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RESUMEN

ALCALA CANTO YAZMIN. ANALISIS DE LOS COMPONENTES ANTIGENICOS
DE ESTADIOS INMADUROS DE Fasciola hepatica. (Asesores: Dr. Froylan Ibarra
Velarde, Dra. Patricia Tato Zaldivar y Dr. Rodrigo Rosario Cruz).

La fasciolosis es una enfermedad de gran impacto econdémico y sanitario. El objetivo de este
trabajo fue identificar los componentes antigénicos presentes en los extractos protéicos del
parasito inmaduro que son reconocidos por el suero de ovinos infectados experimentalmente con
melacercarias de Fasciola hepatica, mediante 1a técnica de inmunoelectrotransferencia (Western
Blot). Se utilizaron dos preparaciones protéicas de F. hepatica, los productos de excreciones-
secreciones (EXS) y el antigeno somatico (SOM) del estadio inmaduro del trematodo, las cuales
se ensayaron contra muestras de suero de ovinos obtenidas siete dias antes de 1a exposicién a la
infeccion experimental y durante los dias cero (dia de la exposicion a metacercarias), uno, tres,
siete, 10, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77 y 84 poslinfeccion utilizando el ELISA indirecto y la
Inmunoelectrotransferencia. En el caso del antigeno EXS, se delectaron anlicuerpos 1gG mediante
el ELISA indirecto a partir del dia 28 en el 100% de los sueros ensayados. Con respecto al
antigeno SOM, los anticuerpos fueron delectados por todos los sueros desde el dia 14
postinfeccidn.  Adicionalmente, se incluyeron muestras de suero de ovinos infectados cdn
Ostertagia spp, Chabertia ovina, Moniezia spp, Paramphistomum spp, Haemonchus conlorius y
Oesophagostomum spp. No se presentaron reacciones cruzadas en el ELISA indirecto. Los
resultados obtenidos en la Inmunoelectrotransferencia permitieron encontrar seis componentes
antigeénicos con pesos moleculares aproximados de 17.0, 23.5, 27.7, 33.0, 43.2 y 49.5 kDa y tres
proteinas inespecificas con pesos aproximados de 12.6, 29.3 y 56.2 kDa en el EXS. Tres
compbnentes antigénicos con pesos moleculares aproximados de 17.5, 20.5 y 23.1 kDa y una
proteina inespecifica de 29.3 kDa fueron reconocidos cuando se utilizé la preparacion protéica
SOM. Dos componentes antigénicos (20.4 y 50.0 kDa) del extracto EXS fueron detectados por los
sueros ovinos con paramfistomosis. Se encontré un componente antigénico inmunodominante
(27.7 kDa) en los exiraclos de excreciones-secreciones. Este componente no mostré reacciones
cruzadas con los sueros de ovinos infectados con otros parasitos. Se sugiere el ensayo de
métodos de purificacion de este antigeno inmunodominante debido a que: puede ser empleado
para el inmunodiagnostico especifico de fasciolosis.

Palabras clave : Fasciola hepatica, antigenos, inmaduros, Western Blot, ELISA, fasciolosis,
excreciones-secreciones, somatico, inmunoelectrotransferencia.
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SUMMARY

ALCALA CANTO YAZMIN. ANALYSIS OF THE ANTIGENIC COMPONENTS OF
Fasciola hepatica IMMATURE STAGES. (Advisors: Dr. Froylan lbarra Velarde, Dr.
Patricia M. Tato Zaldivar y Dr. Rodrigo Rosario Cruz).

Fasciolosis is a disease that causes significant economic and sanitary losses. The aim of
this study was to identify the antigenic components of crude excretory-secretory (EXS) and somatic
(SOM) antigens of the immature parasite that react with serum samples of sheep experimentally
infected with metacercariae of Fasciola hepatica using the enzyme-linked immunoelectrotransfer
blot (Western Blot) technigque. Two protéin preparations of F. hepalica were used, the excretory-
secretory and somatic antigens of the immature stage of the trematode. These preparations were
tested against sheep serum samples collected seven days before the experimental infection as well
as those obtained on day zero (exposure to metacercariae), one, three, seven, 10, 14, 21, 28, 35,
42, 49, 56, 63, 70, 77, and 84 poslinfection using the indirect ELISA and the Western Blot
techniques. 1gG anti-EXS antibodies were detected by the indirect ELISA from day 28 on in 100%
of the tesled sera. When the SOM antigen wns used, the antibodies were detected by all of the
serum samples starting from day 14 postinfection. Furthermore, serum samples of sheep infected
with Ostertagia spp, Chabertia ovina, Moniezia spp, Paramphistomum spp, Haemonchus
contortus, and Oesophagosiomum spp were included. No cross-reactions were observed in the
indirect ELISA. The anligens were subjected to Western blot analysis. Using EXS antigens, sera
from infected sheep reacled specifically with six polypeptides of estimated molecular weights of
17.0, 23.5, 27.7, 33.0, 43.2, and 49.5 kDa and three inespecific proteins weighing approximately
12.6, 29.3 and 56.2 kDa were also detected. Three anfigenic components of approximately 17.5,
20.5 and 23.1 kDa and one inespecific protein of 29.3 kDa were detected when the SOM antigens
were used. Two polypeptides (20.4 y 50.0 kDa) of the EXS antigens were detected by the serum
samples of sheep infected with Paramphistomum spp. An immunodominant antigenic component
(27.7 kDa) was found in the excretory-secretory antigens. This component did not cross-react with
the sera from sheep infected with other parasites. This antigen would appear to be the most
suitable candidate for use in the specific immunodiagnosis of fasciolosis; therefore the assay of
methods for its purification is suggested.

Keywbrds : Fasciola hepatica, anligens, immature, Westem Blol, ELISA, fasciolosis, excretory-
secrelory, somatic, enzyme-linked immunoelectrolransfer blot.



ABREVIATURAS UTILIZADAS

EXS : Antigeno de excreciones-secreciones del estadio inmaduro (10 dias de edad) de
Fasciola hepatica

SOM : Antigeno somético del estadio inmaduro (10 dias de edad) de Fasciola hepatica
ELISA : Ensayo Inmunolbgico Ligado a Enzimas

IET : !nmunoelectrotransferencia

spi: semanas postinfeccion

kDa: kilodaltones




1. INTRODUCCION

LA. GENERALIDADES

Los trematodos pertenecen al phylum Platyhelminthes, y se clasifican en los
siguientes grupos: aspidogastridos, monogeneos y digeneos. Los dos primeros son
basicamente ectoparasitos que presentan ciclos de vida directos y formas larvarias que
asemejan adultos jévenes. Estos trematodos no tienen un impacto econdémico importante,
en contraste con los digeneos; los cuales présenia'n ciclos de vida indirectos y complejos
que involucran un namero diverso de tipos larvarios. Los digeneos son parasitos internos
del humano, animales domésticos y silvestres; y han atraido considerablemente la
atencién de los helmintdlogos’. '

La fasciolosis es una enfermedad causada por Fasciola hepatica, un trematodo
digeneo que en su fase inmadura migra a través del parénquima hepatico y en su estadio
adulto se localiza en los conductos biliares. A la fasciolosis también se le conoce
comunmente como: "Mal de botella”, "Distomatosis hepatica”, "Palomiﬂé o conchuela del
higado podrido™ o "Caracolillo™. Dentro de! género Fasciola se encuentran dos especies:
F. hepatica y F. gigantica. La primera liene una distribucion mundial y la segunda se
presenta en Africa, varios paises de Asia y en Hawaii %,

Fasciola hepatica es un parasito que produce anemia, pérdida severa de peso,
bajos rendimientos y disminucion en la produccién de leche y carne, fallas reproductivas,
infecciones bacterianas secundarias y pérdidas econbmicas por el decomiso de los
higados asi como por los costos de los programas de control quimioterapéutico®.
Alrededor de 250 millones de ovinos y 350 millones de bovinos se encuentran
potencialmente afectados en el mundo *.

Los bovinos y ovinos son las especies mas afectadas por esta enfermedad, sin
embargo, existen otros huéspedes (incluyendo al humano) que pueden adquirir la
parasitosis al exponerse a la fase infectante de este trematodo. La complejidad de esta
enfermedad estd determinado por las interacciones de varios factores, incluyendo la
humedad, temperatura, un caracol del género Fossaria que actia como huésped
interrediario, el mamifero y el parasito’.



I.B. CICLO BIOLOGICO DE F. hepatica

El ciclo bolégico comienza cuando los huevos pasan al duodeno con la bilis y
salen del huésped con las heces. Parn que el miracidio se desarrolle, es necesario un
medio hidrico como charcos, potreros inuridables, canales de curseo lento, etc. El tiempo
de desarrolio y el nacimiento del miracidio dependen en gran parte de la temperatura. A
26° C los miracidios eclosionan en nueve dias, pero a 10°C no pueden desarrollarse. Sin
embargo, permanecen viables durante un largo periodo y pueden continuar su desarrollo
cuando las condiciones vuelven a ser favorables®. E! miracidio que se forma al final del
desarrollo embrionario dentro del huevo es un elemento ciliado. Las lluvias favorecen la
eclosion o bien, ésta se presenta cuando las heces han sido depositadas en agua. Para
el desarrollo posterior es necesaria la presencia de un huésped intermediario dentro de
las 24 horas siguientes, que es un molusco gastropodo de agua dulce., Los principales
géneros transmisores en México son Fossaria y Pseudosuccinea®.

En el momento en que e! miracidio entra en contacto con el caracol, empieza a
girar sobre su eje mayor, y penetra a éste por medio de la accion histolitica de una
secrecién del miracidio. Este se desprende de los cilios que lo cubren durante el proceso
de penetracion, y una vez dentro del caracol se transforma en esporoquiste, el cual crece
en el sistema digestivo del caracol y da origen a un nimero muy gran'de de redias, las
cuales se transtadan hasta el hepatopancreas y producen una generacion de redias hijas,
las cuales llegaran por ultimo a la fase de cercarias. De un solo miracidio se pueden
producir hasta 600 cercarias, que son expulsadas del caracol y una vez que se
encuentran en el exterior, requieren de un medio acuatico, ya que son organismos
nadadores. Si las condiciones de temperatura son Optimas, el tiempo que tarda el
miracidio desde que penetra hasta que sale de! caracol en forma de cercaria es de cinco
semanas. La cercaria nada hasta cualquier superficie firme, que por lo general es una
planta y se adhiere a ella. Inmediatamente forma un quiste, pierde 1a cola y se transforma
en metacercaria. Para que la metacercaria pueda infectar a un huésped definitivo debe
de transcurrir un periodo minimo de dos a tres dlas después de haberse enquistado. El
mamifero adquiere la infeccidn por la ingestion de la metacercaria que se encuentra
enquistada en la pastura®.

* Comunicacion personal de Alejandro Cruz-Reyes (marzo 1999)




La fase infectante se desenquista en el intestino delgado y emigra activamente a
través de la pared intestinal hasta la cavidad peritoneal y de ahi se translada al higado.
Migra por el tejido hepatico por un periodo aproximado de seis semanas, despueés del cual
entra a los conductos biliares, dentro de los cuales alcanza su estadio de adulto’.

l. C. PATOLOGIA

La patogenicidad depende del numero de metacercarias ingeridas y su
infectividad. La infeccidbn se puede presentar en forma cronica y aguda. La forma
cronica pocas veces llega a tener consecuencias fatales y se debe a la presencia de los
parasitos adultos en los conductos biliares; el higado presenta fibrosis y colangitis
hiperplastica. En los bovinos se presenta calcifilaxis, es decir, calcificacion de los
conductos biliares. La forma aguda, que es casi exclusiva de los borregos, es causada
por el transito sin rumbo de las fasciolas inmaduras por el higado. La lesién caracteristica
es una hepatitis traumatica®. Los signos clinicos que se presentan en la forma aguda son
casi inaparentes. En animales muy afectados se puede observar depresion, anorexia,
aislamiento, fatiga y ascitis. En la forma cronica se manifiesta la anemia, edema
submandibutar y en casos extremos la enfermedad degenera produciendo mortalidad®.

1.D. DIAGNOSTICO

El diagnostico tradicional de Fasciola hepatica se realiza a través del examen
coproparasitoscopico®. La inspeccion microscépica del sedimento de materia fecal
permite observar los huevos de F. hepatica. Sin embargo, en la fase aguda y prepatente
de la enfermedad, la infeccidn no puede confirmarse debido a que la presencia de huevos
de! trematodo en el huésped definitivo es inconstante’. La baja sensibilidad de este
método requiere de numerosos andlisis seriados. En bovinos el diagndstico
coproparasitoscopico de fasciolosis solamente puede realizarse después de las 8-10
semanas postinfeccion'’.

La necesidad de implementar un método alternativo de diagnéstico mas sensible
ha fomentado el desarrollo de técnicas inmunologicas, particularmente las que permiten
detectar antigenos de excreciones-secreciones, debido a que tienen un alto potencial para

el inmunodiagnostico’™ 2,



Los meétodos que emplean antigenos de excreciones-secreciones permiten

diagnosticar la presencia de éstos durante el periodo prepatente. Dichos antigenos
pueden ser detectados por medio de técnicas como el ELISA de captura o de doble
anticuerpo®, .
Sin embargo, la complejidad antigénica de F. hepatica determina la existencia de algunos
problemas reiacionados con reacciones inespecificas o de reacciones cruzadas
demandando la necesidad de proceder a la seleccion de los componentes antigénicos
mas adecuados y su posterior purificacién'’. Es importante sefialar que Fasciola hepatica
comparte antigenos con otros parasitos como Dicrocoelium dendriticum, Taenia saginata,
Paragonimus westermani, Chlonorchis sinensis, Schistosorna mansoni, S. haematobium,
S. japonicum, Trichinella spiralis y Ascaris lumbricoides™.

LE. RESPUESTA INMUNE EN FASCIOLOSIS

L.LE.1. Resistencia

Se considera alta en cerdos, moderada en bovinos, equinos, ratas y humanos. Y se
considera baja en ovinos y ratones®.

Esto puede estar relacionado con el fendmeno de calcifilaxis que se presenta en el caso
de los bovinos, y que no ocurre en los ovinos'®., Sandeman y Howell (1981) mencionan
que existe una variacién importante con respecto a la respuesta inmune hacia fasciolosis

de acuerdo con la especie afectada'’.

L.E.2. iInmunidad Adquirida®
Modelo bovino:

ETAPA s.p.i.* ANTICUERPOS ENZIMAS OBSERVACIONES
1 2-3 Aparece IgM y en | Aumento de SDH"* Invasion hepatica
menor grado 1gG
2 3-5 Aumaento IgG Aurmnenta GLDH*

* s.p.i.. semanas postinfeccion
* SDH: sorbitol deshidrogenasa
* GLDH: Glutamato dehidrogenasa




ETAPA s.p.i.*

ANTICUERPOS

ENZIMAS

OBSERVACIONES

Disminuye igG

Disminuye AST*

Reduccién del
crecimiento de los
parasitos en el higado.
Menor produccion de Ag
excreciones-secreciones

Aumento IgG1

Aumenta GLDH® y
de GGT*

Parasitos en conductos
biliares. Antigenos de
excreciones-secreciones
vertidos al torrente
sanguineo

5 8-12

Aumento IgG1.
Aparece IgA

Disminuye GGT

Signos clinicos.
Aparecen linfocitos,
macréfagos, eosindfilos,
céls. cebadas y céls.
plasmaticas.
Autocuracion y
Calcifilaxis.

* s.p.i.: semanas poslinfeccion

* GLDH: Glutamato dehidrogenasa

+ AST: Aspartato aminotransferasa

* GGT: Gamma-glutamil transpeptidasa

La autocuracién consiste en que los parasitos son expelidos (hasta el 85%) o se

mueven a nuevos lugares en el tracto bifiar debido a que e! sistema inmune del bovino

actua de nuevo contra Fasciola®.

1.E.3. Respuesta Inmune contra fases inmaduras

En 1974, Lang demostrd que la duracién de la migracion hepética realizada por las

formas juveniles era responsable de la inmunidad adquirida, ya que se pensaba que era la

edad del helminto el factor que determinaba la adquisicion de proteccion contra la

enfermedad®®.

En un estudio realizado por Van Milligen y sus colaboradores (1998) se demostro

que después de la infeccidbn oral con metacercarias, las formas juveniles recien

desenquistadas (NEJ) se encuentran a todo lo largo del inleslino.




La proteccion contra F. hepatica se expresa en el intestino delgado por completo, y
existe una proteccién minima en el colon. Es importante sefialar que a proteccién no se
induce por la penetracion del intestino, sino por la migracién de los parasitos a través de
la cavidad peritoneal, del higado o de ambos. '

Por lo tanto, para desarrollar una vacuna contra este parasito, deben usarse
antlgenos de formas inmaduras tempranas (reconocidas por el sistema inmune a las dos
semanas postinfeccion) y el antigeno no debe ser presentado a la mucosa del intestino
(como en la vacunacién oral) sino que debe ser inyectado dentro de la cavidad
peritoneal'®.

En ratas sensibilizadas, las formas inmaduras recién desenquistadas son cubiertas
por anticuerpos en el lumen intestinal. Los anticuerpos son principalmente de la clase 1gG
e IgM, siendo IgA e IgE menos frecuentes. Esta claro que los trematodos son cubiertos
por anticuerpos tan pronio como emergen de su quiste metacercarial. Se involucran todo
tipo de anticuerpos, aunque IgA e IgE aparecen de manera menos regular®. Al someter
los parasitos inmaduros al suero de ratas infectadas y con alta resistencia, se observé que
éste es destruido en cuestion de horas?'.

Durante la fase aguda de la infeccion en ovinos se observan t(neles migratorios en el
parénquima hepatico, provocando lesiones que contienen neutrofilos, eosindfilos,
linfocitos (células T CD4’ en las lesiones subcapsulares), macréfagos y hepatocitos. Los
canales portales se ven engrosados y hay infillracién de leucocitos®.

LLE.4. Respuesta Inmune contra fases adultas

En higado de ovinos puede observarse una proporcion mayor de CD8* que de CD4".
Las celulas B se localizan en los foliculos y se cbservan muchas células gamma-delta-
TCR® en las eslrias fibroticas®®. En bovinos, se obsorvan eosindfilos, macréfagos,
linfocitos, células cebadas, células plasmaticas y anticuerpos igG1 e IgA en mucosa de
conductos biliares. Van Milligen {1998) demostrd que los eosindfilos, células cebadas de
la mucosa , IgE y la peroxidasa endégena aumentan en el yeyuno de ratas Wistar
inmunes de cuatro semanas después de la infeccion con respecto a ratas susceptibles®™.



I.E.5. Eosinofilia

Milbourne y Howell (1997) demostraron que la eosinofilia se presenta tanto en ratas
como en ratones atimicos despues de la infeccion con Fasciola hepatica (metacercarias)
o inoculacién con antigenos de excreciones-secreciones. La eosinofilia que se observo
fue menos pronunciada que aquélla que ocurre en ratas y ratones normales, lo cual indica
que existen factores dependientos e indopendientes de células T que pueden contribuir a
esta respuesta. '

La inyeccion de metacercarias no resulta en eosinofilia bajo condiciones normales. Sin
embargo, la inyeccion de antigenos de excreciones-secreciones en ratones y ratas
normales provocd un nimero elevado de eosindfilos.  Por lo tanto, estos investigadores
concluyen que la infeccion por F. hepatica o la inoculacion de antigenos de excreciones-
secreciones estimula eosinofilia independiente de celulas T. Sin embargo, se desconoce
la fuente de la estimulacién. El parasito podria estar produciendo un antigeno que actia
sobre la médula 6sea provocando Ja diferenciacién eosinofilica. Para probar esto, se
utilizé un anticuerpo monoclonal anti-interleucina 5 (IL-5) en cultivo de células precursoras
de eosindfilos y se observé que la accién estimulatoria de los antigenos de excreciones-
. secreciones sobre ta maduracién de los eosindfilos fue parciaimente bloqueada. Por lo
tanto, se sugiere que los antigenos de  excreciones-secreclones podrian actuar
directamente. Las hipotesis derivadas de este estudio son dos®:

1. F. hepatica produce una molécula que estimula la eosinofilia independiente de células

T.y ‘

2. Los antigenos de excreciones-secreciones podrian interactuar con celulas productoras
de IL-5 en médula 6sea, lo cual produce eosinofilia indirectamente.

Por otro lado, Chauvin (1995) reportd anteriormente que la eosinofilia esta
correlacionada con la fase migratoria de formas inmaduras y posteriormente hay otro pico
que corresponde al momento en que las formas adultas llegan a los conductos biliares.
Esta respuesta bifasica puede deberse a la reduccion del nimero de eosindfilos
circulantes debida a la migracién de los eosindfilos de la sangre al higado (eosindfilos

numerosos en lesiones hepaticas)®.




Lo anterior podria explicar parciaimente la falta de resistencia de ovinos contra F.
hepatica.

En estos animales, la activacién de linfocitos es similar a la observada en ratas o
bovinos, en donde una respuesta especifica contra un antigeno se observa entre la
segunda y la cuarta semana postinfeccion %,

Posteriormente, Cervi (1996) demostré la actividad inmunosupresora de los antigenos
de excreciones-secreciones sobre la respuesta de hipersensibilidad de tipo retardada
(DTHY?. ' o

En 1997, la misma autora reporté que el efecto supresor inducido por estos antigenos
fue parcialmente abolido al afiadir catalasa o super6xido dismutasa (SOD) a un cuiltivo de
" linfocitos con mitégeno. Esto probd la presencia de peréxido de hidrogeno y oxigeno en
el fenémeno de supresién. Este sistema supresivo es independiente de prostaglandinas y
del éxido nitrico ya que la adicion de sus inhibidores no restituyd la respuesta
proliferativa®.

Estos estudios acerca de inmunosupresion utilizando antigenos de excreciones-
secreciones o antigeno completo (somatico) del parasito permiten establecer
conclusiones. La inmunosupresion es una caracteristica coman de infecciones cronicas.
En e! pasado, el término era aplicado para describir la reduccion en la respuesta inmune
asociada con la apariciéon de células "supresoras® CD8. Sin embargo, con los rapidos
avances en el campo de la biologia de las citocinas, los procesos inmunoregulatorios se
describen con respecto a la accién de moléculas de citocinas. En modelos murinos, se
postuls la estimulacion de la respuesta Th2 en animales con fasciolosis®.

Clery (1996) demostrd en un estudio realizado con bovinos adultos infectados
cronicamente con F. hepatica la falta de secrecion de interferébn gamma por los linfocitos
tratados con mitdgeno. Esto demostrd la falta de respuesta Th1. El tipo de respuesta
presente (Th2) lleva a la cronicidad®.
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|.E.8. Citotoxicidad Celular Mediada por Anticuerpos (ADCC)

Es posible que los eosindfilos participen en la defensa contra F. hepatica en ovinos, ya
que en la fasciolosis en ratas se cbservan altos niveles de eosinéfilos involucrados en
ADCC en asociacién con IgE.  El alto nivel de IgM anti-excreciones-secreciones podria
modular la ADCC en ovinos. Sin embargo, estos autores sugieren que se realicen mas
estudios. En rumiantes, los eosindfilos y antlcuerpos se adhieren a los trematodos, pero
no son capaces de matarlos®, a

I.E.9. Evasién de la Respuesta Inmune

1. Cambios en el glicocadlix. Dos dias después de [a infeccion, las formas juveniles
presentan un arreglo distinto de antigenos al huésped, lo cual les permite tener tiempo
suficiente para alcanzar la seguridad del higado antes de que se produzca la respuesta
inmune al nuevo repertorio de antigenos. Se demostrd previamente que la infeccidn
por formas juveniles recien desenquistadas (NEJ) genera una respuesta distinta de
isotipo en el nédulo linfatico.Por ejemplo, IgE en el nédulo linfatico hepatico comparado
con IgA en el mesentérico. Esto podria ser otro nivel de evasién de la respuesta
inmune®.

2. Proteasas: F. hepatica secreta cisteinil endopeptidasas, una de las cﬁales la catepsina
tipo- L-proteasa de 27.5 kDa (CL1) es secretada durante todos los estadios de
desarrollo. Esta enzima es capaz do hidrolizar las inmunoglobulinas del huésped y
puede prevenir la adhesion In vifro do eosindfilos a NEJ. La catepsina L2 (CL2) tiene
un peso molecular de 29 kDa y se ha purificado de los antigenos de excreciones-
secreciones. Esta proteasa difiere de CL1 en su secuencia N-terminal y especificidad
por sustratos fluorogénicos sintéticos, pH y sensibilidad a la inhibicion. Esta enzima
hidroliza el fibrinbgeno de tal modo que produce un coagulo de fibrina y puede prevenir
el sangrado excesivo en puntos donde se alimenta en los conductos biliares®.

3. Extractos fosfosalinos de adultos de F. hepatica inhibieron tanto la via clasica como la
alterna del complemehto en suero de bovinos y humanos normales de manera dosis
dependiente *
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4. Los antigenos de excreciones-secreciones inhiben la produccién de superoxido en
neutrofilos estimulados de ovinos y humanos®,

5. Migracién mas rapida de las formas juveniles en higado de ovinos durante la segunda
infeccion®.

I.F. ANTECEDENTES v

Las especies del género Fasciola generan distintos componentes antigénicos
durante diferentes estadios de su desarrollo en fos huéspedes mamiferos. La
identificacién y caracterizacion de estos componentes es de importancia fundamental para
preparar antigenos adecuados para ol diagnostico serolégico y para su uso en
preparaciones vacunales contra fasciolosis. Los organismos biolbgicamente complejos
tales como los helmintos parasitos contienen muchas substancias que poseen un alto
potencial antigénico. Estos antigenos pueden dividirse en dos amplias categorias,
somatico y metabdlico. Los antigenos somaticos son aquéllos asociados a los tejidos del
organismo, mientras que los metabdlicos son los productos de excreciones y secreciones
liberados por el organismo hacia su ambiente®. Estos antigenos difunden hacia la
circulacion del huésped cuando los parasitos inmaduros se encuentran migrando en el
parénquima hepético y obstruyendo los conductos biliares pequefios®.

Arriaga et al en 1983 evaluaron pruebas de diagnéstico inmunolégico utilizando los
“antigenos somatico y metabdlico de F. hepatica adultas de bovino y compararon los
resultados entre los diferentes métodos empleados™.

Con el fin de identificar los antigenos de interés diagndstico, se han realizado
estudios que consisten en fraccionar los componentes de antigenos somaticos y de
excreciones-secreciones de distintos estadios de F. hepatica, haciéndolos reaccionar con
sueros de animales infectados con el parasito, por medio de inmunoprecipitacion,
marcando los antigenos radioactivamente™.

De este modo se pueden separar los antigenos de acuerdo con su tamafio en
geles de poliacrilamida y transferirlos a papel de nitrocelulosa. Santiago et af en 1986
detectaron un antigeno proteico de 62 kDa a las cinco semanas postinfeccién y tres
antigenos de 38, 40 y 44 kDa predominaron a las nueve semanas postinfeccion, lo cual
hace suponer la presencia de multiples antigenos con potencial diagnéstico™.
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En 1988, estos invesligadores demostraron que los componentes somaticos con
un peso molecular de 30 a 38 kDa son reconocidos por sueros tanto de bovinos como de
ovinos y los componentes de 56, 64 y 69 kDa solamente por los sueros de bovinos,
concluyendo que las diferencias en los patrones de reconocimiento antigénico podrian
estar relacionadas con {a resistencia que presentan los bovinos a la infeccion®®. Ese
mismo afo Hillyer y Soler de Galanes identificaron un antigeno de los productos de
excreciones-secreciones de /-, hepatica con un peso molecular de 17 kDa, el cual tiene
valor inmunodiagnéstico™. '

En 1989, Raymond y Hillyer sugieren que la deteccién de antigenos circulantes en
suero de animales con fasciolosis resulta ventajosa sobre la deteccion de anticuerpos, ya
que la antigenemia es indicativa de infeccion reciente y activa. Estos autores desarrollaron
un ELISA para la deteccion de antigenos circulantes de F. hepatica en ratas infectadas
experimentalmente, utilizando suero hiperinmune contra antigenos de excreciones-
secreciones como anticuerpos de captura, la prueba se compard con un ELISA para la
deteccién de anticuerpos para determinar la utilidad en el diagnéstico. En este estudio se
detectd la infeccidbn a la primera semana postinfeccién y la maxima deteccion de
antigenos circulantes se manifesté a la tercera semana postinfeccion®,

En un estudio realizado por Espino of al {1990} se delactaron anligenos circulantes
en humanos con fasciolosis, usando un anlicuerpo monoclonal contra antigenos
circulantes de excreciones-secreciones de F. hepatica como anticuerpo de captura y un
anticuerpo policlonal acoplado a peroxidasa para identificar los antigenos circulantes. Los
resultados de este estudio permitieron demostrar que no existid reacciébn cruzada con
antigenos de Entamoeba histolytica, Ascaris lumbricoides, Schistosoma mansoni, Giardia
lamblia, Wuchereria bancrofti, Loa loa y Mansonela pestans en sueros de 28 pacientes
infectados con F. hepatica y de 80 con otras parasitosis®’. En otros estudios, E-Bahi y
Malone (1992) reportan un antigeno de 26 kDa que puede consistir de un componente
estable de productos de excreciones-secreciones y/o de antigenos relacionados con el
tegumento del helminto*?, :

Ruiz-Navarrete et a/ en 1993 reportaron la presencia de un polipéptidd
predominante de 25 a 30 kDa en la fase aguda y cronica de la enfermedad en conejos,
bovinos y ovinos*’. Ese mismo afio, Silva et al observaron grupos de bandas sensibles y
especificas presentes en pacientes con fasciolosis®.
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Los pesos moleculares aproximados fueron de 96-109, 75-84, 49-50, 38-40, 30-33
y 16-26 kDa. En 1994, Gorman et al en 1994 demostraron la presencia. de proteinas con
pesos aproximados de 26-28, 35-36, 54 y 64 kDa en el antigeno somatice de adultos de
F. hepatica, el cual fue reconocido por suero de ovinos infectados. En el extracto
somatico de formas juveniles se detectaron tres bandas de 16, 20 y 22-23 kDa. En los
productos de excreciones-secreciones de estadios adultos fueron reconocidas bandas de
16, 22-23, 26-28, 35-36 y 56-58 kDa'*. Qureshi ef al en 1995 demostraron que la banda
de 15 kDa detectada en los antigenos de excreciones-secreciones de Fasciola hepatica
puede ser utilizada para el diagnostico especifico del parasilo, ya que permite diferenciar
entre infecciones causadas por Fascioloides magna y Fasciola hepatica®, ltagaki et al en
ese mismo afo encontraron antigenos del extraclo somatico de especimenes de estadios
adultos de Fasciola hepatica con pesos aproximados de 64-52, 38-28, 17, 15, 13y 12 kDa
que fueron reconocidos por los sueros de bovinos tanto en la etapa temprana como tardia
de la enfermedad. Dos antigenos de mas de 160 kDa fueron detectados por los sueros
unicamente en la fase temprana de la infeccion (antes de la sexta semana postinfeccion).
De acuerdo con estos autores, los polipéptidos de 64-52 kDa pueden ser antigenos Utiles
para el serodiagnéstico de la fasciolosis bovina*®. Chauvin et al en 1995 utilizaron
antigeno de excreciones-secreciones de adultos de F. hepatica y los ensayaron contra
sueros de ovinos infectados. Obtuvieron bandas de 12, 15, 20, 24, 27, 28.5, 30, 41, 51,
56, 69 y 156 kDa, y caracterizaron aquellas proteinas que no fueron especificas®®. Ese
mismo afio Guobadia y Fagbemi demostraron que el polipéptido de 17 kDa es especifico
de la infeccién por Fasciola gigantica en ovinos*’. Rodriguez y Hillyer en 1995 realizaron
un estudio con el objeto de determinar el tiempo de aparicion de antigenos de
excreciones-secreciones en suero de ovinos por medio del ELISA utilizando
metacercarias de Fasciola hepatica y cercarias de S. mansoni. Se concluyé que la
infeccidon con S. mansoni indujo una respuesta anamnéstica a los epitopos comunes
compartidos entre los dos géneros de trematodos. Es decir, los niveles de anticuerpos
dirigidos contra los productos de excreciones-secreciones de F. hepatica en los ovinos
infectados primero con S. mansoni y desafiados con F. hepatica fueron mas elevados que
aquéllos infectados Unicamente con F. hepatica.

Ademas, a pesar de que la exposicidon Onica a 8. mansoni indujo niveles de
anticuerpos que produjeron reaccién cruzada con los antigenos de F. hepatica, el grupo
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infectado con S mansoni primero y con F, hepatica después, tuvo niveles de ant:cuerpos
anti-F. hepatica constantemente en aumento a traves de las 10 semanas en que se
estudié la infeccion®.

Este resultado se respalda por el hecho de que el grupo que produjo los niveles
mas elevados de anticuerpos anti-F. hepatlica, luvo la milad de helminlos recuperados que
el grupo que recibio una infeccion utilizando solamente F. hepatica®.

En 1996, Sampaio-Silva et al utilizaron un antigeno de excreciones-secreciones de
F. hepatica y obtuvieron dos componentes de 25 y 27 kDa que fueron reconocidos por
todos los sueros (n=20) de humanos con fasciolosis®®. En 1997 Hammami et af
demostraron la presencia de dos antigenos de 57 y 29 kDa con una especificidad de
100% y sensibilidad de 79 y 93% respectivamente en muestras de suero de humanos con
fasciolosis’”. Ese mismo afio, Cordova et al identificaron dos antigenos de 26 y 25 kDa en
el extracto somatico de adultos™.

Posteriormente, Abdel -Rahman et al en 1998 desarrollaron un anticuerpo
monoclonal para la deteccién de un coproantigeno de 26-28 kDa de F. hepatica en heces
de bovinos infectados®. Se han caracterizado parcialmente antigenos presentes en suero
de caprinos infectados con F. hepatica mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
de inmunoprecipitados obtenidos por contrainmunoelectroforesis. Se encontraron dos
polipéptidos prominentes de aproximadamente 70 a 85 kDa en una linea de la precipitina
y en la otra linea la banda de 70 kDa estuvo ausente®,

Se ha establecido que los antigenos derivados de estadios inmaduros de F.
hepatica inducen la inmunidad protectora mas significativa al desafio en la rata®. El
estudio de los eventos de reconocimiento inmune temprano contra los estadios juveniles
de F. hepatica es de crucial importancia también para el entendimiento del rechazo
inmune y de procesos de evasion. Sin embargo, debido a su tamaiio diminuto y a la
complejidad de su ciclo de vida, los estadios inmaduros de los trematodos parasitos son
tipicamente dificiles de estudiar. La forma inmadura o juvenil recién desenquistada (.NEJ)
que emerge del quiste de la metacercaria dentro de! intestino del huésped no parece
presentar cambios morfoldgicos obvios durante su migraciéon desde el intestino hasta el
péritoneo e higado. Sin embargo, se ha demostrado claramente que existen diferencias
en los perfiles broleicos del NEJ y de estladios juveniles del parasito recuperados hasta
seis dias después de la exposicion de ralones a metacercarias del trematodo™.
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A la fecha, no se conoce cuales son las sefiales que inducen los cambios
antigénicos en el NEJ. El hecho de que para el dia cuatro postinfeccion tanto los estadios
peritoneales como hepaticos han cambiado sus patrones éntigénicos sugiere que la
penetracion hepatica no es una sefial necesaria para el cambio de antigenos. Después
de dos dias de infeccién, el parasito inmaduro puede presentar un arreglo diferente de
antigenos a su huésped, lo cual le da suficiente tiempo para llegar a-la seguridad del
higado antes de que [a respuesta inmune pueda reaccionar al nuevo repertorio antigénico.
En un estudio se generaron anticuerpos monoclonales dirigidos contra los NEJ, y se
presentd una reaccion altamente especifica contra este estadio. En contraste a este
resultado, un anticuerpo monoclonal generado contra un antigeno de adultos reacciond
contra todos los estadios™.

Sin embargo, este antigeno, mientras estaba presente en los NEJ no fue
presentado al sistema inmune por los NEJ durante la infeccidn, ya que no fue detectado
con sondas de células secretoras de anticuerpos del nodulo linfatico mesentérico poco
tiempo después del desafio, o por los monoclonales generados por estos nddulo linfaticos
mesentéricos. Por lo tanto es probable que los antigenos compartidos entre el adulto y
los estadios NEJ, que podrian ser inmunégenos fuertes debido a su continua presencia
durante la infeccién, no se exponen durante las fases tempranas de la enfermedad®.

La inmunomodulacion especifica de estadio puede ocurrir en ovinos infectados con
Fasciola hepatica. Se ha reportado la respuesta suprimida del sistema inmune,
basicamente la disminucién en la proliferacién de linfocitos en huéspedes parasitados®.
Dicha inmunosupresién ocurre a intervalos que corresponden a las fases de crecimiento y
migracion de F. hepatico en ol parénquima hepatico. Las respuestas proliferativas de los
linfocitos de ovinos Infectados con F. hepatica correspondientes a las fases de
maduracioén (dentro de los conductos biliares) e iniciacién de la produccién de huevos
fueron normales, pero se presenld una subsecuente supresidén utilizando
fitohemaglutinina. Desde las semanas 12 a 14 postinfeccién se observaron respuestas de
normales a aumentadas. Estos cambios en la respuesta inmune pueden estar
representando cambios en los productos del metabolismo del parasito, como substancias
de actividad inmunomoduladora o secreclén de productos que pueden actuar como
activadores policlonales®.
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La respuesta inmune en ovinos con fasciolosis ha sido estudiada por varios
investigadores.  Por ejemplo, Movsesijan et al en 1975 reportaron niveles de
inmunoglobulinas IgG dirigidos contra antigenos presentes en el tracto digestivo de F.
hepatica en corderos experimentalmente infectados. Se observaron niveles séricos de
1gG1 que aumentaban y disminufan sincrénicamente a la actividad de anticuerpos. La
reduccion de las concentraciones de IgG1 y los valores de titulos de anticuerpos durante
la infeccién cronica puede ser parcialmente explicada por la disminucion de la
estimulacion antigénica por parte del parasito, y parcialmente por una pérdida de
inmunoglobulina en la bilis®™. Posteriormente, Sandeman y Howell en 1981 indicaron que
una vez que los parasitos se han establecido en los conductos biliares pueden ocurrir
fluctuaciones en los niveles tanto de enzimas como de anticuerpos. Estas fluctuaciones
en la respuesta de anticuerpos sugieren que existe una estimulacién antigénica
esporadica aunque los lrematodos estén situados dentro de los conductos biliares, en
donde pueden estar considerados como aislados del sistema inmune?’.

Podria ser posible que la exposicion periddica del huésped a los antigenos del
parasilo ocurriera a través de lasiones en la pared del conducto biliar causadas por la
actividad de alimentacion de los helminlos adultos o por la obstruccién fisica de los
conductos'’. La respuesta de anticuerpos durante la infeccién primaria siguié un patron
similar a las que se habia descrito previamente. Sin embargo, los niveles de anticuerpos
~medidos durante el desafio permanecieron relativamente bajos hasta la necropsia. La
falta de respuesta anamnésica después de una segunda exposiciéon a los antigenos de
estadios inmaduros sugiere que la respuesta durante este periodo fue suprimida. Esta
aparente supresion podr'ia ser el resultado de muchos factores. Primero, los adultos
pueden liberar un agente inmunosupresor. Segundo, los estadios inmaduros de la
infeccion secundaria o los adultos establecidos pueden secretar suficiente antigeno para
causar una caida persistente en el nivel de anticuerpos libres. Esto podria llevar a la
formacién de complejos inmunes que causan la supresidn de respuestas de linfocitos T y
B. De este modo, Ia liberacion de antigenos de los adullos podria resultar en la supresién
de respuestas de anticuerpos contra antigenos de estadios juveniles. La caidé de los
niveles de anticuerpos en suero durante e! desafic fue asociado con la incapacidad del
suero post-desafio para impedir la viébi[idad de parasitos inmaduros’’.
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En contraste, el suero de una infeccién primaria con un alto titulo de anticuerpos
tuvo un efecto de deterioro sobre la viabilidad de los trematodos. De acuerdo con
Sandeman, el hecho de que el suero de ovinos infectados tenga el potencial para danar
parasitos parece paraddjico en el contexlo de la incapacidad de esta especie para resistir
el desafio'”. Otros autores obtuvieron resultados similares en sus trabajos®*>*.

Por consiguiente, el ovino se considera un huésped susceptible a fasciolosis, en el
cual no se presenta una respuesta inmune secundaria. Es por ello que se han realizado
numerosos trabajos para poder determinar las caracteristicas de la respuesta inmune en
ovinos con fasciolosis y de ese modo conocer cudles son los mecanismos que no
permiten que se monte una respuesta inmune protectora durante una segunda infeccion.
Los antigenos de excreciones-secreciones han sido ampliamente estudiados en este
sentido. Para ello se han obtenido estos productos metabdlicos mediante el cultivoin vitro.
Los helmintos mantenidos en un medio libre de proteinas podrian estar utilizando sus
reservas endégenas de nutrientes para mantener procesos metabdlicos esenciales, y,si
_ ese fuera el caso, se encontrarian en un estado completo de catabolismo. Bajo estas
circunstancias, sus productos de excreciones-secreciones podrian diferir de aqueéllos que
resultan de procesos metabdlicos normales in vitro™.

Sin embargo, la identidad inmunolégica que se ha observado en estudios de
inmunodifusion entre el antigeno metabdlico oblenido in vitro y aquél presente en Ia bilis
de un conejo con una fasciolosis patente sugiere que esto no es posible®, Esta evidencia
de que los antigenos . metabdlicos producidos in vilro comparlen propiedades
inmunolégicas con los productos naturales es de interés debido al posible uso del
antigeno producido in vilro para poder lograr estudios de inmunodiagnostico o©
inmunoprofilaxis. Lehner y Sewell afirman que el uso de antigenos metabdlicos para
estimular la inmunidad protectora es preferible sobre los antigenos somaticos®,

Las investigaciones acerca de la fuente de productos de excreciones-secreciones
antigénicos o inmunoregulatorios han identificado las superficies cuticulares vy
tegumentarias de algunos nematodos y trematodos respectivamente como fuentes
importantes de productos de excreciones-secreciones. Otras moléculas de excreciones-

secreciones son liberadas a través de érganos especializados™.
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De acuerdo con Bryant, el cambio activo de antigenos de superficie puede ser una
fuente importante de antigenos parasitarios para el sistema inmune en una forma en la
cual pueden ser procesados por células presentadoras de antigeno, macréfagos y
algunas células B para presentacién a células T cooperadoras (CD4). Los productos de
excreciones-secreciones de nematodos, trematodos y cestodos contribuyen a la
inmunoevasion a través de mecanismos como el cambio de células y ligandos de
superficie, alteracién de la funcién de linfocitos, macréfagos y granulocitos y modulacién
del complemento y otras respuestas inflamatorias del huésped®. En algunos sistemas
huésped-paréasito, los antigenos de excreciones-secreciones pueden inducir respuestas
protectoras para el huésped y esta fuente de antigenos protectores ha sido utilizada en la
vacunacion exitosa contra infecciones helminticas, parlicularmente contra nematodos
tricuridos y metagestodos de cestodos parasitos™.

De los productos de excreciones-secreciones se han purificado antigenos
especificos, tales como el f2 que fue evaluado en una prueba de hemaglutinacion y los
resultados demostraron que el f2-HA fue (til para la prediccion del éxito quimioterapéutico
en fasciolosis bovina®. '

Asimismo, El-Bahi et al en 1992 detectaron un antigeno a partir de bilis y heces de
bovinos infectados con F. hepatica. Este antigeno de 26 kDa es un componente estable
de los productos tanto de excreciones-secreciones como del tegumento del helminto v los
autores sugieren que tiene un polencial uso en el diagnostico de fasciolosis, ya que ofrece
ventajas como accesibilidad de muestreo, discriminacién entre infecciones previas y
actuales, y posible semi-cuantificacion de cargas parasitarias®?.

Cervi et al (1996) demostraron que los productos de excreciones-secreciones de
F. hepatica adultos estan involucrados en la supresién de las respuestas inmunes
celulares. En ese estudio se observd que en la inoculacién de fracciones de los productos
de excreciones-secreciones obtenidos a partir de la elucién de proteinas separadas en
geles de poliacritamida, los componentes entre 12 y 23 kDa activamente indujeron
supresion de la respuesta de hipersensibilidad de tipo re‘tardada hacia los antigenps del
parasito®.
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Los antigenos de excreciones-secreciones también han sido utilizados en el
diagnéstico temprano de fasciolosis, y con ellos se ha podido establecer la presencia de la
infeccion tan pronto como seis dias después de la exposicion de bovinos a metacercarias
mediante una prueba de competencia para seguir la cinética de la infeccion®,

Estudios anteriores demostraron que el estadio inmaduro de . hepatica libera una
enzima proteolitica del lipo de papaina o catepsina-B que se une a {as inmunoglobulinas
del ratdon, rata, conejo y ovino in vitro. Esta unién es parcial, pero es capaz de hacer
menos efectivo el sistema de defensa del huésped®. Los estadios invasivos de F.
hepatica liberan estas proteasas al medio en el cual estdn mantenidas. En un estudio
realizado en 1996 por Berasain ef al, se invesligé la interacciébn de los productos de
excreciones-secreciones de F. hepatica con dos cistein-proteasas (CL1 y CL2) purificadas
a partir de estos productos. Los anligenos de excreciones-secreciones contenian
actividad colagenolitica, mas no elastinolitica. La fibronectina y laminina fueron
degradados por productos de excreciones-secreciones y por CL1 y CL2. Estos resultados
indicaron que las cistein-proteasas secretadas por el trematodo pueden estar involucradas
en el proceso de invasion tisular realizado por el parasito®.

Estas dos catepsin-L-proteasas también han sido involucradas en la nutricion del
parasito y en su protecciéon del ataque del sistema inmune. Para conocer el potencial
inmunoprofilactico de estas proteasas se han realizado ensayos vacunales en bovinos.
Los resultados demostraron que las catepsinas podrian formar !a base de una vacuna
molecular que no solamente reduciria la carga parasitaria, sino que también prevendria la
transmision de la fasciolosis®'.

Se han realizado estudios vacunales en bovinos y ovinos utilizando antigenos
purificados - (proteina fijadora de acidos grasos -FABP-, glutation-S-transferasa,
catepsinas, hemoglobina), los cuales han demostrado que se pueden lograr altas
reducciones en cargas parasitarias (31-72%) y en produccion de huevos {(69-98%), lo cual
eleva la posibilidad realista de que el control inmunolégico de F. hepatica es un objetivo
comercial que se puede lograr. La combinacién de vacunas también ha sido posible®2.

Estudios recientes han demostrado la resistencia de la raza de ovinos indonesios
de cola delgada , "Indonesian Thin Tail (ITT)", a F. gigantica, ya que esta raza ha exhibido
resistencia innata (o rapidamente adquirlda) a la infeccién y adquiere un nivel mas alto de
resistencia después del desafio primario™,
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Estudios iniciales sugieren que esta resistencia puede estar determinada por un
gene. Los ovinos raza Merino también adquieren resistencia a F. gigantica. En contraste,
los animales ITT y Merino no exhiben resistencia a F. hepatica. Estos resultados sugieren
que existen diferencias fundamentales entre estas dos especies de Fasciola en la
biologia de sus interacciones con el sistema inmune de los ovinos®.

Con respecto a la respuesta inmunoprotectora en ovinos, algunos autores han
demostrado que existe una disminucion en la fecundidad de los helmintos mediante la
vacunacién de ovinos con cistein-proteasas purificadas, pues al ser administradas a los
animales, se presenté una disminucién en la cuenta de huevos de! parasito en heces®.

Piacenza et al (1999) reportaron la respuesta inmunoprotectora que se presentd
en ovinos vacunados con catepsin L proteasas y con leucin-aminopeptidasas purificadas
de F. hepatica. En ese trabajo los ovinos fueron significativamente protegidos (78%)
contra el desafio con metacercarias al ser vacunados con las catepsin L proteasas junto
con leucin-aminopeptidasas, y aquéllos que recibieron las leucin-aminopeptidasas
alcanzaron hasta un 88% de proteccion®™.,

La caracterizacion vy purificacion de antigenos parasitarios pueden ser utilizadas en
varios estudios. Fagbemi et al (1995) produjeron anticuerpos contra un antigeno
especifico (88 kDa) de Fasciola gigantica®, Asimismo, Diaz ef al (1998) caracterizaron
parciaimente un epitopo de los productos de excreciones-secreciones de estadios adultos
de Fasciola hepatica reconocido por el anticuerpo monoclonal ES78'°. Por otro lado,
Krailas et al en 1999 identificaron tres anticuerpos circulantes en el suero de bovinos
naturalmente infectados con F. gigantica y encontraron que dos de ellos reaccionaban
especificamente contra moléculas antigénicas del extracto de! tegumento. El tercer
anticuerpo reacciond con una miolécuta de 26-28 kDa presente en los antigenos de
excreciones-secraciones de esladios adullos. Los autores consideran que el antigenc de
66 kDa es un candidato para inmunodiagnostico y vacunas®’.

Con el objeto de medir los anlicuerpos producidos contra F, .hepatica, se han
utilizado, entre otros, los siguientes métodos:

a. Radiocinmunoensayo y ELISA: Son técnicas excelentes para medir la respuesta
séricas de anticuerpos. Existen muchas variantes de cada uno, por ejemplo, se han
tenido excelentes resultados utilizando tantc el DIG-ELISA como método de
diagnéstico®® como el dot-ELISA®,
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Se han realizado también diversos estuﬁios utilizando productos de excreciones-

secreciones de F. hepatica como antigeno en el ELISA™', E] método de ELISA también
se ha utilizado en humanos para que puedan ser tratados antes del desarrollo de Ia
patologia hepatica, minimizando asi la morbilidad debida a la fasciolosis™>. Con el objeto
de facilitar la operaci6n, reproducibilidad, cuantificacién y aplicacién en campo de! ELISA,
se desarrollo el FAST-ELISA (Falcon Assay Screening Test : F.A.S.T.%), el cual incorpora
la caracteristica de estandarizacién interna contra un suero de calibracién de referencia.
Este ensayo se ha utilizado para detectar anticuerpos contra Schistosoma mansoni™.
Hillyer y Soler de Galanes, en 1991 llevaron a cabo los estudios iniciales de diagnéstico
de fasciolosis utilizando este método™.
b. Inmunoelectrotransferencia (IET): La técnica de inmunoelectrotransferencia descrita por
Towbin et al en 1979 es uno de los métodos mas utites con que se cuenta para el anélisis
antigenico. Combina el poder resolutivo de la electroforesis en geles de poliacrilamida
(PAGE) en presencia o ausencia de detorgentes como el dodecil sulfato de sodio (SDS)
con la reaccién antigeno-anticuerpo en fase sélida. En el primer caso, bajo las
condiciones empleadas, las proteinas se separan segun sus pesos moleculares, lo que
permite su identificacion. Posteriormente las proteinas separadas son electrotransferidas
a membranas de nitrocelulosa (NC) en doride se unen a los grupos reactivos de éstas,
quedando inmovilizadas y expuestas en Ia superficie para reaccionar con sus
anticuerpos’™.

El patrén que se obtiene en el papel es una copia del patron de separacién del gel.
Es necesario en esta fase bloguear los sitios reactivos del pape! que quedan libres con
alguna proteina que no interfiera para evilar la unién inespecifica de los anticuerpos que
se emplean después. En la siguiente etapa, la membrana de NC se hace reaccionar con
los anticuerpos problema, los cuales se uniran a sus antigenos correspondientes
inmovilizados en el papel. Para poner de manifiesto esta reaccion antigeno-anticuerpo se
puede agregar un segundo anticuerpo unido a una enzima. Dependiendo del tipo de
reactivo inmunolégico que se emplee para hacer visible la reaccién se puede identificar la
clase de respuesta inmunoldgica del huésped (igM, 1gG, IgA, IgE)™.

Si el antigeno se separa electroforéticamente y se adhiere a papel! de nitrocelulosa, es
posible monitoreario con este método, ya que los componentes antigénicos son
reconocidos por animales expuestos al agente’®,
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En 1993 Silva et al utilizaron antigenos de excreciones—secreci_gnes de Fasciola
hepatica y aplicaron inmunoelectrotransferencia, encontrando grupos de bandas sensibles
y especificas correspondientes a pesos moleculares aproximados de 96-109; 75-84; 49-
50, 38-40, 30-33 y 16-26 kDa". Posteriormente, este grupo de investigacién en 1994 llevo
a cabo la deteccion de antigenos de interés diégnéslico en infecciones animales por F.
hepatica en el cual se caracterizaron ¢ identificaron antigenos somaticos de adultos,
juveniles y productos de excreciones-secreciones™. En 1997 realizaron
inmunodiagnéstico de fasciolosis en caballos y cerdos utilizando este método™.
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.G. JUSTIFICACION

El presente trabajo estudia los antigenos de excreciones-secreciones y somaticos
de parasitos inmaduros y su reacclén con sueros de animales infectados con el
trematodo. El estudio de los antigenos parasitarios es Gtil para poder optimizar e
inmunodiagnéstico. En estudios futuros podrian purificarse antigenos inmunodominantes
y especificos del estadio inmaduro de Fasciola hepatica, lo cual seria -Util para
diagnosticar infecciones cuando los pardsitos juveniles estan migrando a través del
“higado antes de que se presenten el daito hepatico y las pérdidas econdmicas asociadas
a ello®®, Las decisiones para la intervencion lerapéutica o para la implementacion de
medidas de control podrian basarse:en este diagnostico. Es decir, 1a deteccion de
anticuerpos dirigidos contra antigenos especificos de F. hepalica en la fase aguda de la
enfermedad mediante técnicas inmunoldgicas permitird aumentar la sensibilidad y
especificidad de dichos métodos de diagnéstico al evitar las reacciones cruzadas con
antigenos de olros parasitos. De esla manera, podran realizarse estudios
epidemiologicos y programas de control quimioterapéutico eficaces para controtar esta
_ parasitosis en zonas endémicas.

LLH. HIPOTESIS

Se ha demostrado que el perfil proteicc de las formas juveniles recién
desenquistadas de Fasciola hepatica es claramente distinto de aqué! que presentan las
formas adultas™.

El hecho de que tanto los estadios periloneales como hepaticos cambian sus
patrones antigénicos sugiere que el parasito inmaduro puede presentar un arreglo
diferente de antigenos a su huésped, lo cuat le da suficiente tiempo para llegar a la
seguridad de los conductos biliares antes de que la respuesta inmune pueda reaccionar al
nuevo repertorio antigénico. Sin embargo, se han reportado estudios que demuestran
que los estadios juveniles obtenidos a los 21 dias postinfecciéon y los adultos poseen
antigenos compartidos’”. Por lo tanto es probable que existan antigenos compartidos
entre el adulto y los estadios inmaduros, los cuales pueden ser inmunodgenos dominantes
que exhiban una presencia continua durante la infecci6n.
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Lo anterior puede ser observado al estudiar la cinética de produccién de

anticuerpos IgG dirigidos contra antigenos especificos del estadio inmaduro de Fasciola

hepatica.

L. 1. OBJETIVOS

1)

2)

3)

4)

5)

Determinar la presencia de animales posilivos a anticuerpos IgG anti-Fasciola
hepatica mediante el Ensayo Inmunoldgico Ligade a Enzimas (ELISA) indirecto
utilizando las preparaciones proléicas de los antigenos de excreciones-secreciones y
somatico del estadio inmaduro de F. hepatica.

Detectar reacciones cruzadas entre los sueros de animales infectados con Ostertagia
spp, Chabertia ovina, Moniezia spp, Paramphistomum spp, Haemonchus contortus.y .
Oesophagostomum spp y los de animales infectados experimentalmente con F.
hepatica mediante el ELISA indirecto.

Identificar mediante el método de inmunoelectrotransferencia {IET) los componentes
antigénicos de los extractos somatico y de excreciones-secreciones del estadio
inmaduro de F. hepatica.

Determinar por medio de IET los componentes antigénicos, tanto de la preparacion
protéica del antigeno de excreciones-secreciones como del antigeno somatico, que
son reconocidos por los sueros de animales infectados experimentalmente con F.
hepatica

Determinar por medio de IET la reaccion cruzada de los antigenos anteriores con los
sueros de ovinos infectados con otros parasitos
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il. MATERIAL Y METODOS
ilLA. INFECCION EXPERIMENTAL

El trabajo de campo fue realizado en el Municipio de Apaseo el Alto, Guanajuato
en una explotacion sin antecedentes de fasciolosis. El clima que predomina es templado
subhumedo con lluvias en verano, es decir, de acuerdo con el Cédigo Kdpen es un clima
C(w®)(w). La temperatura media anual oscila entre los 18 y 22°C. El promedio minimo de
temperatura se registra en el mes de enero con 13.5° y el maximo corresponde al mes de
mayo con 23.7°C. La precipitacién pluvial promedio es de 685 mm’27°,

Se utilizaron 15 ovinos raza Pelibuey hembras de cuatro meses de edad con un
peso promedio de 25 kg. Las heces de los 15 animales fueron examinadas antes de la
infeccion experimental mediante la técnica de flotacion para detectar la presencia de
coccidias y huevos de cestodos y nematodos. Asimismo, se llevd a cabo la técnica de
sedimentacion de materia feca! para excluir a los animales que presentaran huevos de
trematodos en heces®.  Es importante sefalar que ninguno de los animales de la
explotacion los presentd. Por lo tanto, en el estudio solamente se utilizaron animales que
no habian estado expuestos a Fasciola hepatica. Posteriormente todos los animales
fueron sometidos a un tratamiento con farmacos antiprotozoarios (Decoquinato a razon de
50 ppm en alimento) y antihelminticos (Fenbendazol a razén de 5mg/kg de peso vivo por
via oral y Triclabendazol a razdn de 10mg/kg de peso vivo por via oral).

Una semana después del tratamiento, los animales fueron divididos en tres grupos
(n=5). Los ovinos del Grupo A recibieron cada uno per os 150 metacercarias de Fasciola
hepatica (Baldwin Aquatics, Inc. Monmouth, OR, USA) administradas mediante una sonda
siliconada*. Los ovinos del Grupo B recibieron cada uno per os una capsula de gelatina
que contenia 150 metacercarias de F. hepatica®.  La viabilidad de las metacercarias fue
determinada mediante su examinacién microscopica. Los cinco ovinos del grupo C no

fueron infectados y fungieron como testigos.

4 Comunicacion personal de Laura Cervi (abril 1999)
* Comunicaciones personales de Norman Davis y Norman Baldwin (abril 1999)
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Se obtuvieron muestras sanguineas de la vena yugular de los 15 animales en
tubos vacutainer sin anticoagulante siete dias antes de la infeccion experimental (dia —7),
el dia de la infeccién (dia 0), 24 horas bostinfeccién (dia 1), el dia 3, dia 7 (1 spi), dia
10, dia 14 (2 spi) y posteriormente cada siete dias hasta el dia 84 (12 spi).. Estas
muestras fueron identificadas y transportadas en refrigeracién al laboratorio en donde
fueron procesadas. El suero se separé por centrifugacion y se guardé en viales a —20°C.

It.B. PRUEBA COPROPARASITOSCOPICA DE SEDIMENTACION®
/

Las heces de los 15 animales fueron examinadas para determinar la presencia de
huevos de F. hepatica desde la 8% hasta la 12® semana postinfeccion (spi) de acuerdo con
el método propuesto por Chauvin et al (1995)*,

1.C. ENSAYO INMUNOLOGICO LIGADO A ENZIMAS (ELISA) PARA LA DETECCION
- DE ANTICUERPOS IgG ANTI- Fasciola hepatica .

La deteccion de anticuerpos contra F. hepatica se realizé por medio de un ELISA
“indirecto de acuerdo con el método descrito por Hillyer et af (1985)*' y de Santiago ef a/
(1986)%2,

Il.C.1. Elaboracién de los antigenos do F. hepatica ,

Fueron elaboradas las preparaciones protéicas de los antigenos de excreciones-
secreciones y somatico de Fasciola hepatica de diez dias de edad. El antigeno de
excreciones-secreciones de formas inmaduras fue obtenido de acuerdo con métodos

descritos anteriormente® 47453

con madificaciones especificas*. Los especimenes
inmaduros fueron obtenidos a partir de cinco corderos de ocho semanas de edad
infectados experimentalmente cada uno con 150 metacercarias. Los animales fueron
sacrificados a los 10 dias post-exposicion a las metacercarias. El higado se corté en
pequefios cubos, los cuales se agitaron con solucion salina amortiguadora de fosfatos
(SSAF) a 37°C. El liquido fue cuidadosamente examinado y alli se encontraron los

parasitos.

. * Comunicaciones personales de Texia Gorman (1999) y David Cruz (2000)
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Los trematodos juveniles intactos y vivos fueron lavados cuatro veces con SSAF
0.01 M, pH 7.2, a temperatura ambiente durante una hora para remover trazas de sangre
y bilis. Posteriormente se procedid a su incubacién (1 helminto/5 ml} en SSAF, pH7.2a
37°C durante cinco horas. La solucion SSAF fue suplementada con 0.25 mg de
leupeptina por mililitro para inhibir proteasas. El sobrenadante fue centrifugado a 4°C a
10,000 g durante una hora para eliminar el malterial particulado. :

El sobrenadante con los produclos de excreciones-secreciones fue recolectado y
fitrado (0.20um, 10 kDa Aerodisc). Se deferminé su concentraciéon protéica mediante el
método descrito por Lowry® ulilizando albumina sérica bovina como estandar (SIGMA).
La cantidad de proteina fue de 0.59 mg/ml. €l antigeno de excreciones-secreciones de
estadios inmaduros de F. hepatica fue denominado EXS y almacenado a —-20°C hasla su
uso.

Con respecto al antigeno sométlipo. para su eléboracién se obtuvo el extracto
crudo de fasciolas juveniles (SOM) de acuerdo con mélodos reportados
anteriormente'***®, Para ello se recolectaron parasitos del higado de cinco corderos de
ocho semanas de edad infectados experimentaimente cada uno con 150 metacercarias a
los diez dias postinfeccion. . . '

Los especimenes recolectados fueron lavados cuatro veces en 0.05M SSAF (pH
7.2) y homogeneizados (1 helminto/ml de SSAF suplementada con leupeptina) en un
onminixer (Sorvall} con 10 ciclos por 0.5 minutos a 4°C. Después se les aplico ultrasonido
tres veces durante 60 segundos en un sonicador'(Marius) a una amplitud de cinco. Se
obtuvo el extracto al dejar los parasitlos macerados durante toda la noche en 100 ml de
SSAF suplementada con 100 U/ml de penicilina sodica, 100 U/ml de nistatina y 0.25

. mgiml de estreptomicina a 4°C. La suspension fue centrifugada a 10,000g durante 20

minutos a 4°C. El sobrenadante fue filtrado (0.20pm, 10 kDa Aerodisc). La concentracion

protéica fue determinada mediante el método de Lowry® y ésta fue de 0.7 mg/mi. El
antigeno, denominado SOM fue almacenado a -20°C hasta su uso.
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iL.C.2. Deteccién de anticuerpos IgG antl-Fasciola hepatica

Se llevaron a cabo dos ELISA's indirectos, uno utilizando la preparacion protéica
EXS y otro empleando el antigeno SOM.

ka concentracion oplima de ambos antigenos determinada mediante titulacién fue
de 8.5 pg/ml. El antigeno en cada caso, se diluyd en una solucibn amortiguadora de
“carbonatos 0.05M, pH 9.6 y 100 Wl de cada antigenc fueron acoplados a placas para
microtitulacion de fondo plano (Immulon, Dynatech Labs. Inc.). Se utilizb6 una placa para
el EXS y una para el SOM. Cada 'prepéracién protéica fue incubada durante 1 hora a
37°C y después durante toda la noche a 4°C. Fueron realizados tres lavados de 5
minutos cada uno con 0.3% SSAF-Tween-20. Como primer anticuerpo, se adicionaron a
los pozos 100 ul de suero de los ovinos infectados experimentalmente con Fasciola
hepatica, un testigo positivo, un testigo negativo y una muestra testigo o control. Todos los
sueros se utilizaron diluidos 1:200 en SSAF con 0.1% Tween-20. Los sueros fueron
incubados durante una hora a 37°C.
' Después de tres lavados utilizando SSAF-Tween 20, se adiciond el segundo
anticuerpo: 100 p! de anti-IgG de ovino conjugado con fosfalasa alcalinn (rabbit anti-sheep
19G whole molecule alkaline phosphatase conjugate — SIGMA) a una dilucién 1:1000 en
0.3% SSAF-Tween 20. Las placas fueron incubadas durante una hora a 37°C y lavadas 3
veces. Como cromégeno se utilizd p-Nitrofenil Fosfate disédico (pNPP, SIGMA prod. no.
N2765), diluyendo una tableta de 10 mg de ésle en 2.5 ml de agua y se aford a 10 ml con
amortiguador de dietanolamina al 10%, pH 9.8. Se afadieron 100! de pNPP y se incubd
durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, para detener la reacciéon se utilizd 0.5M
H;80, @50ul por pozo, y después se determinaron los valores de absorbancia
‘espectrofotométricamente en un lector de ELISA a 490 nm (Dynatech Labs Inc.). Se
consideré positiva una muestra individual cuando su valor de absorbancia fue igual o
mayor al punto de corte del ELISA. Este fue calculado como el promedio mas dos veces
-Ia desviacion estandar de la densidad éptica a 490 nm del suero de ovinos libres de
Fasciola hepatica (antes de la infeccién experimentat).
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11.C.3. Deteccidn de anticuerpos IgG en sueros de ovinos con otras parasitosis al
emplear los antigenos EXS y SOM

Con el objeto de verificar si con el ELISA indirecto estandarizado para deteccion
de anticuerpos IgG anti-EXS y anti-SOM de Fasciola hepatica se podian detectar
anticuerpos en sueros de ovinos con otras parasitosis; adicionalmente se probaron las
muestras de suero de animales negativos a Fasciola hepatica pero infectados con
Ostertagia spp, Chabertia ovina, Haemonchus contortus, Moniezia spp. Paramphistomum
spp y Oesophagostomum spp

I.D. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET)
' La IET fue realizada de acuerdo con el método descrito por Tsang et af (1983)%

con modificaciones menores®®¥.

Se llevd a cabo la IET para cada antigeno por
separado. Las preparaciones protéicas EXS y SOM, asi como los marcadores
comerciales de peso molecular (Low-Range Rainbow Motecular Weight Markers
Amersham Pharmacia 2.35-46 kDa) se separaron mediante electroforesis de gradiente en
geles de poliacrilamida at 12% (Hoefer Electroblotting Unit and Power Supply) en
presencia de dodecil sulfato de scdio (SDS) y beta mercaptoetanol. Al término de fa
electroforesis, las proteinas fueron transferidas a nitrocelulosa (Bio-Rad, 0.45um) a una
intensidad de 0.1 amperes durante 10.5 horas. Posteriormente se transfirieron a 0.6
amperes durante dos horas. Las hojas de nitrocelutosa fueron b!oqueadag con gelatina y
TBST pH 7.6. ‘Las tiras de nitrocelulosa se incubaron en agitacion oontinué con los sueros
(diluidos a 1/100 en TBST/gelatina) obtenidos antes de la infeccién con Fasciola hepatica,
después de la infeccidén con F. hepatica, testigos, muestras controf, sueros de animales
infectados con Ostertagia spp, Chabertia ovina, Haemonchus contortus, Moniezia spp.
Paramphistomum spp y Oesophagostomum spp. Después de dos lavados con TBST y
TBS {(cinco minutos por lavado), las tiras de nitrocelulosa fueron incubadas con el
anticuerpo anti-lgG de ovino marcado con fosfatasa alcalina (SIGMA) diluido 1:75000 en
agitacion continua durante dos horas a temperatura ambiente. Después de dos lavados
en TBST y dos lavados en TBS, se agregé el sustrato para el desarrollo del color (bromo-
cloro-indolil-fosfato y azul de tetrazolio, SIGMA). '
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Después de 20 minutos se afiadié agua destilada para delener !a reaccién. Se
observaron las bandas, se lrazé la curva estandar semilogarilmica para ‘@l peso molecular
comercial y se interpolaron las movilidades relativas observadas para caba banda en cada
‘gel. De ese modo se obtuvo el peso molecular aproximado.

ILLE. ANALISIS ESTADISTICO

Se ulilizdé la prueba no paramélrica de Kruskal-Wallis® para una comparacion
global entre los dos grupos de animales infectados y el grupo testigo, y los valores de P
que fueron iguales o menores que 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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Ill. RESULTADOS
ILA. INFECCION EXPERIMENTAL

Para confirmar el establecimiento de los parasitos sexualmente maduros en los
conductos biliares, se realiz6 la técnica coproparasitoscopica de sedimentacion para la
observaciébn de huevos de Fasciola hepatica en las heces de los tres grupos
experimentales como se indica a_continuaciér_'n.

il.B. PRUEBA COPROPARASITOSCOPICA DE SEDIMENTACION

En el Cuadro 1 se puede observar que el diagnéstico coproparasitoscopico de
fasciolosis mediante la técnica de sedimentacion fue positivo a partir de la 82 semana
postinfeccion experimental en tres animales del grupo A y en cuatro del grupo B. A las
nueve spi todos los animales fueron positivos. Después de la 10* semana postinfeccion,
los valores medios de excrecion de huevos de F. hepatica se elevaron hasta 15 veces en
comparacion con la novena semana. Se observd una diferencia significativa (P <0.05)
entre los dos grupos infectados en relacion con la cantidad de huevos eliminados; ya que
la cantidad eliminada de huevos de F. hepatica por gramo de heces en el grupo infectado
con capsulas fue aproximadamente el superior al doble de la cantidad desde la semana 9
postinfeccion con respecto al grupo infoctado con sonda. En las heces del grupo testigo
no se encontraron huevos del parasito.

It.C. ENSAYO INMUNOLOGICO LIGADO A ENZIMAS (ELISA) PARA LA DETECCION
DE ANTICUERPOS IgG ANTI- Fasciola hepatica .

Las muestras de suero de los dos grupos de ovinos infectados con Fasciola
hepatica y del grupo testigo obtenidas durante el dia -7, 0, 1, 7, 10 y las semanas 2, 3, 4,
5,6,7, 8,9, 10, 11y 12 postinfeccion fueron ensayadas en placas de ELISA utilizando por
separado la preparacion EXS y la del antigeno SOM. Adicionalmente se incluyeron
muestras de sueros de ovinos no infectados con F. hepatica, pero con infeccion
confirmada con otros helmintos parasitos : Ostertagia spp, Chabertia ovina, Haemonchus
contortus, Moniezia ‘spp. Paramphistomum spp y Oesophagostomum spp
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En la Figura 1 se observa que los animales del grupo B fueron considerados
positivos a fasciolosis a partir de! dia 14 postinfeccion (2 spi). Este grupo alcanzé su nivel
medio de absorbancia maximo el dia 77 (11 spi), el cual fue de 1.128. Los ovinos del
grupo A fueron considerados positivos a partir del dia 28 (4 spi). Su nivel medio de
absorbancia maximo (0.934) fue alcanzadoe también el dia 77 (11 spi).

El punto de corte (0.169 + 3*0.043) fue igual a 0.299. Se presento una diferencia
estadisticamente significativa (P<0.05) entre los grupos infectados con respecto al grupo
testigo.

En relacidn con el antigeno SOM, puede observarse en {a Figura 2 que los
animales de los dos grupos infectados fueron considerados positivos a fasciolosis a partir

del dia 14 (2 spi). Ambos grupos presentaron su nivel medio maximo de absorbancia el
dia 42 (6 spi), el cual fue de 0.898 en el grupo Ay 1.298 en el giupo B.

El punto de corte (0.165 + 3°0.021) fue igual a 0.2:24. Se observd diferencia
estadisticamente significativa (P<0.05) entre estos dos grupos con respecto al testigo.
Asimismo, entre los grupos A y B se presento una correlacion positiva como puede verse:
en fa misma figura.

Con respeclo a la inclusion de sueros de animales positivos a ofras parasitosis, en
la Figura 3 se muestran los valores medios de absorbancia, los cuales se mantuvieron por
debajo de los puntos de corte tanto del antigeno EXS como del SOM. Se incluyeron
testigos positivos y negativos a Fasciola hepalica, y se observo que los testigos positivos
presentaron valores medios de absorbancia superiores al punto de corte.

I.D. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET)

En el Cuadro 2 y la Figura 4 se puede observar que cuando se utilizo el antigeno
EXS los sueros de los 10 ovinos infectados detectaron 6 protéinas especificas con pesos
moleculares aproximados de 17.0, 23.5, 27.7, 33.0, 43.2 y 49.5 kDa. La proteina de
aproximadamente 43.2 kDa fue detectada por tres de diez sueros el dia 14, y por siete de
diez sueros desde el dia 28 hasta el 84 postinfeccion. La proteina de 27.7 kDa fue
reconocida por dos de diez sueros el dia 10 postinfeccion y el dia 14 por siete de diez. El
dia 28 fue detectada por nueve de diez sueros y a partir del dia 49 postinfeccion fue
reconocida por todos los sueros de los animales infectados. -

-
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La proteina de un peso aproximado de 17.0 kDa fue detectada por el 50% de los
sueros désde el dia 14 postinfeccion, por el 80% a partir del dia 56 y por el 90% después
del dia 77. Las otras tres proteinas tuvieron reconocimientos inferiores al 50% durante el
transcurso de la infeccién experimental,

En el cuadro 2 y figura 4 se observa asimismo que al utilizar el antngeno EXS se
detectaron tres proteinas inespecificas (12.6, 29.3 y 56.2 kDa) desde el dia -7. La
proteina de 29.3 kDa fue reconocida por los diez sueros de los animales infectados desde
antes de la infeccién experimental hasta el dia 84 postinfeccion (12 spi).

Continuando con ese mismo cuadro y figura cabe sefialar que cuando se utilizo el
antigeno SOM se detectaron tres proteinas con pesos moleculares aproximados de 17.5,
20.5y 23.1 kDa. La proteina de 17.5 kDa fue reconocida por siete de los diez sueros de
los animales infectados desde el dia 42 y posteriormente por los diez sueros desde el dia
56 postinfeccion (8 spi). Las otras dos proteinas fueron detectadas por el 100% de los
sueros también a partir del dia 56.

' Asimismo, ;Se presentd una proteina con un peso molecular aproximado de 29.3
kDa que fue detectada por los sueros de los diez ovinos desde el dia -7, es decir, antes
‘de la infeccién experimental y el reconocimiento fue constaﬁte hasta el dia 84 (12 spi).

Con respecto a las reacciones cruzadas, en e! Cuadro 3 y en la Figura 4 puede
observarse que los sueros de los ovinos positivos a Paramphistomum spp detectaron dos
componentes con pesos moleculares aproximados de 20.4 y 50.0 kDa cuando se utilizé el
antigeno EXS. Al utilizar el antigeno SOM no se presentaron reacciones cruzadas.
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IV. DISCUSION DE RESULTADOS

Se han ulilizado numerosos métodos inmunolégicos para el diagnéstico de la
fasciolosis. Sin embargo, la naturaleza compleja de las preparaciones antigénicas
utilizadas en dichos métodos puede conducir a problemas de reacciones cruzadas, lo cual
implica que existe la necesidad de obtener componentes antigénicos purificados. Se han’
realizado estudios que consisten en fraccionar los componentes de antigenos somaticos y
de excreciones-secreciones de distintos estadios de F. hepatica, haciéndolos reaccionar
con sueros de animales infectados con el parasito. Por un lado, Lehner (1980) reporta que
en general, para estimutar ihmunidad protectora los antigenos somaticos de helmintos
han fallado; sin embargo, para su uso en el inmunodiagnéstico, el mismo autor afirma
que sus estudios no proporcionaron evidencia de que el antigeno metabélico sea
preferible al somatico para seguir la respuesta serolbgica de animales infectados por
medio de técnicas como la inmunodifusion o el ELISA™,

Otros autores, como Santiago y Hillyer (1988) han utilizado ambas preparaciones
antigénicas para el diagnostico de fasciolosis en ovinos y bovinos®.  Cornelissen et af
(1992) reportaron que el ELISA con antigenos somaticos es mas especifico que con
antigenos excreciones-secreciones®. El-Bahi ef al (1992) utilizaron extracto somatico
para demostrar la presencia de un antigeno estable en bilis y heces*2. Maleewonget af en
1996 utilizaron tanto extracto somatico como antigenos de excreciones-secreciones de
audltos de F. gigantica en el serodiagndslico de fasciolosis gigantica®.

Cordova et al (1997) utilizaron el antigeno somatico en un estudio de antigenos
inmunodominantes en fascivlosis humana y demostraron que las cistein-proteasas
purificadas a partir de estos antigenos son altamente sensibles y especificas para el
serodiagnostico™.

En el presente trabajo se utilizaron las dos preparaciones antigénicas, es decir, el
extracto somatico (SOM) y los productos de excreciones-secreciones (EXS) del parasito
inmaduro.- De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, el incremento
en los niveles de ‘absorbancia comenzé a’ presentarse después de la semana dos
. postinfeccion al utilizar la preparacion SOM y después de la semana cuatro al utilizar el
antigeno EXS. Esto puede deberse a que los anligenos somaticos del parasito se
exponen durante mas tiempo al sistema inmune.
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Santiago y Hillyer en 1988. demostraron que en los ovinos el aumento en los
niveles de anticuerpos no son evidontes sino hasta después de la semana cuatro
postinfeccion at ulilizar preparaciones antigénicas (tanto del extracto Fcrudo como de los
productos de excrecibnes-secreciones) obtenidas de estadios adultos de F. hepatica. Los
resultados obtenidos en el presente estudic contrastan con lo documentado por estos
ahtores. ya que cuando fue utilizado el antigeno SOM, se detectaron anticuerpos IgG a
partir de la segunda semana postinfeccion®,

Estas diferencias pueden deberse a la manera en que se realizan los ELISAs en
términos de la preparacion del antigeno y su concentracion protéica.

.En un estudio realizado en 1991, Hillyer y Soler de Galanes obluvieron tilulos
importantes de anticuerpos a pardir de la semana dos postinfeccion al utilizar
preparaciones anligénicas de excreciones-secreciones medianle un ensayo inmunoldgico
mas sensible, el FAST-ELISA”™". '

Santiago y Hillyer en 1988 reporlaron que los valoras e absorbancia aumentaron
hasta cinco veces los valores normales del suero al ulilizar antigenos de excreciones-
secreciones de adultos alrededor de la octava spi; y demostraron un incremento menos
dramatico en los valores medios de absorbancia al ulilizar el antigeno somatico (3.5 veces
lo normal). En este estudio los titulos de anficuerpos aumentaron hasta casi seis veces
los valores del suero de ovinos no infeclados en la oclava semana postinfeccion al ulilizar
el antigeno EXS y cuando fue utilizado el SOM el aumenlo fue de aproximadamente de
siete veces los valores medios de absorbancia del suero de ovinos no expuestos a
metacercarias del parasito™.

No se midieron anticuerpos contra la gran cantidad de. parasitos con los cuales
podrian existir reacciones cruzadas debido a que no se han estandarizado ensayos
serolégicos para todos ellos. Por consiguiente, no se puede afirmar que todos los
anticuerpos eran especificos.

No se presento diferencia estadisticamenle significativa enlre los niveles medios
de absorbancia a 490 nm observados al ensayar los sueros de animales testigos contra
ambas preparaciones antigénicas. Este resultado coincide con las observaciones
documentadas en parasitos adultos por Cornelissen et al (1992).
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Este autor prefiere el uso del exlracto somatico de adultos, ya que menciona que
es mas especifico, a pesar de que no observaron diferencias entre los titulos de
anticuerpos inducidos por ambas preparaciones antigénicas®.

Maleewong ef al en 1996 compararon ambas preparaciones antigénicas obtenidas
a partir de adultos y no encontraron diferencias significativas entre los valores obtenidos
en el ELISA para el serodiagnostico de fasciolosis giganlica en humanos, pues ambos
antigenos resultaron ser efectivos™.

Zimmerman et al en 1982 demostraron que los valores de ELISA indirecto para el
diagnéstico de fasciolosis en ovinos no se relacionan con 1a magnitud de la infeccion,
practicas de manejo o infecciones cocurrentes por nematodos™. Por otro lado, Martinez et
al en 1996 indicaron que el ELISA indirecto que emplea antigenos de excreciones-
secreciones obtenidos a partir de adullos es sensible y especifico, ademas de ser un
método de diagnéstico temprano de anticuerpos especificos en fasciolosis caprina’'.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el ELISA indirecto, se sugiere la
purificacién de los antigenos inmunodominantes de estadios inmaduros del parasito para
estandarizar ensayos diagnésticos gue permitan la deleccién temprana de la enfermedad.

Se sugiere también realizar estudios con sueros positivos a otros parasitos para
conocer la especificidad del ensayo al utilizar el SOM. Gorman® indica que los antigenos
somaticos inducen alta antigenicidad, pero ofrecen menor especificidad. Asimismo,
afirma que los antigenos de excreciones-secreciones son mas precoces.

Se lievod a cabo el ELISA indirecto en este trabajo para detectar la presencia de
anticuerpos contra las preparaciones protéicas empleadas con el fin de probar los sueros
ovinos en la inmungcelectrotransferencia después de tener la certeza de que los animales
habian producido anticuerpos contra F. hepatlica.  Sin embargo, para optimizar el
diagnostico de la enfermedad se sugiere et empleo de ensayos innunologicos que
detecten antigenos en lugar de aquéllos que delecten anlicuerpos, ya que éstos no se
consideran indicativos de una infeccion activa. Ademas, los resultados de |la
inmunoelectrotransferencia que a continuacion se discutiran, dan consistencia a esta
sugerencia debido a que cuando se dolectan anticuerpos en vez de antigenos, no es
posible diagnosticar la enfermedad en fases tempranas.

* Comunicacion personal {inarzo 2000)

38



Por consiguiente, a pesar de que el ELISA indirecto ernpleado en el presente
estudio demostré ser allamente sensible, se sugiere ulilizar métodos de deteccion de
antigenos debido a que la medicién de antigenos circulantes como parametro de infeccion
activa puede ser de uso potencial en el manejo de la enfermedad clinica. En el casb de
infecciones parasitarias, particularmente aquéllas que involucran parasitos que invaden
tejidos, se requieren lralamientos terapéuticos tempranocs, ya que una vez que los
parasitos se han establecido en los o6rganos o visceras blancos, es muy dificil
eliminarlos®®.  Se han desarroliado técnicas de diagnostico directo para demostrar la
presencia del parasito, como la deteccién de antigenos de excreciones-secreciones en
heces mediante el uso de anticuerpos policlonales o monoclonales*?®'*2, Sin embargo,
estas técnicas no detectan la infeccion durante el periodo de migraciéon®,

Por lo tanto, seria de gran utilidad el desarrollo de una técnica sensible y
especifica que detectara la presencia de los trematodos en el animal parasitado a través
de! proceso de migracion, particularmente debido a que las infecciones prepatentes son
las que causan las pérdidas clinicas y econdmicas significativas.

Con respecto a los resultados obtenidos en la técnicas de
inmuncelectrotransferencia, se concluye que los componentes del antigeno de
excreciones-secreciones de estadios juveniles del parasitc son reconocidos en los
primeros dias después de la infeccion, a diferencia de los que estan presentes en el
antigeno somatico; ya que en el caso de estos Ultimos, fue posible detectarlos a partir de
la sexta semana postinfeccion.  Sin embargo, UGnicamente un componente antigénico
(27.7 kDa) fue reconocido por todos los sueros de los animales infectados al utilizar el
EXS, mientras que al emplear el SOM lodos los sueros detectaron los tres componentes
antigénicos presenles en el SOM a parlir de la semana ocho postinfeccion.

Este resultado chtenido en el presente estudio indica que el reconocimiento de los
antigenos presenles en el EXS puede considerarse precoz, por ejemplo, a los diez dias
postinfeccion el anligeno de 27.7 kDa fue reconocido por dos de los diez sueros
infectados, a los 14 dias por el 70% de los sueros y a partir de la séptima semana
postinfeccién (spi) el reconocimiento fue del 100%. Con respecto a los otros
componentes antigénicos presentes en el EXS, se observé una banda de 43.2 kDa que
fue detectada por el 70% de los sueros infectados desde la cuarta semana.
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En la segunda spi, un componente antigénico de aproximadarr;ente 17 kDa fue
detectado por la mitad de los sueros. Los componentes antigénicos de 23.5, 33y 49.5
kDa siempre fueron detectados por el 50% o menos de los sueros, por lo que no pueden
considerarse inmunodominantes.

Con respecto al antigeno somatico de estadios inmaduros, los tres componentes
antigénicos fueron reconocidos por el 100% de los sueros a partir de la octava spi. Por
consiguiente, los tres antigenos son inmunodominantes, pero detectables en una fase
tardia de la enfermedad, 1a cual coincididé con el inicio de deteccion de huevos del
trematodo en heces. '

Los antigenos detectados por los sueros ovinos infectados con metacercarias de
F. hepatica en el presente estudio se encuentran dentro de limites minimo y maximo
reportados en diferentes trabajos de investigacion. La comparacién de los pesos
moleculares de las proteinas detectadas en este trabajo con datos publicados es dificit
debido a que se utilizan diferentes métodos para el calculo del peso molecular.

Con respecto al componente anfigénico inmunodominante de 27.7 kDa detectado
en este estudio, Santiago y Hillyer (1988) reportan polipéptidos antigénicos de
excreciones-secreciones dentro de limites de 23 a 30 kDa que son reconocidos durante
toda la duracion de la infeccibn tanto por ovinos como por bovinos con fasciolosis
primaria®, El-Bahi ¢t al (1992) mencionan un antigeno diagnostico estable de 26 kDa
presente ‘en bilis y heces de bovinos infoctados con este trematodo*?. Esta proteina se
encuentra en los productos de excreciones-secreciones y no presenta reaccién cruzada
con otros parasitos. En otro estudio, Silva et al (1993) seleccionaron grupos de bandas
presentes en el suero de pacientes con fasciolosis™.

Uno de los intervalos que mencionan es el de 16-26 kDa, al utilizar un antigeno de
excreciones-secreciones de formas inmaduras. También mencionan el intervalo de 30-33,
38-40 y 49-50 kDa. Las fracciones de 16-26 kDa se presentaron en 10 de los 12
pacientes estudiados*. Ruiz-Navarrete et al et 1993 demostraron que fos sueros de
ovinos infectados reaccionaron notablemente conlra un componente de 23-27 kDa
presente en los productos de excreciones-secreciones de fasciolas adultas a partir de la
semana seis postinfeccion®®. Gorman e! al ese mismo afo reportaron el reconocimiento
de fracciones de 26-28 kDa y una proteina de 16 kDa en sueros de ovinos infectados®.
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En 1994, estos mismos autores realizaron un estudio de fasciolosis ovina, y al
utilizar antigenos de excreciones-secreciones de adultos se detectaron varias bandas, de
las cuales es importante sefalar las de 16 y 26-28 kDa. Esta ultima fue reconocida por
nueve de 10 animales infectados, y junto con las bandas de 35-36 y 56-58 kDa,
representan fracciones blanco para su posterior uso en inmunodiagnodstico de la
fasciolosis de acuerdo con los autores™.

El antigeno mencionado en el presente trabajo (27.7 kDa) se encuentra también
incluido dentro del intervalo que mencionan Chauvin et al (1995), quienes observaron 17
polipéptidos reconocidos por sueros ovinos con fasciolosis, entre los cuales se encontrd
una proteina de 27 kDa del antigeno de excreciones-secreciones de adultos que fue
inmunodominante a partir de la sexta semana postinfeccion, cuando fue reconocida por el
100% de los sueros de ovinos infectados. Sin embargo, fue desde la tercera spi cuando
fue detectada por uno de cinco sueros. A las cualro spi por dos de cinco, y a las cinco spi
por tres ovinos?. Piacenza e! al en 1997 demostraron que las dos moléculas
inmunogénicas conocidas como catepsinas-L que son reconocidas tanto en las fases
" tempranas como tardias del proceso infeccioso, son capaces de inducir una respuesta
humoral especifica lo suficientemente fuerte para neutralizar, cuando menos
parcialmente, su actividad enzimatica. Una de estas enzimas, la protéasa catepsina-L uno
(CL1) tiene un peso molecular aproximado de 27.5 kDa y es secretada (antigeno de
excreciones-secreciones) por todos los estadios del parasito en desarrollo. De acuerdo
con estos investigadores, :esta proteasa es capaz de unirse a las inmunoglobulinas del
huésped y puede prevenir la adhesion in vifro de los eosindfilos a los estadios juveniles
recién desenquistados. La CL2 que tiene un peso molecular aparente de 29 kDa ha sido
recientemente purificada de los productos de excreciones-secreciones de adultos de F.
hepatica y puede provocar coagulos de fibrina, por lo que se postula que puede prevenir
el sangrado excesivo en sus puntos de alimentacion en los conductos biliares. Cordovaet
al en 1997 demostraron que un componente de 26 kDa presente en los productos de
excreciones-secreciones de trematodos adultos corresponde a una cistein-proteasa®.
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En cuanto al antigeno de 17 kDa, en un estudio realizado por Hillyer y Soler de
Galanes en 1988, se menciona que una banda de 17 kDa presente en el antigeno de
excreciones-secreciones de F. hepafica es un excelente candidato para el
inmunodiagnéstico de fasciolosis aguda y crénica, ya que fue recondcida por todos fos-
sueros de pacientes humanos sospechosos o con fasciolosis confirmada®. Guobadia y
Fagbemi en 1995 demostraron que los ovinos infectados reconocen especificamente un
polipéptido de 17 kDa presente en el antigeno de excreciones-secreciones de adultos de
Fasciola gigantica, el cual fue reconocido a las seis spi*’. Ese mismo afio, Qureshiet al
reportan un antigeno de aproximadamente 15 kDa de los productos de excreciones-
secreciones de adultos de Fasciola hepatica que puede se utilizado para el diagnéstico
especifico de especie para diferenciarlo de Fascioloides magna®®. Sampaio-Silva et af
(1996) también mencionan proteinas de pesos aproximados de 16.4 y 27 kDa usando
antigeno de excreciones-secreciones para diagnostico de fasciolosis en humanos *°. Cervi
et al en 1996 reportaron que los componentes antigénicos de los productos de
excreciones-secreciones de estadios adultos de F. hepatica con un peso molecular entre
12 y 23 kDa inducen activamente supresion de la respuesta de hipersensibilidad de tipo
retardada (DTH) hacia los antigenos del parasito®.

Con respecto al empleo de antigenos somaticos, Ruiz-Navarrete et al en 1993
encontraron en el extracto somatico de adultos un componente de 20-23 kDa reconocido
por suerc de ovinos infectados con F.  hepatica después de la sexta semana
postinfeccién®®, Gorman et al (1994) utilizaron el extracto somatico “tanto de estadios
adultos como de juveniles. Los ovinos infectados reconocieron una banda de 26-28 kDa
(nueve de 10 animales) en la fase patente de la enfermedad. En el caso de formas
juveniles, fueron reconocidos tres antigenos de bajo peso molecular correspondientes a
16, 20 y 22-23 kDa, las que sdlo fueron observadas en sueros de ovinos cursando la
etapa patente de la infeccién'. |

Los componentes antigénicos encontrados en el presente trabajo (17.5, 20.5 y
23.1 kDa) poseen pesos similares a los reportados por Gorman et al, sin embargo, las
frecuencias fueron distintas, ya que a partir de la octava spi las tres proteinas fueron
reconocidas por el 100% de los animales; mientras que en el trabajo de Gorman, las
bandas de 20 y 22-23 kDa fueron detectadas por el 50 % de los ovinos'*.
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Hagaki et al (1995) reportan un polipéptido de 17 kDa del antigeno somatico de
estadios adultos que es reconocido por sueros de bovinos infectados tanto en los estadios
tempranos como tardios de la enfermedad‘“.' En el presente trabajo, una banda que se
encuentra airededor de este peso molecular fue detectada a partir de la sexta spi.

De acuerdo con los resultados documentados por Tkalcevic et a/ en 1996, el
perfil proteico de las formas juveniles recién desenquistadas (0-10 dias postinfeccién) es
claramente distinto de aquél que presentan las formas juveniles aisladas a partir de
cavidad peritoneal e higado, aunque una banda dominante de aproximadamente 49 kDa
se hizo evidente a lravés da lodos los estadios de desarrollo. Tkalcevic et af realizaron
sus estudios mediante el desonguistamiento in  vitro y pruebas de
inmunoelectrotransferencia en animales de laboratorio®. En el presente estudio se
encontré un polipéptido que podria estar incluido en este intervalo de masa molecular
(49.5 kDa en el EXS), pero su deteccibn mostrd6 una baja sensibilidad; ya que fue
reconocido por el 40% o menos de los sueros. Ademas, cabe sefalar que en este estudio
el desenquistamiento no se realizd in vilro, sino a través de la recuperacion a la necropsia
de los estadios inmaduros de 10 dias de edad de F. hepatica.

El papel de las proteinas inespecificas encontradas tanto en el EXS como en el
SOM, particularmente la proteina de 29.3 kDa que fue reconocida en ambos antigenos,
debe ser estudiado, ya que es un blanco importante de la respuesta inmune humoral.
Cabe serialar que Hammami et al en 1997 enconlraron 11 bandas antigénicas usando
suero de pacientes con fasciolosis y considerd un antigeno inmunodontinante la banda de
29 kDa, con una especificidad de 100% una sensibilidad de 93%7.

Con respecto a reacciones cruzadas, se detectaron dos bandas de
aproximadamente 20.4 y 50.0 kDa que presentaron reaccion cruzada entre F. hepatica y
Paramphistomum spp. Esta reaccion puede deberse a que ambos parasitos son
trematodos y por lo tanlo guardan una relacion filogenética estrecha. Ademas, los
productos de excreciones-secreciones de especies filogenéticamente relacionadas son
muy parecidos dehido a que son el producto final de rutas metabdlicas que tienen como
funcion principal la excrecion de metabalitos producidos por los procesos catabdlicos del
organismo; por lo tanto, dos especies filogenéticamente relacionadas comparten algunas

rutas metabdlicas y por lo tanto eliminan metabolitos similares.
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En conclusién, el sistema inmune detecta componentes (en ambas especies
aunque sean diferentes), que son producidos por {a misma ruta metabdlica como
semejantes. Por lo tanto se observa cierto grado de reaccion cruzada’. Este resultado
coincide con la reactividad cruzada reportada entre F. hepatica y Paramphistomum spp
por Guobadia y Fagbemi en 1995, quienes ademas demostraron la presencia de
reacciones cruzadas entre estos dos helmintos y Dicrocoelium spp*.

En et presente trabajo se demostré que el compenente antigénico con un peso
molecular aproximado de 27.7 kDa detectado en los antigenos de excreciones-
secreciones de estadios inmaduros de F. fiepatica es especifico, ya que no presentd
reaccion cruzada con los sueros ovinos posilivos a olras parasitosis.

Se han asociado numerosos antigenos con el parauite durante su fase de
migracion'434%, Sin embargo, el patron antigénico cambia rapidamente después de la
infeccién®. La cinética de deteccién anligénica demuestra un reconocimiento tardio del
extracto soméatico y de produclos de excreciones-secreciones de estadios inmaduros de
Fasciola hepatica, lo cual indica que se comparten antigenos comunes entre los estadios
juveniles y aduitos del parasilo.

Se sugiere que los antigenos especificos detectados en el EXS en el presente
trabajo, asi como las tres proteinas detectadas en el SOM sean purificados para preparar
con ellos algin anticuerpo policlonal monoespecifico e incluso uno monoclonal que
permita implementar una técnica mediante la cual se podria obtener el diagnostico de esta
parasitosis en fases tempranas de la infeccidn para que pueda ser implementado a tiempo
un tratamiento quimioterapéutico oportuno y evitar asi las pérdidas provocadas por este
trematodo.

La propiedad mas importante de la fasciolosis causada por F. hepatica en ovinos y
caprinos es la falta de evidencia de que estos animales (que representan huéspedes
susceptibles) adquieren inmunidad contra este parasito®. La infeccién puede persistir
hasta por 11 afios, y no hay reaccion del huésped hacia la presencia del trematodo®, En
los bovinos, la infeccion puede durar hasta un aio y los parasitos son generalmente
inmovilizados y eliminados durante su migracién a través del higado.

* Comunicacién personal de Rodrigo Rosario Ciuz (febrero 2000)
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Las infecciones experimentales en ratas inmunocompetentes y atimicas indican
que la resistencia es inespecifica a nivel de la barrera intestinal, mientras que la
inmunidad especifica opera extraintestinaimente®. Se ha demostrado dque la destruccion
del tegumento de parasitos inmaduros se produce por la presencia de neutréfilos y
macréfagos™. |

Ademas, hay que tener en consideracion que los cambios antigénicos en el
glicocdlix de Fasciola hepatica son muy rapidos, como o han demostrado varios trabajos,
entre los que resaltan los realizados por Duffus y Franks en 1980 y 1981, quienes
reportaron que a pesar de que se obtuvieron inmunoglobulinas especificas IgG1 dirigidas
contra el tegumento de estadios juveniles, no se observé reaccion de citotoxicidad celular
mediada por anticuerpos, ya que los compiejos antigeno-anticuerpo formados en el
glicocalix eran eliminados al medio junto con éste®™®. La incapacidad de anticuerpos
especificos o del complemento para destruir parasitos juveniles ha sido explicado por el
rapido y continuo cambio de glicocalix como un modo de inmunoevasién por parte del
trematodo®*,

Por otro lado, Con respecto al método de infecciéon, se han ensayado diversos

procedimientos como bolos de gelatina'®'"!

que de acuerdo con los autores, resultan ser
faciles y efectivos, ademas de causar minimo estrés al animal. Otros protocolos de
infeccién utilizan capsulas®, tiras de celofan® y jeringas o canulas; estas ultimas para
infectar roedores'®. o

En el presente {rabajo se expusieron los animales a metacercarias del parasilo
mediante una sonda siliconada (Grupo A) y capsulas de gelatina (Grupo B). No se
observé diferencia significativa en los valores de absorbancia de ambos grupos infectados
al ensayar los sueros contra las dos preparaciones antigénicas de F. hepafica. Sin
embargo, el manejo de los ovinos fue mas limpio, sencillo y rapido cuando se wtilizaron las
capsulas como método de infeccion.

El reconocimiento y entendimiento de la inmunobiologia de la infeccidon por
Fasciola hepatica permite ei desarrolio de programas de investigacion acerca del contro}
quimioterapéutico de esta trematodosis y de resistencia a antihelminticos; asi como del
control genético de la inmunidad del huésped, patologia, resistencia genética a la
infeccidn, diagnostico y control de la infeccidn a través de la vacunacion,
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V. CONCLUSIONES

Este estudio ha demostrado que existe un niumero de componentes antigénicos en
el estadio inmaduro de Fasciola hepatica que podrian ser seleccionados para su futura
purificacion y aplicacion en el diagnéstico de fasciolosis. Entre ellos, destaca el antigeno
inmunodominante de 27.7 kDa presente en los productos de excreciones-secreciones del
parasito inmaduro. Este componente es particularmente prometedor debido a que es
reconocido especificamente por el suero de todos los animales infectados; io cual lo hace
un candidato adecuado para su utilizacion en el inmunodiagndstico de esta enfermedad.
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CUADRO 1

g,msij.

expenmental- T 25

i '!“ﬁﬁ" - ,,.—“:ﬁﬁ::.
Grupo SEMANA 8 SEMANA 9 | SEMANA 10 | SEMANA 11 SEMANA 12
A (sonda) 28+1.0 34+ 2.4 331278 4919+ 27.5 91.46 + 70.2
B (capsula) 61217 81324 9151 96.6 £45.2 | 201.46 £ 173.62
Testigo 0 0 0 0 0
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CUADRO 2

Numero de ovinos infectados con Fasciola hepatica (n=10) cuyos sueros
reconocieron diversos componentes en los antigenos de excreciones-
secreciones (EXS) y somatico (SOM) del estadio inmaduro de F. hepatica por
medio de la prueba do Inmunocelectrotransferencia
DIAS POSTINFECCION
EXS | -7{ 0| 1 3 (7 110114 ([21128(35(42)14980|63|70]|77]|84

(kDa)

17 - - - - - -1 5|65 )6 717|818 |8191]8F9
235 | - | - | -] -} - -12]13}13[3[3]4|515]|5[515
27.7 - - - - -y 21717191919 )110}10|10]10}10| 10

33 {1 -1-1-1- -l -l -1 -12]121212]12]1212
432 - -1-t1-1-1-1sf{ej7|171¢tt7177|7171(7
495 | - | -1 - -1T-T-T2212]131a(a4a|a4a|a|4a]a

Inesp*
126 | 4 {4441 4)4]|]46]|6([6|]6|8[8|8|8)]|8]8
23 |10)10|10]|10{10})10}10[10[10| 10|10 |10 [ 10|10 ]| 10{ 10| 10
562 |2 | 21212222222 |2|2]|2|]2]|2}|2]2
SOM
{kDa)
75| - - - - -l -}-1-1-1-1818]1}10]10}10]10
205 | - -t -1 -1 -1 -1-1T-1T-1-]T718f10]10]10}10]10
23.1 - - - - - - - - - -|l7]1 8110|1010} 1CG] 10
Inesp*
293 [10]{10]10]10[10{10[10[10[10[10|10f10[10[10[10]10] 10
*Inesp : Protelnas inespecificas reconocidas antes de la infeccion experimental por los grupos de

ovinos expuestos a metacercarias de F. hepalica
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CUADRO 3

Componentes de los antigenos de excreciones-secreciones (EXS) y
somatico (SOM) del estadio inmaduro de Fasciola hepatica que reaccionaron
con sueros de ovinos con otras parasitosis al utilizar la prueba de

Inmunoelectrotransferencia

¢ EXS (kDa) HELMINTOS PARASITOS
204 | Paramphistomum spp
50.0 o Paramphistomum spp
SOM (kDa) —
Ninguno : —_—

ESTA TESIS M9
SAR o mmf:,fi‘
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Figura 1. ELISA Indirecto para la deteccidn de anticuerpos IgG producidos contra el antigeno de
excreciones-sacreclones de los estadios inmaduros de '
Fasciola hepatlca [EXS)
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Figura 2, ELISA indirecto para 1a detoccidn de anticuerpos IgG producidos conira ¢l antigeng somitico
de Jos estadlos Inmaduros de Fasclola hepaiica (30OM)
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. Figura 3, Vaiores medios de absorbancla de sueros positivos a halmbitos parssitos al reacclonar contra
los antiganos EXS y SOM de Fasciolx hepatica




Figura 4. Componentes de los anligenos de excreciones-secreciones (EXS) y somadtico (SOM) del
estadio inmaduro de Fasciola hepatica reconaucidos por los ovinos infectados con F. hepatica y
detectados por sueros de ovinos infectados con Paramphistomum spp al utiizar la prueba de
Inmunoelactrotransferencia :

SPLOAN2=ZOAONSL TR

——
—
—

A

= Pesos moleculares del marcador comercial
= Componentes antigénicos reconocidos en el EXS por ovinos de los Grupos Ay B
56.2 kDa * : 6. 27.7kDa
49.5 kDa 7. 235kDa
43.2 kDa 8. 17.0kDa
33.0 kDa 9. 12G6kDa*
293 kDa *
= Componentes antigénicos reconocidos en el SOM por ovinos de los Grupos Ay B
293 kDa* -
23.1 kDa
20.5 kDa
17.5 kDa
= Componentes antigénicos del EXS reconocidos por sueros de ovinos
infectados con Paramphistomum spp
50.0 kDa .
20.4 kDa

* Protelnas inespecificas



