-70°C, hasta su empleo.
3.1.3. Antigenc excretorio-secretorio o metab6lico (AM).
a) Colectar las fasciolas vivas en PBS pH 7.2 estéril.
b) Lavar seis veces con PBS pll 7.2 estéril.

¢) Colocar durante diez minutos en PBS pH 7.2, con

timerosal 1: 10 000.

d) Lavar dos veces con PBS pll 7.2 estéril.

e) Colocar de 20 a 30 fasciolas en un matraz estéril y
solucién de Hedon-Fleig estéril, a razfn de ! mi1/
fasciola. "

f) Incubar durante 24 horas a 37°C en bafio maria.

g) Colectar el sobrenadante en bafio de hielo y centrifu

gar a 8000 r p m, 20 minutos a 4°C.

h) Determinar el contenide de protefna por el método de

Lowry.
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i) Envasar el antigeno en alicuotas y guardar a-70°C,

hasta su uso.
3.2. Determinacifn de proteina (Lowry et al., 1851}

La concentraci6n de protefina de las preparaciones
antigénicas fué estimada por el método colorimétrico de
Lowry et al. (1951), utilizando diluciones de alblmina
sérica bovina como estindares.

3.3. Preparacibn de antisueros anti-AM y anti-AS

Se obtuvieron antisueros en ovinos contra el AS o

AM de Fasciola hepatica, de acuerdo al esquema de inmuni
zacién propuesto por Bautista et al., 1982, El suero
correspondiente a las 15 semanas postinfeccifn, se utili
z6 como suero hiperinmune. Los antisueros fueron alma
cenados en alicuotas y conservados a -20°C.

3.4, Animales

Se utilizaron 15 borregos de la raza Tabasco, 10 de
los cuales fueron infectados oralmente con 200 metacerca
rias/animal, de origen bovino, obtenidos a partir de ca
racoles Lymnaea viator; 5 animales permanecieron como

testigos sin infectar. Se tomaron muestras de suero an
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tes de infectar y a las 2, 4, 6, 8 y 10 semanas postinfec

cién.
3.5. Exdmen coproparasitosc6épico
Se tomaron muestras para llevar a cabo la técnica de

. sedimentacién para detectar la presencia de huevecillos

de Fasciola hepatica, a lo largo del experimento.

3.6. Serologia

Se aplicaron diferentes pruebas serolfgicas, utili

zando el suero de las distintas semanas de infeccién.

3.6.1. Difusi6n doble en agar (DD)

Se utilizaron geles de agar noble al 1% en solucién
salina amortiguadora dc¢ fosfatos, pH 7.2, con 10% de NaCl,

segln la modificaci6n de Van Tiggele (1978).

3.6.2. Contrainmunoelectroforesis (CIE)

Se siguid la técnica yadescrita (Arriaga et al.,
© 1983), utilizando geles de agar noble al 1.2V en solucién
salina amortiguadora de barbituratos, pH 8.6, fuerza iéni

ca 0.05.
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3,6.3, Hemeogglutinacibn pasiva (HP)

Se tleevf @ cabo el m#&todo descrito por Bautista y
Morilla (12981) . Se utili zaron gl6ébulos rojos de borre
go tratad=s con Acido timdco y sensibilizados con cada
uno de los antigenos. C(om los sueros se hicieron dilu
ciones dob“Los seriadas. Se consideraron positivos los

que aglutimagron hasta Is dilucién 1:32 o mayor.
3.6.4, Imwmanemnsayo en cmpa delgada (ICD)

~ Se w=xliz8 la técnica descrita por Gémez, Arriaga
y Morilla :(1979). Se hicderon diluciones dobles seria
das de los siexos y se cormsiderS positivo a un suero,

cuando forrmmaba una gota v-3sible en la dilucidn 1:8.

3.6.5. Imwmancelectroforesis (1EF).

Pars eel estudio immrcoelectroforético se siguif el
método desecrito en Bautis®a y Morilla, 1981. El buffer
utilizadoe +£ue de barbituratos 0.1 M, pH 8.6, en el cual
se preparimx las placas il 1§, Se aplicaron 6 m A/lamini

11la, duraiteo 9O ninutos,
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3.7. Inmunoelectroforesis cruzada (IEC)

Con el fin de determinar las proporciones 6ptimas
de antigeno y anticuerpo a utilizar en la prueba de in
munoelectroforesis cruzada, fue necesario establecer pri

meramente la técnica de electroinmunodifusién.

3.7.1. Electroinmunodifusién (EID). Técnica de rocket,

(Laurell, 1966).
3.7.1.1. Reactivos

a) Suero
b) Antisuero
c) Buffer Tris-Borato pH 8.6. Para su preparacifn se

requiere pesar:

27.7 g de 2 ~amino- Zhidroximetil-1,3 propanodiol
(Tris).

7.6 g de fcido bérico

1.8 g de EDTA sal dis6dica dihidrato

Afiadir 800 ml de agua destilada. Disolver.

Afiadir 50 mlde. merthiolate 1:1000. Llevar a 1 1, con

agua destilada.
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d) Diluyente para copolimerizar

A 50 ml de barbital sédico 0.2 M, afiadir 27.5 ml de
HCL o.2M y 0.4 ml de glutaraldehido al 50% w/w. Di

luir a 200 ml con agua destilada, Alamacenar a 2-8°C.
e) Gel de agarosa al 1% en Tris-borato,

3.7.1.2. Determinacién de la diluci6n de antisuero ade

cuado.

Se usaron laminillas con 3 ml de mezcla antisucro-aga

rosa, mantenida a 56°C,preparadas por el método siguiente:

a) Marcar 4 tubos de 13x100 con: AM 1:5, AM 1:10, AM 1:20
y AS 1;30. En el primer tubo de cada serie pipetear
4 ml, en el segundo 9 ml, en ¢l tercero, 2.5 ml y en
el cuarto, 3 ml de agarosa al 1% en tris-borato. Co

locarlos en un bafio de agua a 56°C.

b) Afladir al primero y segundo tubos de cada serie un ml
del antisuero anti AM o anti AS respectivo, precalen

tado a 56°C.

c) Pipetear 2.5 ml de la mezcla del segundo tubo al ter

cero. Mezclar.



d)

e)

fi

g)

h)

i

L)

o
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Pipetear 1.5 ml del segundo tubo al cuarto tubo. Mez

clar. Mantener todos los tubos a $6°C.

Marcar 8 laminillas con:AM 1:5, AM 1:70, AM 1:20, AM
1:30, AS 1:5, AS 1:10, AS 1:20 y AS 1:30. Pipetear 3
ml del tubo de ensayo correspondiente, con una pipeta

precalentada. Evitar la formacién de burbujas de airec.

Dejar solidificar las placas durante 20 minutos. Las

placas se pueden guardar en cfmara hGmeda a 2-8°C.

Perforar dos hoyitos en el gel. Eliminar el cilindro
de agarosa con pipeta Pasteur, conectada a una bomba

de vacfo.

Hacer distintas diluciones de antigeno con el diluyen

te de glutaraldehido. -

Después de 30 minutos exactamente, a temperatura am

biente, seguir con j.

Llenar los pozos. Empezar la electroforesis ripidamen

te.

Colocar las placas en la cimara de electroforesis, de
tal modo que los pozos estén colocados cerca del cito

do. Se aplican 6 m A/placa, durante 2 horas.
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3.7.2. Inmunoelectroforesis cruzada (1EC). (Hillyer y

a)

b}

c)

d)

Cervoni, 1978).

Preparar agarosa para la electroforesis en la primera
dimensifn. Se usa agarosa al 1% cn buffer para inmuno
electroforesis. Sec funde por calentamiento, reponien

do el agua que se pierde por evaporacién.

En una placa de 7.5 x 10 cm, colocar agar de impregna

cién (agarosa al 1%). Vertir 3 ml de agarosa al 1% y

' dejar solidificar 20 minutos. Perforar un hoyito en

-

un extremo.

Colocar la placa en cl aparato de clectroforesis. De
positar el antfgeno. El hoyito debe quedar cercano
al citodo. Colocar las mechas entre el buffer y las

placas. Correr con 7 mA/placa, durante 90 minutos.

Hacer una dilucién de anticuerpo en agarosa al 1% (pre
determinado por electroinmunodifusién). Llenar el res
to de 1la placa de modo que no se¢ formen burbujas, (fi
gura). Al solidificar este gel, hacer la electrofore
sis en segunda dimensién (en &ngulos rectos a la di
recci6n de la primera electroforesis). Aplicar 300

V, durante 2 horas,
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+

8

ot e w— 9 ml de mezcla Ac-agarosa
O

)

gl ~—

w

o

g ° Imld

N -— 3m e agarosa al 1%

7.5 ¢cm
la, dimensidén

3.8. Preparaci6n de geles y muestras para electroforesis

en poliacrilamida (PAGE) (Laemmli, 1970).
3.8.1. Soluciones
a) Acrilamida - Bis.' Solucién stock.
Nota: NeurotSxico. Usar guantes. Usar propipeta.

30 g acrilamida recristalizada

0.8 g Bis - acrilamida (Bio-Rad).

Colocar ambas substancias en un vaso de precipitades
de 100 ml. Disolver en 60 ml de agua bidestilada,
con calentamiento suave en un bafio a 37°C y agitacién

con barrita de vidrio.

Cuando se haya disuelto, completar a 100 ml en una

probeta de 100 ml.



b)

c)
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Filtrar por Whatman No. !, directamente cn una botella

estéril, para su almacenaje.
Guardar a 4°C.
Tris 1.5 M, pH 8.8. Buffer para el gel inferior.

Colocar 90.9 g de tris en un vaso de precipitados de
500 ml. Disclver en agua bidestilada 400 ml, con agi
tador magnético (asegurarse que el magneto esté lim

pio),

Usando un potencidémetro, (calibrado con un esténdar
de pH 9.0} ajustar el pH de la solucién a pH 8.8 con

HC1 conc., f{afladir gota a gota con pipeta Pasteur).

Cuando el pH sea de 8.8, completar a 500 ml con agua

bidestilada. Guardar a 4°C.
Tris 0.25 M, pH 6.8. Buffer para el gel superior.

15.1 g tris se colocan en un vaso de precipitados de
500 mi. Proceder come en b excepto que el pH se ajus
ta a 6.8. Volumen final 500 ml. Guardar en refrige

rador.
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d)} Dodecil sulfato de sodio al 10% (SDS).

e)

100 g SDS en probeta de 1 1,

Tratar de no respirar el polvo, porque hace toser.
Afiadir agua destilada hasta 1 1, lentamente para no
hacer mucha espuma. Colocar en bafio de agua a 37°C.
Cuando todo esté disuelto, revisar si se tiecne 1 1
de solucién. Colocar en frasco de reactivo y almace

nar a temperatura ambiente.

Buffer de muestra utilizado para los marcadores de

peso molecular.

En un frasquito de 15 ml. hacer la mezcla siguiente:

2.0 ml SDS 10%

2.5 ml Tris 0.25 M, pH 6.8

1.0 m1 Sacarosa al 80% (0.8 g sacarosa/ml)
0.5 ml Azul de bromofenol al 0.2%

4.0 ml Agua bidestilada

Guardar a 4°C.

f) Solvente para muestras.



En un frasco pequefio colocar:

2.5 ml Tris 0.25 M, pH 6.8
1.0 ml SDS al 10%
5.0 ml Glicerol

pequefia cantidad de rojo de fenol o azul de bromo

[

fenol.

1.5 ml Hy0 bidestilada
g) Buffer de corrida.

28.8 g Glicina .

6.0 g Tris
20 ml SDS al 10%

Disolver la glicina y el tris en t 800 ml de agua,
afiadir 20 ml de SDS al 103, completar a 1 1, con

agua bidestilada.

3.8.2. Montaje del aparato y preparacién de geles.

a) ,Frotar las caras internas de las placas de vidrio con

etanol.

b) Ensamblar las placas de vidrio en el aparato y pro

bar que no haya fugas.
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c) Colocar el peine entre las dos placas de vidrio y se
fialar sobre el vidrio exterior, el punto que diste 1
cm a partir del extremo del peine. Retirar el peine.

d) Nivelar el aparato.

e) Preparar el gel inferior (separador).

Para una placa!

3.75 ml Tris 1.5 M, pH 8.8
6.1 ml Agua bidestilada
5.0 ml Stock acrilamida/Bis

Desgasificar por § minutos, Afladir lo siguiente a

lo anterior y usar inmediatamente,

150 4l SDS al 10%

150 41 Persulfato de amonio (75 mg/1 ml)

10 41 TEMED N, N, N, ' - Tetrametil cti
lenediamina.

Lo anterior es para un gel a 10%.

f) Utilizando una pipeta de boca ancha, hacer que el gel



g)

h)
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inferior resbale por una de las paredes laterales-entre
las dos placas de vidrio-, hasta llegar a la marca sefia
lada en el paso c.

Rociar inmediatamente la superficie del gel con alcohol

isopropilico.

Remover el alcohol isopropilico cuando polimerice el

gel.

Preparar el gel superior (condensador).

Para una placa:

3.75 ml1 Tris 0.25 M, pH 6.8
9.6 ml Agua bidestilada
1.5 ml Stock de acrilamida/Bis

Desgasificar 5 minutos, Afladir lo siguiente a lo an

terior y usar inmediatamente.

150 41 SDS al 104
150 41 Persulfato de amonio (75 mg/ml)
10 ul TEMED

Con una pipeta serolégica de 10 ml, poner el gel supe

rior o condensador, en la misma forma que el gel infe
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k)

1)

m)

110.

rior o separador, hasta alcanzar aproximadamente el
principio de la banda blanca horizontal que se encuen
tra en la cémara, de electroforesls vertical, marca -
Gelman.

Colocar inmediatamente el peine entre las dos placas

de vidrio, introducifndolo en posicibn inclinada.

Preparar el buffer de corrida, mientras el gel polime

riza.

Cuando el gel haya polimerizado, desmontar las bases
sujetas a la cémara con tornillos y colocar dicha c§

mara en la cémara mayor, en un lugar nivelado.

Vertir el buffer de corrida hasta cubrir completamente
el gel condensador. Retirar el peine en posicién incli

nada, cuidadosamente.

Vertir el buffer de corrida en la climara grande hasta

que rebase en 1 cm el borde inferior de las placas de

vidrio.

3.8.3. Preparacifn de muestras

a)

Agregar a la muestra problema, una cantidad de solvente

que guarde relacién solvente/muestra de 1:5.
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Para los marcadores de peso molecular se utilizan 241

de soluci6n de marcadores + 50/‘1 de buffer de muestra.
b) Para muestras reducidas, agregar 10 «1 de/S-mercapto-
etanol o 10 41 de ditiotreitol 0.1 M, por cada 10 .l
de muestra.
c) Poner las muestras en agua hirviendo durante 2 minutos.
d) Aplicar las muestras en el gel.

3.8.4, Corrida

a) Retirar las burbujas que se encuentran en el borde in

ferior.,

b) Tapar la cimara mayor.

¢) Conectar 1a cfmara a la fuente de poder.

d) Ajustar la corriente de la fuente de poder, usando 1.5
amp, por cada carril que tenga el gel, o bien, 25 V to
da la noche.

e) Encender la fuente de poder.

f) Procurar que durante la corrida no haya burbujas.
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3.9, Tincibn de geles de poliacrilamida.
3.9.1. Con azul de Coomassie.
Reactivo.

Pesar 2 g de azul de coomassie y disolver en 1000

ml de metanol al 50%.

Agregar 70 ml de &cido ac&tico concentrado, a la sg

lucién anterior.

Filtrar por papel filtro, directamente en una bote

1la de reactivo.
Tincién.

Dejar tefiir el gel durante 1 hora con agitacién cons

tante.

Para destefiir usar fcido acftico al 7%{-Metanol al

308,

3.9.2. Tincibén de protefnas en geles de poliacrilamida con

nitrato de plata (Wray et al., 1981).




Este método es sensible a proteinas a nivel de nang

gramos. Puede

usarse antes o después de 1a tincién con

azul de Coomassie.

3.9.2.1. Procedimiento

a) Poner el gel en metanol al 50%, cuando menos 24 horas

b)

antes de tefiir, con dos cambios (cuando menos). Entre

estos cambios lavar al menos una vez con agua bidesti

lada durante 2 horas (con 2 - 3 cambios).

Preparar la

Solucién A:

Solucibn B:

Sclucién C:

tincién. Soluci&nC.

Disolver 0.8 g de Ag NO; en 4 ml de agua
bidestilada.

Mezclar 21 ml de hidréxido de sodio al
0.36% y 1.4 ml de amoniaco 1fquido al 25%,

Agregar la solucifn A a gotas a la solu .
cién B con agitacién constante. Llevar
a 100 m1 con agua bidestilada. 'La solu

cién C debe ser usada antes de 5 minutos.

c) Tefiir el gel en la solucibn C, por.20 minutos con agi

taci6n constante y suave.



d)

e)

£)

g)

h}
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Lavar el gel con agua bidestilada con la misma agita

cién usada en el paso anterior, por 5 minutos.
Preparar el revelador, Solucién D.

Solucién D: Mezclar 2.5 ml de dcido citrico al 1% y
0.25 ml de formaldehido al 38%, llevar a
500 m1 con apua destilada., La soluci6n

debe ser fresca.

Desarrollar la tincifn sumergiendo el gel en solucién
D, hasta que aparezcan las bandas. Las bandas apare
cen generalmente en menos de 10 minutos y rara ve:z

en mis de 15 minutos.

Lavar el gel con agua bidestilada y poner el gel en
dcido acético al 1%, para detener el desarrollo de la

tincién,

Si las bandas de proteinas se ponen muy obscuras, oel

fondo obscurece mucho, se nuede destefiir el gel usando Kodak Fix.

3.10. Preparacibn del conjugado peroxidasa - IgG de conejo

anti - IgG de ovino.
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3.10.1, Preparacibn de anticuerpos.
a) Preparacibn de 1gG de ovino.

Se preéipitaron las Y-globulinas de ovino a partir de
suero, con solucibn saturada de sulfato de amonio al 50%,
siguiendo la técnica descrita por Bautista y Morilla, 1981.
Después de equilibrar la muestra con amortiguador de fos
fatos 0.03 M, pH 7.6 y determinar su contenido de proteina,
se aplic6é en una columna de DEAE-celulosa (2.0 x 30 cm)
equilibrada con el mismo amortiguador. Se midi6 la abso
bancia de los eluatos, a 280 nm. Las fracciones con abso

bancia mayor que 1.0 se reunieron y se concentraron.
b) Preparacibn de IgG de conejo anti IgG de ovino.

Con 1a 1IgG de ovino del inciso anterior, se inmuniza
ron conejos, siguiendo el esquema de inmunizacién marcado

por Bautista y Morilla, 1981.

La IgG fue separada del suero de conejo hiperinmune,
de manera similar al descrito en el inciso a), solamente
que el buffer de la columna fue de fosfato 0.02 M, pH
7.2. Se obtuvieron 77 mg/ml IgC conejo-anti-IgG-ovino

y se ajustd a 5.0 mg/ml para conjugaci6n.'
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3.10.2. Determinacién de la actividad de peroxidasa
(Sigma Chem. Co. Assay data sheet).
Se utilizé la peroxidasa tipo VI lote 23 F-9580 de
Sigma, marcada con una actividad de 275 Unidades/mg s61i

do. Sin embargo fue necesario verificar esta actividad.

a) Se prepar6 la reaccifn siguiente a 20°C.

2.0 m1 pirogalol al 5% (preparada recientemente en
agua)'
1.0 ml HZ 02, 0.147 M (preparada recientemente

diluyendo 1.67 ml de H,
0, al 30% en 100 ml de

agua}

2,0 ml amortiguador de fosfatos pH 6.0, 0.1 M 14.0

ml de agua.

b) Se afladi6 1 ml de solucibn de peroxidasa que contenfa
0.0222 mg enzima/ml (equivalente a 6 unidades de purpu
rogalina/ml fosfatos 0.1 M, pH 6.0).

c) Despufs de 20 segundos exactos a20°Cse afiadi6 un mi de

H,50,2 N para detener la reaccibn.



d)

e)

f)

g)
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Se extrajo 5 veces con porciones de 10 ml de é&ter.
Se diluyen los extractos etéreos combinados a 100

ml con éter.

Se anot6 la densidad 6ptica (D.0) en el espectrofotfme

-tro a 420 nm, usando éter como referencia. EIl proce

so descrito en los incisos a) a e) fué repetide 4 ve

ces. La D.0 promedio fué de 0.053.

Se calculé la actividad con la férmula.

mg purpurogalina/100 ml éter=D.0.420x8.5

Trayectoria de la luz
en cm.

mg purpurogalina/100 ml &ter=.053 x 8.5= 0.4505

1 cm

Unidades por ml de solucién de peroxidasa = mg de

purpurogalina/100 ml &ter.

Unidades por mg= Unidades por ml de sol de peroxidasa

mg de peroxidasa por ml (paso b)

Unidades por mg=4.4505 unidades por ml=20,29 Unidades

0.0222 mg peroxidasa/por nmg.

ml
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La actividad de la enzima bajé 13 veces.

3.10.3. Preparacién del conjugado conperoxidasa (Avramg

as 1972; Kuhlmann et al., 1974).

a) Disolver 10 mg de peroxidasa en 0.2 ml de solucién de
glutaraldehido al 1% en amortiguador de fosfatos 0.1
M, pH 6.8,

b) Dejar la preparacién por 18 horas a temperatura ambien

te.

¢) Filtrar por Sephadex G 25 (columna de 0.9 x 30 cm)
equilibrada con Na C1 0.15 M. Las fracciones con co
loraci6n café&, que contienen la peroxidasa, se juntan

y si es necesario se concentran a 1ml.

d) Afiadir 'a la solucién de peroxidasa, 1 ml con 5 mg de

Ig G, previamente dializado contra Na Cl 0,15 M.

e) Aiiadir 0.1 ml de buffer de carbonato - bicarbonato 1

M, pH 9.5,
£) Incubar 24 horas a 4°C.

g) Afladir 0.1 ml de solucién de lisina 1 M, pli 7.0, De .

jar reaccionar por 2 horas.
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h) Dializar contra PBS.

i) Filtrar por Millipore de 0.2/4 .

j) Afiadir el 50% del volumen de glicerol.

k) Envasar en pequefias cantidades. Mantencr.a-20°c.

3.10.4. Titulaci6n del conjugado por la técnica de Dot
ELISA (Pappas et al., 1983,1984),

3.10.4.1. Soluciones:

a) TBS (sol. salina aﬁortiguadu con trietanolamina) pH

7.5.

7.5 g Na C1

2.8 ml N(CH2 cH, OH)3
17.0 ml HCL 1IN

0.1 g Mg Cl, * 6 H,0
0.02 g CaCl, " 6 1,0

Agua destilada c.b.p 1000 ml,
b) BSA al 5% en TBS pH 7.5.

c) Tween 20 al 0.05%.
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d) Suero ovino cuyo contenido de proteina sca conocido.

e) Sustrato de la enzima. Disolver 5 mg. de diaminoben
zidina tetracloruro en 10 ni de TBS, afiadir 0.1 ml de

HZOZ al 3%.

3.10.4.2. Técnica.

a) Se cortaron circulos de 0.5 cm de difimetro, de papel

de nitrocelulosa (Millipore de O.ZZ/u).

b} Se colocé en cada disco 1 ul de suero ovino diluide

1:100, para tener entre 0.1-1 mg/ml.

¢) Se secd el papel para estabilizar la unién, en estufa

a 56°C, 30 minutos.

d) Se dej6 que el papel llegara a temperatura ambicnte.
Se guardé a - 20°C, asf pudo almacenarse unas 2 sema

nas.

e) Al llegar a temperatura ambiente, se colocaron los
discos en una placa de microtitulacién de fondo pla

no.




£)

g)

h)

i)

i)

k)
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Se probaron 2 bloqucadores distintos: BSA al 5% en TBS
y Tween 20 al 0.05% en TBS. Sc afladieron 150 4«1 de

sol., bloqueadora/pozo. Se dej6 agitando 15 minutos.

Se aspir6 la solucién de bloquco.

Se hicieron diluciones dobles de conjugado en sol.
bloqueadora. Se afadieron 150 4 1 de dilucidn en cg

da pozo. Se agité a temperatura ambiente por 1 hora.

Se lavé en 3 cambios de Tween 20 al 0.05% en TBS, con
agitaci6én. Lla Gltima lavada se dej6é t0 minutos antes

de aspirarse.

Desarrolleo de color con diaminobenzidina. Se. afladig
ron 150 4l del sustrato por pozo. Se deja rcaccionar
30 minutos y se lava con TBS primero y después con

H,0. Se deja secar y se almacena en la oscuridad,

Se obtuvieron mejores resultados con el Tween 20 al
0.05% en TBS, como bloqueador. Como tftulo del conju
gado se consideré como la Gltima dilucibn en que se ob
serva mancha café cn el disco de papel. Debido a la
baja actividad enzimftica, sc obtuvieron titulos bajos

{1:160} en los conjugados prcparadoir



3.11. Inmunoelectrotransferencia (IET) (Towbin
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t al.,

1979; Burnette, 1981).

3.11.1, Materiales.

a)

b)

<)

d)

e)

Cimara para destincidén electroforética y fuente de

poder (Bio Rad Laboratories Modelo 1 200 A).

Papel de nitrocelulosa (PNC) (S &S, BA 85 R 597),

con tamafio de poro de 0.45 um. Papel Whatman.

Caja de lavado, con carriles de 1.4 x 15 cm, para acg

modar tubos de ensayo.

Ligando detector: conjugado de peroxidasa - IgG de

conejo anti IgG de ovino.
Soluciones amortiguadoras.

Para transferencia: 25 m M Tris, 192 m M glicina, me

tanol (20% v/v), pH 8.3, Preparar 2 litros.

Para bloqueo y diluciones. PBS - Tween. PBS pH 7.5

con Tween 20 (0.05% v/v).
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f) Revelador. Sustrato de la enzima: diaminobenzidina.
Preparado como en la técnica de titulacién de conju

gado.

3.11.2. Procedimiento para transferir proteinas al papel

de nitrocelulosa (PNC).
3.11.2.1. Preparacién del gel para eliminar hinchamiento.
a) Detener la electroforesis cuando el colorante usado
como marcador llegue a 1 cm por arriba de la base del

gel.

b} Incubar el gel en amortiguador de transferencia, du

rante 2 perfiodos de 30 minutos.
¢) Durante ¢l segundo periodo anterior, preparar el PNC,
3.11.2.2. Preparaci6n del PNC (utilizar guantes),
a) Cortar el PNC ligeramente mayor que el ggl.
b) Empapar el PNC con agua destilada y dejarlo 5 minutos.

c) Equilibrar el PNC en amortiguado} de transferencia

por 15 minutos.
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3.11.2.3. Formacién del "emparedado" (Fig. 4).

a)

b}

c)

d)

e)

Humedecer 6 hojas de papel Whatman (del tamaiio del
gel) en amortiguador de transferencia. En este mo
mento, cortar del gel el carril con los marcadores y

tefiir con azul de Coomassie y/o nitrato de plata.
Recoger el gel con 3 hojas de papel Whatman.

i) Procurar que no haya burbujas entre papel y gel.
ii) Colocar la unidad papel-gel sobre una fibra
Scotch-Brite, de manera que la fibra quede en

contacto con el papel.

Sobre el gel, colocar el PNC (la cara brillosa del
PNC debe de quedar hacia el papel filtro), evitando

el atrapar burbujas.

Completar el emparedado, adosando las otras 3 capas
de hojas de papel filtro y enseguida, la segunda fi
bra de Scoth-Brite, fijar con ligas. Yuxtaponer

las rejillas al emparedado.

Colocar el emparedado en la cémara, llena de amortigua
dor de transferencia. Verificar que cl gel esté oricn

tado hacia el cdtodo y el PNC hacia el &nodo.



Figura 4

REJILLA ANODIKCA

< ) COJINETE

PAPEL FILIRO

NITROCELULOSA
GEL DE POLIACRILAMIDA

PAPEL FILTRO

- COJINETE

—REJILLA CATODICA

FORMACION DEL EMPAREDADOQ PARA LA TRANSFERENCIA A NITROCELULOSA
BUFFER : TRIS 25 mM, GLICINA 192 mM, METANOL AL 20%, pH 8.3
CORRIENTE : 125 mA DURANTE 24 HORAS,

$25,
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3,11.2.4, @uns ferencia

lara transferir ecytamte la noche, 10-16 ho
ras, se pue=d hacer con 125n A En perfodos menores de

6 horas corm 120 m A,

3.11.2.5, Ems caramiento do =siti ©s de unién de protef

t al., 1982).

s en el PNC {Batteeipex

a) Incubar ¢l PNC en PBS-Tweexm (Ploqueador) a 37°C por 1

hora, h=aclerrdo un cambio dee so Tucifn a los 30 minutos.

b) Cortar =1PINC en tiras de 80,5 <m. Conservar en refri

geracifrm e 1la solucibén b“luueadora.

c) Cortar vanpedazo de PNC y vrelixlo con negro de amido,
para ver= tmo se efectud lzatransferencia. También

tefiir ¢B gl con azul de (comssie.

3.11.3. Det—owi 6n inmunologicemd 1as protefnas transferi

diss,

a) Diluciér= propiada del primmer Ligando (ya sea suero
de ovine> inf ectado o conttcol), aproximadamente 1:75

en amort—iguador de PBS-Twee=n,
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b) Incubar las tiras de PNC con el primer ligando, du
rante 90 minutos a 22°C, manteniendo la caja en agi

taci6én constante o por la noche a 4°C.

e¢) Lavar las tiras de PNC cuatro veces con PBS-Tween

(20 minutos cada uno).

d) Incubar las tiras de PNC (a 22°C por 1 hora) con el
segundo anticuerpo peroxidasa-IgG de conejo-anti IgG
de ovino dilufda 1:150 en PBS-Tween, con agitacién

constante, o toda la noche a 4°C.

e) Lavar cuatro veces con PBS-Tween (20 minutos cada

uno) o durante la noche a 4°C con 3 cambios.

f) Finalmente sccar las tiras en papel filtro y adicio
nar el sustrato de la enzima. Se agregan 2 ml de¢

solucién de sustrato a cada tira.
Desarrollar el color por 10-20 minutos. Lavar con
agua destilada. Secar en papel filtro. Guardar pro

tegiendo de la luz para evitar que se borren.

3.11.4. Tincién para papel de nitrocelulosa.
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a) Preparacién del negro de amido.

Negro de amido 6.1%

Metanol ' 5.0%
Acido acético 10.0%

b) Tincién.

Tefiir en esta solucién 5 minutos. Enjuagar con una
soluci6n de metanol al 5% - 4dcido acético al 104,

durante 10-15 minutos. Lavar con agua.



4, Resultados
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4.1. Caracterizaci6n antigénicn‘del AS y AM de Fasciola

hepatica adulta.

El AS que se utilizé en este trabajo tuvo un conteni
do de proteina de 22 mg/ml. El AM contenfa 3.1 mg/ml de

proteina.

El perfil antigénico del AS y AM fué obtenido por in
munoelectroforesis (IEF)’y por inmunoelectroforesis cruza
da (IEC), con sueros hiperinmunes de ovino contra estos
antigenos. El AS mostré 6 lineas de precipitacién en IEF
con el suero de ovino anti-AS, en tanto que con el suero
de ovino anti-AM, pudieron observarse 9 lineas (Fig. § A
y B). Esto contrasta con lo obtenido con el AM, que con
el suero de ovino anti-AS form6 Gnicamente 3 lineas de pre
cipitacibn, pero con el antisuero anti-AM, pudieron detec

tarse 10 lineas de precipitacién (Fig. 5 A y B).

Las concentraciones de antigeno y antisuero con que
se trabajo la IEC fueron determinadas por electroinmung
difusién (EID) de Laurell (Fig. 6). Para AM, se pro
baron las diluciones 1:5 (0.6 mg/ml de proteina y 1:2
(1.5 mg/ml). Para AS, se ensayaron las diluciones
1:5 (4.4 mg/ml), 1:10 (2.2 wmg/ml, 1:20 (1.1 mg/

ml y 1:40 (0.58 mg/ml). Las diluciones de antisuero para



Figura §
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lnmunoélectrofﬁresis de los antfgenos somfticc (AS) y
metab6lico (AM) de Fasciola hepatica,
A: Suecro de ovino hiperinmune anti-AM
B! Suero de ovino hiperinmune anti-AS
Ovino anti ) |
2 5 T T~
L) 4 \6
AS
6
lw
[ | Ovino anti AS |




©) nnt] A3
118 1
1 A9

shi
A

Aot anti awl:

181, 120

Agr oA L
PR L




133.

anti-AS y anti-AM fueron 1:5, 1:10, 1:20 y 1:30. Las
concentraciones 6ptimas para AS fueron: antigeno 1:10 y
anticuerpo 1:10. Para AM, antigeno 1:2 y anticuerpo

1:10.

Los resultados de IEC se muestran en las figuras 7
y 8. El AS presentd lineas de precipitacidén con el sue
ro ovino anti AS y 20 lineas de precipitaci6n con el
suero anti-AM, por otra parte, con el AM se pudieron ob

servar 20 lineas con el anti-AM y 13 con anti-AS.

Por otro lado, la técnica de electroforesis en gel
de poliacrilamida (PAGE), permiti6 obtener una imagen
mas completa del espectro antigénico, ya que se pudo de
terminar el niimero de componentes presentes en el AS y
AM. El peso molecular de cada componente, se obtuvo al
interpolar la distancia recorrida por cada uno de ellos
en una curva esténdar en la cual, se¢ grafican las dis
tancias recorridas por marcadores protefnicos de peso
molecular conocido, contra el logaritmo del peso molecu

lar (Fig. 9 y 10).

En la figura 171 se muestran los patrones electrofo
réticos en PAGE, obtenidos con el AS y AM. Es importan

te considerar la sensibilidad del método de tinci6n de
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Inmunoelectroforesis cruzada con los antigenos de Fasciola
hepatica y antisueros de ovino. (esquema).

A: AS-ovino hiperinmune anti AS

C:AM-ovino hiperinmune anti AS

+

B:AM-ovino hiperinmune anti AM

,DiAS-ovino hiperinmunc anti AM
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“AM AS - ASd.

Figura 11. Patrones electroforéticos en gel de polia
crilamida obtenidos con los antigenos (AS y AM) de Fas-
ciola hepatica. AS: antigeno somidtico; ASd antigeno
somdtico deslipidizado; AM: uantigeno metabdlico; BSA:
albéimina sérica bovina; M: Marcadores dec¢ peso molecular.
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geles, que se efe;tﬁe para identificar las bandas. En
la figura 12 se encuentra que con la tincifn azul de Coo
masie, se detectaron un total de 29 bandas en el AS, pe
ro cuando la tincidn se efectud con nitrato de plata,
que es sensible a nanogramos de protefina, fue posible
observar 48 bandas. Las bandas mis abundantes y comunes
son las que tienen pecsos moleculares de 97, 85, §5, 52,

31-32, 25-26, 21, 20 y 13 Kd.

En la figura 13 se encuentran esquemas de los resul
tados obtenidos con el AM en PAGE. Al tefiir con azul de
Comasie, es posible contar 21 bandas con impregnacién ar
géntica este nfimero se eleva a 23 bandas. Es notorio que
en la zona de alto peso molecular, aparece una banda Gni
ca de peso molecular de 135 kd; aparentemente los compg
nentes del AM, poseen pesos moleculares menores a 81 Kd.
Las bandas mis abundantes y comunes corresponden a aque
llas con pesos moleculares de 54, 48-49, 32-34, 24-25,
20-21 y 14 Kd.

Por inmunoelectrotransferencia (IET); se encontréd
que de los 48 componentes del AS, el animal hiperinmune
anti-AS reconocié 28, en tanto que de los 23 componentes

del AM, el ovino hiperinmune anti-AM detectS 19 (Fig.14).
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FIGURA 13

ESPECTRO MTIOENICO DEL AM DETERMINADO POR ELECTROFORESIS
EL POLIACRILAMIDA
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FIGURA 14
BANDAS RECONOCIDAS POR OVINOS HIPERINMUNES ANTIAS Y ANTI-AM
EN LA PRUEBA DE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

p.m, {kd}

p.m. {kd}
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4.2. Desarrollo de la respuesta inmune en ovinos hacia

el AS y AM de Fasciola hepatica, medida por distin

tas pruebas serolfgicas.

Para estudiar el desarrollo de la respuesta inmune
se infectaron 10 borregos con 200 metacercarias cada uno,
5 ovinos se dejaron como testigos sin infectar. Por me
dio del eximen coproparasitosc6pico, se comprobd que los
animales infectados empezaron a excretar huevecillos, en
la décima semana postinfeccién (p.i.); 2 animales excre
taron huevecillos desde la octava semana p.i. y un borre

go no excreté huevecillos.

En la figura 15 se muestra la variaci6n con el tiem
po de infeccibn del porcentaje de ovinos positivos a Fas-
ciola hepatica en distintas pruebas serolégicas, al utili
zar AS. Con la prueba de inmunoensayo en capa delgada
(ICD), hube 90% de animales positives a partir de la se
gunda semana p.i,, este porcentaje se elev6 a 100% a par
tir de la cuarta semana p.i., La contrainmunoelectrofore
sis (CIE), detectS 40% de positivos en la semana 4, este
porcentaje ascendié hasta llegar a 100% en la semana 8,
Con la prueba de difusién doble (DD) se obtuve 90% ae po
sitivos en la semana 4, este porcentaje se mantuvo hasta

la semana 8 y después disminuy6 a 50% en la semana 10.
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Por hemoaglutinaci6én pasiva (HP), se detect6é 10% de posi
tivos en la semana 4, este porcentaje se elevé y en la
semana 8 alcanz6 un mdximo de 45% positivos, que en la
semana 10 descendif a 33.3% de ovinos positivos. La prue
ba de inmunoelectroforesis (IEF), comenz6 a detectar 1i
neas de precipitacién con ¢l AS, en el 224 de los anima
les en la semana 4, en la semana 6, el porcentajc se cle
v6 a 80% y en las semanas 8 y 10 p.i., este porcentaje

fué de 85.7%.

Cuando se utilizé AM en la serologfia, la primera
prucba en detectar 901 se ovinos positivos en la semana
2, fué también ICD, el porcentaje ascendié a 100% en la
semana 4 y se mantuvo en las semanas siguientes (Fig.16).
La técnica de CIE detect6 40% de animales positivos en
la semana 4, el porcentaje ascendié a 90% e¢n la semana 6,
disminuy6 ligeramente en la semana 8 y en la semana 10 se
obtuvo 66% de ﬁositivos. La prueba de DD, permitib detec
tar 10% de positivos en la semana 2, los valores fueron
ascendiendo hasta llegar a un miximo a las 8 semanas, que
baja a 50% en la Gltima semana del experimento. Con la
HP se encontr6 un 30% de positivos en las semanas 4 y 6,
el miximo de positividad logrado con esta prucba fué de
65% en la semana 8, el porcentaje desciende a 50%, en la
semana 10, Por IEF se comenzaron a detectar animales po

sitivos en la semana 4 (33%), 80% de positivos ¢n la se
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mana 6, 1001 de positivos en la semana 8 y 86% en la semg

na 10.

La variacién. de los titulos de anticuerpos obtenidos
con HP, se encuentra en la figura 17. Aunque los tftulos
en general permanecieron bajos durante todo el experimen
to, se observa diferencia entre los animales infectados y
los testigos a partir de la sexta semana p.i.-con AS, y
de la segunda semana p.i. con AM. Si se considera positi
vos tinicamente los sueros con titulos de 1:32 o mayores,
se observa que ninguno de los animales (infectados o testi
gos), fué positivo a la prueba cuando se utilizé AS. Cén

AM 6 de 9 sueros fueron positivos a las 8 semanas p.i.

La‘figura 18 muestra la variacifn de los titulos de
anticuerbos obtenidos con ICD durante las semanas poste
riores a la infecci6n. El comportamiento con ambos an
tigenos es similar. A partir de la semana 2, se encuen
tra un marcado aumento de los tftulos, los cuales alcan
zan valores méximos a partir de la semana 6. En las se
manas 8 y 10, se observé diferencia entre los dos antf
genos. C(Con el AM se obtuvieron tftulos un poco més ele

vados que con ¢l AS.
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4.3. Reconocimiento de antigenos de Fasciola hepatica adulta por el

ovino durante una infecci6n experimental.

El suero de 10 borregos infectados, asf como el de 5 animales
testigos sin infectar, tomando a las distintas semanas postinfeccién,
fué evaluado para estudiar el desarrollo del reconoccimiento de com
ponentes antigénicos por las pruébas de inmunoelectroforesis (IEF) y
por inmunoelectrotransferencia (IET). Con la IEF esto fue evaluado
enumerando las lineas de precipitacin que van aparccicndo cn el trans
curso de la infeccifn. En la figura 19, se puede observar que el nf
mero de lineas va aumentando con respecto al tiempo con ambos antige

nos. No hubo diferencia entre el ntmero de bandas con AS y AM (Fig.19)

En las figuras 20 y 21, se muestran algunos de los patrones de
aparici6n de bandas por IEF durante la infeccién, con los dos antige

nos.

La prueba de IET permitiS determinar el nimero de componentes
antigénicos, asi como su peso molecular y como van apareciendo los
antigenos durante la infecci6n. La figura 22 muestra la dindmica
de reconocimiento de los antigenos de Fasciola hepatica, al uti
lizar la pruecba de IET. Al aumentar el total de bandas a las
distintas semanas p.i., puede notarse (Fig. 22) que se reconocen mis

bandas en el AS que en el AM, el nGmero miximo de bandas

se encuentra en la semana 8 p.i. (26 con AS y 10 con AM)
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FIGURA 20
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Aparicién de lineas de precipitacién hacia el AS o AM
durante una infeccibn experimental por Fasciola hepatica

en ovinos (Animal 51)
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Figura. 21

Aparici6n de 1fneas Je precipitacién hacia el AS o
AM durantc la infeccifn experimental por F. hepatica
en ovinos (animal 32)
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con ambos antfgenos. ELs importante sefalar que los ovi
nos testigos reconocieron un gran nGmero de componentes
de ambos antigenos, sin embargo, a partir de la segunda
semana p.i., se encuentran diferencias entre infectados
y testigos, ya que los primeros reconocen un mayor niime

ro de antigenos de los testigos.

Para su estudio las bandas se dividieron de acuex
do a intervalos de peso melecular. El primer intervalo
comprendi6 a las bandas con un peso molecular superior
a 90 Kd. Con el AS, es notoria 1la diferencia en cuanto
a nlimero de bandas entre animales testigos ¢ infectados,
sobre todo a partir de la semana 6 p.i. La situacién
con ¢l AM, en donde casi no existen bandas en esta zona,
es distinta, y no se observan diferencias entre testi

gos e infectados (Fig. 23).

El segundo intervalo comprende a aquellas bandas
cuyo peso molecular, estd entre 46 y 90 KD (Fig. 24).
Puede notarse que con el AS no existe una diferencia
clara entre ovinos infectados y testigos, en cuanto al
nfimero de bandas que pueden reconocer. Con ¢l AM se cn
cuentran diferencias entre infectados'y testigos, desde
la semana 2 p.i.; los infectados muestran mayor ndmero

de bandas quec los testigos.
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FIG. 24

DINAMICA DE RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS DE FASCIOLA HEPATICA
EN OVIKOS POR INMUNOELECTROTRANSFERENCIA
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El tercer intervalo correspondi a bandas de peso
molecular entre 21 y 46 Kd (Figuras 25 y 26). Con el AS
no se pueden detectar diferencias en cuanto a niimero de
bandas reconocidas por ovinos infectados y testigos duran
te el curso de la infeccién (Fig. 25). En la figura 26
encontramos el patrén de reconocimiento de bandas en cste
mismo intervalo de peso molecular, cuando se cmplca AM,
aqui podemos notar, que aunque no existe una marcada di
ferencia entre los dos grupos de ovinos, se marca con un
as;erisco la presencia de una banda de peso molecular en
tre 23 a 27 Kd, que aumenta de intensidad y grosor con
el tiempo. Esta banda comienza a manifestarse claramen

te a partir de la semana 4 p.i.

El Giltimo intervalo correspondid a las bandas cuyo
peso molecular era menor de 21 Kd. Cuando la IET fue
realizada con AS, se presenta de nucvo la circunstancia
siguiente: no existe marcada diferencia entre ovinos
infectados y testigos, respecto al ndmero dec bandas reco
nocidas, pero a partir de la scmana 4 p.i., una banda de
peso molecular entre 20 y 23 Kd aumenta de intensidad y
grosor con el tiempo en los animales infectados (Fig. 27).
Con ¢l AM no éxiste diferencia entre 1los dos grupos de

animales (Fig. 28).



NUMERO DE BDANDAS

FIG.

25

DINAMICA DE RECONOCIMIENTO DEL AS-DF FascioLA HepaTica FY

OVINOS POR INMUNOELECTROTRAMSFERENCIA

&, BANDAS CON PESO MOLECULAR ENTRE 21 v 46 kp

. AS

= INFECTADOS
—===~= CONTROLES

4

-

L] ¢
SEMANRAS

®

"6S1



NUMERO DOE BANDAS

FIG, 26
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En la serie de fotografias (Fig. 29), se encuentran
los resultados de la IET con el AS. Pucde observarse en
todos los animales infectados, que los antigenos de alto
peso molecular (mayor de 120 Kd), comenzaron a ser reco
nocidos en la semana 4 o 6 p.i. Los antigenos de peso
molecular comprendido entre 87 y 115 Kd pueden reconocer
se solamente en algunas semanas, es decir apareceny
desaparecen en el transcurso de la infeccibén. Las ban
das de 55 a 87 Kd, aumentan en grosor de 1a semana 0 a
la semana 4, posteriormente se hacen tenues. Entre 58-
60 Kd se intensifica una banda en la scmana 2, en algu
nos animales. Una banda de 55 Kd aumenta de grosor e
intensidad de la semana 2 a la scmana 6, posteriormen
te va disminuyendo Entre 20 y 23 Kd va apareciendo
una zona de bandas que aumenta considerablemente su inten

sidad y grosor en el curso de la infecci6n.

En los animales testigos, se reconocieron también
muchos componentes, pero en general, las bandas fueron
mas tenues, aunque hubo algunas bandas que se marcaron
fuertemente en forma persistente en la infeccién., En
estos animales no se observdé ninguna banda que aumenta

ra de grosor y/o intensidad en 1a infeccibn.
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En la serie de fotograffas(Fig. 30), se encuentran
los resultados de la IET con el AM. Existe gran variabi
lidad en cuanto al reconocimiento de los difercntes com
ponentes antigénicos entre los distintos animales. Los
antigenos de alto peso molecular ( > 100 Kd), solumente
son reconocidos por dos animales en la semana 4 o 6 p.i.
Existen bandas que solo se manifiestan durante las sema
nas 0 y 2 p.i., generalmente se ubican en la zona de
55-60 Kd. Otros antigenos son reconocidos en la semana
2,406 p.i. y se van intensificando con el tiempo (40
DK, 36 Kd, 69 Kd 52 Kd). Otras mas aparecen en la sema
na 2 y 4 y después desaparecen (64Kd, en el ovino 62, 37
Kd en el animal 38 etc). Algunas aparecen desde antes
de infectar y se van diluyendo en el transcurso de la in
feccifn. Otras, aparecen en las semanas 8 y 10 como es el

caso de antigenos de 57 Kd en el animal 07.

Llama fuertemente la atenciSn que, a pesar de la
gran variabilidad entre uno y otro animal, todos los anji
males ihféctados presentaron un hecho comfin: el recono
cimiento de una banda que a partir de la semana 2 aumen
ta de intensidad y grosor, en la zona comprendida entre
23-27 Kd. Los antigenos de bajo peso molecular (15-16
Kd), se reconocen en todos los animales durante la infec
cifén, en algunos animales, estas bandas se intensifican

en las semanas 8 o 10 p.i.
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Los animales testigos, reconocen varias bandas del
AM. Hay bandas que permanecen intensas turante todo el
experimento, esto es muy evidente en el animal 352. En
general, puede decirse que se observan bandas multiples
y tenues, solamente resaltan algunas que permanecen cons
tantes. No se observa ninguna banda que aumente de gro

sor y/o intensidad durante la infeccién.
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S.1. Caracterizacidn antigénica del AS y AM de Fasciola

hepatica adulta.

La preparacifn y uso adecuado de un antfgeno satis
factorio es la clave del éxito de cualquier prueba de
diagnéstico que detecte anticuerpos hacia un determinado

organismo. Fasciola hepatica es un parisito complejo

que expone al huésped a un mosaico de antfgenos como
secreciones glandulares, antigenos superficiales y pro
ductos digestivos excretorios. Cada estadio del desa
rrollo del tremdtodo puede tener, por un lado, antigenji
cidad tinica, pero también antigenos comunes a todos los
estadios del ciclo de vida (Thorpe, 1965; Dodd, 1969;
Moore y Halton, 1976; Hanﬁa, 1979, 1980 b; Sandeman y
Howell, 1981; Yoshihara, 1981; Reddington et al., 1984),
de manera que el aislamiento de los antigenos apropia
dos se complica enormemente. Por otra parte, no es fi
cil recuperar todos los estadios del desarrollo del
pardsito, por lo que en muchos estudios, inclufdo es
te trabajo, se escoge la forma adulta del parfsito co
mo fuente de los antigenos AS y AM, por ser fcilmente

recuperable en cantidades importantes y a bajo costo.

El perfil antigénico de ambos antigenos fue obtenj

do por inmunoelectroforesis (IEF), inmunoelectroforesis
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cruzada (IEC) y por inmuncelectrotransferencia (IET)
utilizando sueros hiperinmunes de ovino contra estos
antigenos. E1 AS mostré 6 lineas de precipitacifn en
IEF contra su suero homSlogo y con el suero anti-AM for
mé 9 lineas (figura 5), cabe indicar que el ovinp hiper
inmune fue inmunizado con el AS en adyuvante completo
de Freund, pero posteriormente fue infectado oralmente
con metacercarias, de manera que estuvo en contacto tam
bién con el AM, de ahf que pueda reconocer un mayor nd
mero de componentes en el AM. Una situacifn similar se
presenta con el AM, con el cual el suero ovino anti-AM
reconocié 10 lineas de precipitacién y con el suero ovi
no anti-AS, se detectaron 3 arcos de precipitaci6n. .

Existen lineas comunes a ambos antigenos.

Cuando se utilizé una técnica mas sensible, como
es la IEC (figuras 7 y 8), el AS present§ 17 arcos de
precipitacifn con el suero hiperinmune homflogec y 20
arcos con el suero anti-AM. El1 AM muestra.Z0 arcos
con el suerc hom6logo y 13 con el suerc anti-AS, lo que
apoya la hipStesis que el ovino se mantiene en contac
to con las excrocionesy secreciones del parfisito, de

ahf que forme mas 1fneas de precipitacién con el AM.
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En este punto cabria mencionar que cuando se utili
zan sueros hiperinmunes de otras especies, se obtienen
resultados distintos. Asi al aplicar la prueba de IEF,
en el AS se han detectado nimeros distintos de componen
tes antigénicos, que van de 15, como lo informaron Bji
guet et al., (1962), a 21 o 23 como lo determinaron Gun
dlach, (1971) y Geyer (1967), respectivamente. Tﬁmbién
utilizando suero hiperinmune de conejo y AS en la prue
ba de IEC, Hillyer y Cervoni (1978), se percataron de
la presencia de un conjunto complejo de arcos de preci

pitacién, cuyo ntGmero era superior a 50.

El nﬁmero. peso molecular y abundancia relativa
de los componentes en ambos antigenos fue determinado
por electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE),
quedando manifiesta la alta complejidad de éstos (figu
ras 11,12 y 13). Se encontr§ que tiene importancia la
sensibilidad de la técnica de tincién que se utilice;
ya que con la técnica de impregnacifn argéntica de
Wray et al. (1981) fue posible identificar 48 componen
tes en el AS, a diferencia de Geyer (1967) quién encon
tré 30 componentes c¢n el AS Y DE Movsesijﬁan y Boroje
vi€ (1973), quienes detectaron 14 componentes. Los
componentes mas abundantes y comunes fueron los de pe
so molecular de 97, 85, 55, 82, 31-32, 25-26, 21, 20 y
13 Kd. En el antigeno metab8lico (AM), se observaron

23 bandas con impregnacifn argéntica, a diferencia de
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Movsesijan y Borojevié (1973), quienes encontraron 13
bandas con la técnica de PAGE. Las bandas mas abundan
tes y comunes fueron las de pesos moleculares de 54,
48-49, 32-34, 24-25, 20, 21 y 14 Kd, aproximadamente
las mismas que en el AS, a excepcién de las de mayor
peso molecular, presentes Gnicamente en el AS. Estos
resultados concuerdan con lo informado por Irving y
Howell (1982) guienes encontraron antigenos de 26,24 y
23 Kd y de 62,.42 y 32 Kd, implicados en la formaci6n
de lineas de precipitacifn con suero inmune, en fascio

las inmaduras.

Una vez conocido el espectro antigénico, se deter
miné cuantos y cuales de estos componentes eran recong
cidos por el ovino. Para ello, se aplicé la prueba de
inmunoelectrotransferencia (IET) con los sueros hiper
inmunes de ovino. Asf de los 48 componentes del AS,
el ovino hiperinmunizado identific6 28. De los 23 com
ponenfes del AM, el ovino hiperinmune detect6 19 (figu
ra 14).

5.2. Desarrollo de la respuesta inmune hacia los an

tigenos de Fasciola hepatica adulta.

Los animales infectados empezaron a excretar hueve
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cillos del parfisito en 1la décima semana p.i., este he

cho concuerda con lo informado por Van Tiggele (1978).

Los resultados muestran como la respuesta de anti
cuerpos determinada por las pruebas sérolégicas utili
zadas varfan durante el transcurso de la infeccién ex
perimental y concuerdan con lo informado por Van Tigge

le (1978) y por Ruiz Navarrete et al. (1985).

Puede observarse en las figuras 15 y 16 que co
mienzan a detectarse animales positivos mas tardfameg
te con la prucba de HP, que con las demAs pruebas sero
16gicas. Aunque los titulos permanecieron bajos duran
te todo el experimento, se observa diferencia entre
los animales infectados y los testigos a partir de la
sexta semana p.i. con AS y de la segunda semana p.i.
con AM (figura 17), a diferencia de lo informado por
Van Tiggele (1978) que con la técnica de HP observa
un réipido incremento de los titulos en la segunda se
mana p.i., posiblemente debido a que este autor, utili
28 un nfinero mayor de metacercarias en la infeccién

de los ovinos (500 metacercarias/animal). Asimismo se
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encuentran diferencias con el trabajo de Nijera, quién
también infect8 en forma experimental a los ovinos con
una dosis de 200 metacercarias/animal, pero que observa
elevados titulos de anticuerpos medidos por la técnica
de HP desde la cuarta semana p.i. Sin embargo los re¢
sultados obtenidos en esta tesis, son similares a los
que se obtuvieron en un trabajo anterior (Rufz Navarre
te et al., 1985), las diferencias con otros autores po
drian atribufrse a la utilizaci6n de diferentes prepa

raciones antigénicas.

La prueba de ICD, permite observar la aparici6n de
anticuerpos hacia F. hepatica, desde fases muy tempra
nas de la infeccién (figura 18). Este hecho apoya 1o
informado por GOmez et al. (1981) y por Rufz Navarrete
et al. (1985), quienes demostraron que ICD es una prue
ba de alta sensibilidad y especificidad en el diagnés
tico de la fasciolosis en ovinos y bovinos. Por otro
lado, nuevamente se encuentra que, en general, el AS
y el AM funcionan de manera semejante como lo informan

Arriaga et al, (1983).

5.3. Reconocimiento de antfgenos de Fasciola hepatica
adulta por el ovino, durante la infeccién experi

mental,



175,

Los resultados presentados en l1a figura 19, indican
que con la prueba de IEF, tanto con el AS como con el AM,
el nGmero de lineas de precipitaci6én va aumentando con
respecto al tiempo. Las lfneas de precipitacifn comien
zan a aparecer en la cuarta semana p.i. (figura 15 y 16),
solamente en 2 de 9 animales con AS y en 3 de 9 animales
con AM. A la sexta semana p.i., el 80% de los animales
presentbé lfneas de precipitacién con ambos antigenos en
la prueba de IEF y a las 8 semanas con el AM, todos los
animales infectados presentaron lfneas, en tanto que
con el AS el 861 de los animales fue positivo a esta
prueba; este porcentaje se mantuvo en la décima semana
p.i. con ambos antigenos. Algunas de estas lineas apare
cieron constantemente durante la infeccién (figura 20 y
21). El aumento en el nGmero de lineas se presenta en
forma gradual, de tal manera que en la Gltima semana
del experimento (semana 10) se encuentra el mayor nfime
ro de bandas. A pesar de que el promedic del nfimero de
lineas obtenido con AS fue ligeramente mayor que el obp
teyido con AM, no hubo diferencia entre ambos antige

nos (figura 19), comec lo informa Van Tiggele (1978).

Con la prueba de inmunoelectrotransferencia (IET),
se pudo determinar por un lado, el nfimero de componen
tes antigénicos reconocidos por los ovinos infectados
y testigos, y por otro, el pesc molecular de estos an

tigenos. De las figuras 29 y 30, resulta evidente la
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gran variedad de bandas reconocidas por los dos grupos

de animales.

Al enumerar los componentes identificados por los
ovinos testigos, con el AM puede observarse que en pro
medio durante toda la infecci6n se detectan 7.2 bandas
mientras que, con el AS, se encuentra un promedio de
17.3 bandas durante toda la infeccién (Figura 22). Es
ta situacifn podria atribuirse a varias razones: a) en
_ios antigenos se encuentran presentes protefnas de la

flora normal de Fasciola hepatica (Streptococcus sp.,

Staphylococcus sp., etc) como anteriormente lo han in
formado Muzquiz et al. (1981). b) que los borregos re
conozcan en los antigenos componentes de reaccién cru
zada con parfsitos tales como Cooperia oncophora, Dic-

tyocaulus viviparus, Ostertagia ostertagi o Cysticercus

tenuicollis, como lo informan Van Tiggele (1978) y
Campbeil (1977). c) Otra posibilidad es la anctada por
Tsang y Hancock (1985), que tal vez el gel utilizado
para la transferencia estuviera sobrecargado de pro

tefna y dira lugar a reacciones inespecificas.

Sin embargo, a pesar dec que los animales testigos
reconocieron componentes de ambos antfgenos, se obser

van diferencias a partir de la segunda semana p.i.,
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ya que los infectados reconocen un mayor n(mero de ban

das.

Como no era posible analizar los resultados con
base en el total de bandas identificadas, se decidié
dividir las bandas en intervalos de peso molecular.
Puede observarse que con los antfgenos de alto peso mo
lecular (mayor de 90 Kd para la IET con AS y entre 46
y 90 Kd para AM), se encuentra mayor nimero de bandas
en los animales infectados que en los testigos (figu
ras 23 y 24). En la figura 29 se observa que los com
ponentes del AS de peso molecular mayor a 120 Kd, co
menzaron a ser reconocidos en la semana 4 a 6 p.i., a
diferencia de lo informado por Oldham (1983 a), quién
con antigenos purificados, encontr6 que los anticuer
pos hacia antigenos de peso molecular mayor de 70 Kd
comienzan a elevarse poco después de la infeccién,
noténdose una clara diferencia respecto a los niveles
presentes en la preinfeccifn, en la tercera semana
p.i.; el autor informé que los anticuerpos permanecen

en un miximo entre la cuarta y décima semana p.i.

No existe un patr6n definido de aparicidn de ban
das en la zona de 87 a 115 Kd. En la zona de 55 a 87

Kd hay algunas bandas que aumentan de grosor de la se
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mana 0 a la 2, posteriormente se observan tenues. Otras
bandas solamente son reconocidas en las semanas 4 y 6

(figura 29).

Con el AM (figura 30) ocurre algo similar, algunos
componentes solamente se reconocen al principio de la in
feccibn, (semanas 0 y 2}, otros a paftir de la semana 2,
"4 0 6 y algunos se van intensificando con el tiempo. Es
to podrfa indicar la expresibn de antigenos del parisito
a diferentes tiempos post infeccifn, como lo han informa
do Hughes et al. (1981) y Hanna et al. (l982j, ya que
los anticuerpos hacia los antigenos del tegumento T1 y
los AM, alcanzan el méiximo de 4 a 6 semanas p.i. y lue
go déclinan al establecerse el parisito en los conductos
biliares; ademds, la IgG dirigida contra los antfigenos
del tegumento adulto Tz, se puede encontrar a las seis
semanas p.i., es decir, cuando el parisito ya se encuen

tra alojado en los conductos biliares.

Con antigenos de bajo peso molecular, no se encuen
tran diferencias marcadas en cuanto a nﬁme;o de bandas.
reconocidas por los dos grhpos de ovinos, sin embargo,
cuando se utiliza AM en la prueba de IET, en la 20na
compfendida entre los 2% y 46 KD, se puede apreciar
una banda que aumengg de grosor e intensidad conforme

progresa la infeccifn en el grupo de animales infecta
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dos que corresponde a un peso molecular de 23 a 27 Kd
(figura 26). Una banda con caracteristicas similares apa
rece en la zona de componentes de peso molecular menor de
21 Kd cuando la IET se realiz6 con AS, y tiene un peso ‘

molecular comprendido entre los 20-24 Kd (Figura 27),

“lo cual estd de acuerdo con lo informado por Oldhanm
(1983a), quién describe que los anticuerpos contra anti
genos de peso molecular menor de 48Kd, se incrementan
gradualmente durante la infeccién; el autor sugiere que

se traten de antigenos de maduracifn del pardsito.

La intensa banda presente en ambos antigenos des
crita antes, debiera ser investigada, para determinar
el papel que desempefia dentro de la infeccidén. Dado
que se manifiesta tan prominentemente, es posible que
este componente antigénico intervenga en las pruebas
de diégndstico, ya que comienza a aparecer en la sema
na 104 p,i, y va aumentando con el tiempo. Pero la
induccibn de respuesta inmune hacia este componente an
tigénico, puediera ser dirigida por el pardsito como
un mecanismo de inmunoevasiénala respuesta inmune del

huésped.

Diferentes mecanismos de inmunoevasi6n han sido

descritos en las infeccibn por Fasciola hepatica. Se
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ha informado que existe un ripido recambio en los anti
genos del tegumento de las fasciolas (Hlanna 1979; Hanna
1980 b; Bennet 1979; Bennet et al., 1980), ya que al po
ner en contacto los gusanos juveniles con el suero inmu
ne del huésped 6stos se cubren con IgG, que se une al
glucocilix externo, posteriormente se presenta un recam
bio del glucocilix que da lugar a la pérdida de estos
complejos (luffus y Franks, 1981; Sandeman y Howell,
19803 Hanna, 1980 a). También existen informes acerca
de la presencia de grupos sanguineos humanos en las fas
ciolas adultas (Ben Ismail et al., 1979}, asi como de
la presencia de componentes séricos del huésped en las
fasciolas adultas (Capron, 1968; Movsesijan y Boroje
vi€, 1973). Esta antigenicidad compartida por el hués
ped y el parisito, dificulta el reconocimiento del pa

risito por el huésped.

En un trabajo reciente, se ha encontrado que la

Fasciola hepatica produce inmunosupresifn, ya que redu

ce las respuestas a los globulos rojos de pollo en el
borrego (Orozcoet al., 1986). También existen eviden
cias de la produccién de substancias téxicas para los
linfocitos del huésped, por la F. hepatica adulta (Goo
se, 1978) que le permitenprotegerse de las defensas in

munes.
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También ha sido descrita 1a liberaci6n de gran can
tidad de antigenos del pardsito, que posiblemente reaccio
nan con los anticuerpos disponibles y forman complejos inmu
nes (Van Tiggele, 1978). La presencia de complejos in
munes en las infecciones por F. hepatica, fue demostra
da por Arriaga et al. (1984). Asi la aparici6én de esta
prominente banda reconocida por todos los animales in
fectados, podria ser dirigida por el pardsito para dis

traer la atenci6n del sistema inmune del huésped.

Asi podemos concluir que dada la alta complejidad
del parfsito, sus diferentes componentes desencadenan
distintas respuestas de anticuerpos en forma asincrénica
en el animal infectado. Existen algunos componentes
- que provocan fuertes respuestas de anticuerpos durante
la infeccifn como es el caso de los componentes de peso

molecular de 20-23 Kd.

Debido a que en Medicina Veterinaria, el diagnésti
co serolfgico de una enfermedad se basa en el hato y
no en el individuo, y a que algunos animales responden
contra determinados antigenos, mientras que otros ani
males pueden responder contra antigenos diferentes, re
sulta aparente que, con fines précticos de diagnéstico,
serfa conveniente utilizar antigenos crudos, como el

AS o preferentcmente el AM, porque nos permitirfa de
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tectar un mayor nGmero de animales con anticuerpos an

ti-fasciola.

Los resultados obtenidos en esta tesis indican
que el uso de la tincibn argéntica permite tener una
idea mas aproximada de la complejidad de los antigenos

de Fasciola hepatica; se podria intentar el aislamien

'to de los componentes de peso molecular de 20 a 23 Kd
para llevar a cabo el diagn6stico serolfgico, debido a
que &stos inducen fuertes respuestas de anticuerpos.
Asimismo se podrfa determinar si dichos componentes

pueden provocar respuestas inmunes protectoras.

Por otra parte, la tecnologia utilizada para la
prueba de IET da la pauta para aplicar la prueba de
Dot-ELISA (ELISA en mancha) para el diagnéstico de la

fasciclosis en ovinos.

Otros estudios que se pueden sugerir tomando co

mo referencia los resultados del presente trabajo son:

- "Dinfimica de la respuesta inmune contra AS y AM

de Fasciola hepatica en ovinos y bovinos infectados en

' forma natural, mediante el uso de la técnica de IET".

- "Utilizacién de la técnica de IET en el estudio
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del papel que desempefian los antigenos de superficie
(tegumento) de F. hepatica en infecciones experimenta

les en ovinos y -bovinos".

- "Determinacién de las clases de inmuneglubulji
nas anti-F, hepatica en el transcurso de la infeccién,
tanto en infecciones experimentales como en naturales,

mediante la prueba de IET".

. - "Evaluaci6n de la respuesta inmune humoral por
medio de la prueba de IET, en ovinos o bovinos inmuni

zados con diferentes preparaciones antigénicas de F.

hepatica".

- "Determinacién del efecto de inmunoglobulinas
inducidas por antfgenos de F. hepatica identificadas

por IET, sobre fasciolas juveniles in vitro".
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Con el fin de caracterizar los componentes antigé
nicos del antigeno somitico (AS) y del antIgeno metabl

lico (AM) de Fasciola hepatica adulta, se analizaron

los antfgenos por inmunoelectroforesis (IEF), inmuno
electroforesis cruzada (IEC) y por electroforesis en
gel de poliacrilamida (PAGE). Para estudiar la varia
cifn de la respuesta inmune durante una infeccifn ex
perimental, asf como para determinar cuales de los com
ponentes de ambos antfgenos son reconocidos por anima
les infectados experimentalmente, 10 borregos fueron
infectados oralmente con metacercarias del parfsito, y
5 animales se dejaron como testigos sin infectar. Se
tomaron muestras de suero antes de la infeccién y a
las 2, 4, 6, 8 y 10 semanas postinfeccibén (p.i.). Los
sueros se utilizaron en distintas pruebas serolfgicas:
hemoaglutinacibn pasiva (HP), contrainmunoelectrofore
sis (CIE), inmuncelectroforesis (IEF), difusi6n doble
(DD) e inmunoensayo en capa delgada (ICD), asf como

en la prueba de inmunocelectrotransferencia (IET).

Los resultados indican en el AS la presencia de 48
bandas en PAGE tefiida por 1a técnica de impregnacibén ar
géntica, siendo los componentes mas abundantes los de
peso molecular de 97, 85, 55, 52, 31-32, 25-26, 21 y 13

Kd. La IEF con un suero de ovino hiperinmune anti-AS,
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revela la presencia de 6 lineas de precipitacibn. La
1IEC mostr6 17 arcos de precipitacisén con el suero hiper
inmune de ovinos. En el AM fue posible identificar 23
bandas en PAGE y los componentes mas abundantes fueron
los de peso molecular de 54, 48-49, 32-34, 24-25, 20-21
y.14 Kd. La IEF revela la presencia de 10 lineas de
precipitacién con este mismo suero. La prueba de IET
realizada con suero de ovino hiperinmune permitié detec
tar que el ovino hiperinmune anti-AS reconoce 28 compo
nentes del AS, y el ovino hiperinmune anti-AM reconoci6

19 componentes del AM.

Los resuitados obtenidos con las pruebas serolfgi
cas en el curso de la infeccién, indican que ICD es 1a
prueba que detecta primero a los ovinos infectados (90%
de animales positivos a partir de la segunda semana p.
i.), por lo que resulta una prueba muy conveniente para
el diagnéstico temprano de la enfermedad. Las pruebas
de DD, CIE asf como la IEF, detectaron animales positi
vos a partir de la cuarta semana p.ii; el comportamien
to de los dos antigenos utilizados fue similar en to
das las pruebas excepto en la HP, que detect6 animales
positivos a partir de la octava semana con el AS y de

la segunda semana con cl AM,
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Por medio de 1a IET se determin6é que los ovinos re
conocen mas bandas del AS que del AM. El nfinero méximo
de bandas se encontré en la semana 8 p.i., (26 bandas con
Aé y 10 con AM). Los ovinos testigo reconocieron nume
rosos componentes de ambos antigenos, pero a partir de
1la segunda semana p.i., los animales infectados identi
ficaron un mayor niGmerc de bandas que los testiges.
Cuando se dividieron los componentes antigénicos en in
tervalos de peso molecular, se observé que los ovinos
infectados, respecto de los animales testigo, detectan
un mayor nfimero de antigenos cuando su peso molecular es
mayor de 90 Kd con el AS, y entre 46 y 90 Kd con el AM,
No existe diferencia en cuanto a nimero de bandas iden
tificadas por ambos grupos de borregos cuando el peso
molecular es menor de 46 Kd, pero si es posible adver
- tir la presencia de una banda de peso molecular de 20
a 23 Kd con el AS y de 23 a 27 Kd con el AM, que aumen
ta de intensidad y grosor con el tiempo, Esta banda

se comienza a apreciar desde la cuarta semana p.i.
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