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Resumen de Tesis

Fasciolasis es una parasitosis que afecta tanto a animales como a seres humanos,
provocando no s6lo grandes pérdidas econdémicas, sino un importante problema de salud
publica en zonas rurales alrededor del mundo. En Ecuador, como en otros paises
Andinos, se demostrd que Fasciola hepatica infecta a campesinos de la Sierra Andina
que se dedican a la crianza de ganado ovino (27).

El método de diagnostico mas empleado para esta enfermedad, es el examen

parasitologico de heces (métodos de sedimentacién). Sin embargo, este método ha
probado tener una baja sensibilidad (37%) (7), lo cual debe haber contribuido a la
subestimacién del impacto de esta patologia en la salud piblica. Estudios recientes
recomiendan el uso de técnicas serolégicas para un diagndstico certero de esta
parasitosis. El uso combinado de pruebas de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) y Western Blot proporciona elevada sensibilidad y especificidad.
En este estudio se caracterizdé la respuesta humoral contra diferentes proteinas
excrecién-secrecién mediante la utilizacion de Western blot. Dos proteinas (68 y 29 kDa)
son reconocidas con mayor frecuencia por los anticuerpos presentes en el suero de
individuos infectados.




Hojade Aprobacion -
Estudiante: Isabel Casariego

Titulo de Tesis: Identificacién de Proteinas Inmunogénicas de Fasciola hepatica

Jurado de Tesis;

‘_
Gabife] Trueba, Ph.D. Marco Fornasini, Ph.D.

Director de Tesi




Agradecimientos

Quiero agradecer a Gabriel Trueba por haber compartido conmigo la idea de esta
investigacidn y por haberme guiado con mucha paciencia durante los afios en que trabajé
en este proyecto. Ademads, quiero agradecer a Sonia Zapata, Teresa Guerrero, Sonia

Ontaneda y Marco Fornasini por toda la ayuda que me brindaron en cada paso.

fit



Tabla de Contenidos

v

INTRODUCCION uuooereeeerercesesnsenssens " 1
OBJIETIVO auuuieiinrirssnisisniseisessssasssensessssesssesessssassesssssssssasssesssnssasss sessssss 4
ANTECEDENTES 5
TMPORTANCIA DE LA FASCIOLASIS ..uuvsteieressessesesssssossssesessssessississsssssssssssessssesssnsssssronsassassesassassesssssssasssssass 5
DIAGNOSTICO DE FASCIOLASIS v eveveeetirieisississesssssessssesasessssssssesssssssesssorasens saatssssnsesnsnnsenneseranesseensenessssnns 6
JUSTIFICACION ..coenvirriresisenisssssssesssssssssssesssnsonssessorsssesssssens .10
MATERIALES Y METODOS v 12
OBTENCION DE FASCIOLA HEPATICA vvvovvvsesvsssseseessssesssssssssssssssssssssosssssssassssessanessssssossnseasanessansssssssasssssnens 12
SUEROD SANGUINEQ «.cevierireriieiiisisiseissessssssssssssssessasssssssssbesssesssessssssnssasesnessnesnnssssnesssessnssasessessssssssassasnens 12
OBTENCION DE ANTIGENOS EXCRECION SECRECION v.vvevvseeesissrerersrsrssssssssassssssssesasesssssssssesssansseesasssesssese 12
ELECTROFORESIS DE PROTEINAS...cvteeeeertimcrtciesnsssessesses e secssseasssss s smsssssssonssssssasasmnsessassssssassssssasasesssssnsns 13
TVESTERN BLOT cuttiiiicitinissiciaissisisssssiessssssssssssisssrors ssasssessmasssssnssrssssssesssssnssssssssnssresssssanssssnnssesssansessssanne 13
RESULTADOS .....coovcrctresimmrisssssssessssssosssnssessessssnsssssenssassasaanase w 1D
CONCENTRACION DE PROTEINAS .. vvrreesisesssessessessessessssssessessasssssessssssssesssssess e sassssssnsesasnsesasssesanssessiesness 15
ELECTROFORESIS ucuvevveseseessssessesssreresssssassosssessessesessensasessessasmasenssssssesssssssssssstonss s ssssssssssrssssssessassasssssnsanss 15
WESTERN BLOT ..ovcciiiiiiieeiteessesitiesssissinscsssssssassssessssasssssssbsssssnerssssssnnersssssssnersssaserssesssnasesssesssssesssnsssnsesss 15

" CONCLUSION 17
VINCULO CON TRABAJOS FUTURODS «ovveeusssssasrerarersnssesssssessssssssesssssesssssesssssmsesesansesesssesssssssansseseasansssssasssses 28
BIBLIOGRAFIA - 32
CURRICULUM VITAE.....ccciiinntameesssssssssesssssssssssrerossssssssassssessssssnsns 36




Lista de graficos y tablas

TABLA
TABLA #1. MEDICION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS DEL ESTANDAR Y DE LOS ANTIGENOS DE ES
EMPLEADOS EN LA PRUEBA DE WESTERN BLOT ..voviitisinsissssissscssssessssssssessssssesassssssssessssssase reevarrrrsrrerane 29
GRAFICO
GRAFICO #1: CURVA DE REGRESION DE LOS VALORES DE ABSORBANCIA EN LA MEDICION DE
CONCENTRACION DE PROTEINAS EN EL ANTIGENO ES DE FASCIOLA HEPATICA uververevraeeeneenesnsesseseesses 30
FIGURA
FIGURA #1: WESTERN BLOT ...coiiiireiiiirrsriesenrsrsnsssesssessssessssssssssssssssssassisssnss s bmsssass s ssnsssssmssssn sesresersens 31




Introduccion

Fasciola hepatica es un trematodo cuyo ciclo de vida ha side dividido en seis
fases principales. Una fase inicial comprende la expulsién de los huevos desde el interior
del hospedero hacia el ambiente. Luego de 2 semanas de incubacién, el miracidio ingresa
a un hospedador intermediario: un caracol del género Lymneaea que habita en estanques
de agua o acequias. Una cuarta etapa (dentro del caracol) comprende el desarrollo de
esporocistos, redias y finalmente la salida de cercarias las cuales, en el medio ambiente,
se transforman en metacercarias que se adhieren a plantas acuaticas o flotan en el agua.
La etapa final del ciclo consiste en el consumo de estas plantas acudticas o la ingestion de
agua contaminada, lo cual deriva en la introduccién de la cercariae en un nuevo huésped
en el cual creceran los parasitos adultos (7).

En su estado adulto este parasito es un trematodo con forma de hoja que mide
pocos milimetros (30 largo y 13 ancho) y se aloja en las vias biliares. En este sitio
anatomico ocurre la fertilizacion la cual es principalmente cruzada entre dos parasitos, a
pesar de que este parésito es hermafrodita (7).

Varios estudios reportan que el ganado ovino infectado puede eliminar cientos de
miles de huevos del parasito diariamente, y que el periodo de infeccién dentro de estos
huéspedes puede extenderse por 11 afios o mas. En la revisién sobre enfermedades
tropicales de 1990 de la Organizacién Mundial de la Salud se reporta, la ausencia de
estudios que provean inf01;maci(’)n confiable acerca de la velocidad de expulsion de los

huevos del parasito asi como de su permanencia en huéspedes humanos (7).



En Pertl y Bolivia la fasciolasis animal es prevalente en zonas elevadas (2.500
metros sobre el nivel del mar) y sus reservorios son fundamentalmente rumiantes y otros
mamiferos domésticos (16,13,26). De acuerdo a los trabajos realizados en Perd y Bolivia,
los factores de riesgo para la pobiacic’m humana son el habitar a una altitud de 2.500
metros sobre el niv_el del mar, ¢l consumo de vegetales crudos especialmente berro y la
ingestion de agua de acequias sin tratamiento sanitario (7,26).

Los parasitos juveniles penetran el intestino delgado, la capsula hepitica y
finalmente llegan a las vias biliares. La llegada de F. hepatica al higado esta acompaiiada
de extenso dafio al parénquima debido a la abrasién mecénica y quimica que permite Ia
migracién del parasito y a la respuesta inflamatoria que esta genera. Esta fase de la
enfermedad se conoce como fasciolasis aguda y se manifiesta con fiebre, hepatomegalia
y prurito generalizado (7).
| La respuesta del hospedador al parasito se caracteriza por leucocitosis (alrededor
de 10000/mm®) y eosinofilia que abarca porcentajes desde 5% hasta 79%. Estos son
signos frecuentes en la infeccidn crénica. Otro signo asociado con el 50% de los casos de
fasciolasis cronica es anemia, la cual puede ser leve o moderada, y en ocasiones alcanzar
niveles de hemoglobina extremadamente bajos. La velocidad de sedimentacién de
eritrocitos sufre igualmente variaciones patoldgicas en estos pacientes, presentandose un
aumento de ésta en Ia fase aguda y un incremento moderado en fases avanzadas. A pesar
de no haber datos precisos acerca de la expresion de la enfermedad en las pruebas de
funcién hepética, se ha reportado en algunos estudios una elevacién de las transaminasas
y la fosfatasa alcalina en la fase obstructiva (fasciolasis cronica) o en los episodios de

colico biliar que suelen presentarse acompafiados de ictericia o de elevacion de la



bilirrubina que no supera los 2 mg/dl (7). La infeccién con F. hepdtica estimula
intensamente la inmunidad humoral, principalmente en infeccién aguda; permitiendo que

la deteccion de anticuerpos sea un excelente medio de diagndstico para esta patologia (7).



Objetivo
Identificacion, mediante Western blot, de antigenos immunodominantes de F.

hepatica que potencialmente podrian ser empleados en el desarrollo de nuevos métodos

de diagndstico.



Antecedentes

Importancia de la fasciolasis

La Fasciola hepatica es un parésito que tradicionalmente ha sido causante de
enfermedad en rumiantes y a éste se le atribuyen innumerables pérdidas econdémicas
(7,13). A pesar de que este tremitodo infecta primordialmente a animales, se ha
reportado en casi todo el muhdo casos de infeccién en humanos (7). Un gran porcentaje
de los casos infectados con este parasito proviene de las zonas méas pobres del planeta, lo
que conspira en contra de un buen sistema de informacién estadistico que esté
encaminado al establecimiento de bases de datos acerca de la incidencia y prevalencia de
dicha enfermedad. Entre los paises afectados cabe citar a Egipto, Cuba, Perti, Francia,
Portugal, Espafia y Rusia como los que presentan un mayor niimero de casos reportados
.(7). Entre los paises con un menor niimero de reportes figuran Argelia, Zimbabwe, Chile,
Brasil, Urnguay, India, Irdn, Israel, Bulgaria, Grecia e Italia (13). Segtn Hillyer (13) se
ha detectado una alta prevalencia en regiones andinas de Bolivia y Peri. Existen
mtltiples trabajos realizados en Puerto Rico, Pert, y Cuba que describen la prevalencia
de fasciolasis humana en estas zonas (5,10,11,13,17,26). Partiendo de estos datos se
evidencia la amplia distribucion geogréafica de esta parasitosis: desde zonas tropicales
hasta las regiones templadas de Europa y las montafias de los Andes.

Aparentemente, ningin trabajo acerca de la presencia de esta enfermedad en
humanos ha sido realizado. en Ecuador en afios anteriores. Sin embargo, Astudillo (3)
indica que ocasionalmente estos parasitos han sido encontrados durante cirugia de

vesicula biliar realizadas en Quito y que esta parasitosis es una de las mas comunes en




Ecuador (3). Existe bibliografia ecuatoriana del siglo XIX, en la que se menciona a la
fasciolasis como una enfermedad importante de la regién interandina (3). Un estudio
reciente por Trueba et al. describe por vez primera la presencia de fasciolasis humana en
comunidades andinas del Ecuador; utilizando la prueba de ELISA como método de
diagnéstico (27) |
Diagnéstico de Fasciolasis

Uno de los aspectos que ha dificultado la identificacion-de esta enfermedad en
Ecuador es la carencia de un método de diagnéstico practico. Esta parasitosis produce
una sintomatologia no especifica que puede estar caracterizada por malestar general,
dolor abdominal difuso y prurito generalizado (7,13).

Técnicas de imagen, como las radiografias abdominales y de térax, colangiografia
_oral, percutdnea, e intravenosa, tanto como endoscopias retrégradas colangio-
pancreatografia, han sido muy utilizadas en el diagndstico de esta enfermedad (7). Sin
embargo, se ha visto que estas técnicas no ofrecen resultados que permitan diferenciar
entre la fasciolasis y otras enfermedades en las cuales se presenta dilatacion de las vias
biliares (7). Lo mismo ha ocurrido con la tomografia con radioisétopos en la cual no se
puede detectar un patron especifico de la invasion hepética con F. hepatica (7).

" La técnica de ultrasonido permite la deteccidn de las lesiones provocadas tanto en
higado como en vias biliares por la invasién del parésito. Lesiones nodulares hipodensas
sugestivas de infeccién con F. hepatica han sido detectadas mediante tomografias
computarizadas. En estos casos la realizacidon de nuevos estudios tomogréaficos
posteriores al tratamiento antiparasitario demuestra una disminucion de las lesiones

encontradas (7). Sin embargo, los exdmenes radioclogicos mencionados requieren una




infraestructura compleja y representan un costo imposible de cubrir en las zonas rurales
de los Andes ecuatorianos.

El examen parasitolégico comprende la deteccion de huevos del parasito adulto,
tanto en las heces como en el drenaje biliar de los individuos infectados. Esta técnica
.debe ser realizada por un laboratorista experimentado, es compleja y carece de
sensibilidad (7,11,13,16,21). En un estudio comparativo se utilizaron cinco diferentes
técnicas de separacién de huevos de Fasciola de las heces de ganado. Las cifras
obtenidas para los valores de recuperacién de huevos con el empleo de cada técnica,
fueron: método de formalina éter (5.3%), método de HCL éter (7.8%), método
modificado de Weller-Dammin (37%), método de tampén citrato-Tween 80- éter (25.3%)
y el método AMS IH (Tween 80) con 30.5% de recuperacién (7). Ademéis de la
diferencia en sensibilidad del método de sedimentacién usado en la recuperacion de
huevos en las heces, otro factor que debe ser tomado en cuenta en la interpretacién de los
hallazgos es la posible ingestion de higados infectados y la presencia de falsos valores
positivos en el examen coproparasitario (7)

Algunos trabajos han estado encaminados al desarrollo y evaluacién de métodos
de diagndstico para esta parasitosis. Los métodos serologicos ofrecen ventaja en
sensibilidad con respecto a las pruebas parasitologicas, y algunas pruebas como el
Western blot prometen una alta especificidad en la identificacién de esta patologia
(16,13). Las técnicas de ELISA y Western blot (WB) utilizando antigenos ES, son las
propuestas como herramientas futuras en el diagnéstico de esta infeccién

(9,10,11,13,17,19,21,23).



Inicialmente los estudios disefiados para el desarrollo de las técnicas seroldgicas
emplearon antigenos sométicos (antigenos obtenidos de la trituracién de parasitos
compietos), antigenos de excrecién-secrecion y antigenos de tegumento (10,13).
Posteriormente las investigaciones se han orientado al trabajo con antigenos de
excrecién-secrecion (ES) por la supuesta especificidad de los mismos en el diagnéstico
de fasciolasis (9,10,13). Algunos investigadores han comenzado a usar estos antigenos
con resultados prometedores en el diagndstico de la enfermedad en humanos (9).

La prueba de ELISA ha sido tema de discusion por su aparente inespecificidad en
el diagndstico de esta parasitosis cuando se la emplea en zonas en las que existen
infecciones causadas por otros trematodos. En varios estudios los resultados apoyan la
presencia de reaccién cruzada entre anticuerpos contra F. hepatica y anticuerpos contra

Schistosoma mansoni (14,20,22). Uno de estos estudios reporta la clonacion,
secuenciamiento y expresion de un polipéptido antigénico que contiene secuencias de
aminodcidos comunes para F. hepatica y S. mansoni (22). Una de las ideas propuesta,
para explicar la ausencia de reaccidén cruzada en varios estudios, es la existencia de
discrepancia entre los niveles de absorbancia considerad;)s en diferentes trabajos para el
reconocimiento de positividad o negatividad. Este rango de niveles intermedios de
absorbancia, segin algunos investigadores, puede ser explicado por la presencia de
anticuerpos con reaccién cruzada entre estos dos parésitos (13,22). Un estudio realizado
por Hillyer y Serrano (14) describe la presencia de reaccién cruzada entre S. mansoni, F.
hepatica y Paragonimus westermani. Los articulos citados en este parrafo ofrecen datos
objetivos de la presencia de reaccién cruzada entre estas parasitosis y proponen posibles

explicaciones para los resultados opuestos encontrados por algunos investigadores (13).
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Ofros estudios ponen eﬁ tela de juicio estas conclusiones al sugerir la utilidad de este
método y la ausencia de reaccién cruzada entre F. hepatica y otras parasitosis (9,24).
Algunos trabajos sobre sensibilidad y especificidad de la prueba de ELISA en el
diagnésticé de fasciolasis muestran cifras que varian entre 53-90% para los valores
correspondientes a sensibilidad y de 93-100% para los valores de especificidad de esta
prueba (11,25). A pesar de ello, en localidades en las que existen otras infecciones por
trematodos, es indispensable el desarrollo de pruebas més especificas como Western blot
(WB) para el diagnéstico seguro y temprano de fasciolasis.

Los ensayos de WB llevados a cabo por Espino et al (10) han identificado
proteinas ES con pesos moleculares de 37kDa, 26kDa, 24kDa, 22kDa y 13kDa como las
mas especificas. Estas proteinas fueron reconocidas por anticuerpos de pacientes con
fasciolasis comprobada por examen coproparasitario (10). En otro estudio se describe
proteinas de 25-30 kDa, asi como un segundo grupo con pesos moleculares entre 150-
160 kDa (21). Un estudio realizado por Hillyer y Soler de Galanes (15) identifica una
proteina de 17 kDa con gran especificidad en el diagnéstico seroldgico de fésciolasis.

Estos y otros estudios sugieren la necesidad de investigar sobre nuevas técnicas de
diagnostico de una patologia poco explorada y diagnosticada; pero con una prevalencia
importante en muchas zonas del planeta (7,13). Las investigaciones han colocado al
analisis de ELISA y Western blot como el camino correcto para la identificacion de
antigenos especificos de este pardsito. Al momento existe literatura que sustenta el uso de
los antigenos de excrecidn- secrecién como el producto del parasito con mayor

especificidad en la gjecucion de los ensayos serologicos (9,19,21).



10

Justificacion

La fasciolasis en Ecuador, probablemente, es una enfermedad de iguales
proporciones a las encontradas en Pert y Bolivia (7, 13,16,17,26). Esta hipétesis estd
basada en las similitudes ecoldgicas y socioculturales de las comunidades campesinas
andinas de estos tres paises; asi como en prevalencia elevada de fasciolasis animal en los
Andes ecuatorianos (informacién verbal en el Camal Metropolitano de Quito). En el
estudio realizado por Trueba et al. (27), en cuatro comunidades andinas ecuatorianas, se
detecté la presencia de huevos de F. hepatica en todos los animales estudiados (20
ovejas) en la poblacion de Cuturivi Grande localizada en la provincia de Cotopaxi a 3000
metros sobre el nivel del mar. En este mismo estudio se detecté que el 40 al 60% del
ganado investigado en la poblacién de Cayambe (2800-3200 metros sobre el nivel del

' mar) portaba huevos de F. hepatica en las heces (27).

La carencia de reportes de fasciolasis animal y humana en Ecuador puede deberse
a multiples factores, entre los mas importantes se encuentran la distribucién geografica
irregular de la enfermedad, la ambigiliedad de las manifestaciones clinicas y la carencia
de un método de diagndstico sencillo y confiable. Al respecto, recientemente el equipo de
Microbiologia de USFQ desarrollé una prueba de ELISA que ha permitido la
documentacidn de fasciolasis humana en Ecuador. Este estudio describe una prevalencia
del 6% (9 pacientes de 150) de esta parasitosis en el grupo estudiado; de ellos la mayoria
fueron nifios infectados con fasciolasis provenientes de una comunidad indigena de los

Andes ecuatorianos (27).



1

A pesar de la utilidad que ha tenido la prucba de ELISA, el uso de antigenos ES
esta sujeta a variaciones ocasionadas por condiciones ligeramente diferentes de
cxtraccién y a la presencia de proteasas en los extractos de F. hepatica. El propoésito de
la presente investigacién fue el identificar péptidos que retnan los requisitos de
especificidad y sensibilidad, cuyos genes podrian ser clonados y empleados en
produccién de proteina recombinante. Esta proteina ofreceria la posibilidad de contar con

métodos de diagndstico mas estables y de superior calidad.
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Materiales y Métodos

Obtencidn de Fasciola hepatica

Los higados provenientes de ovejas parasitadas fueron obtenidos en el Camal
Metropolitano de Quito. Los higados fueron transportados al laboratorio, inmediatamente

disecados y los parasitos colectados.

Suero Sanguineo

El suero de individuos positivos en la prueba de ELISA (27) se obtuvo en la
comunidad de Cuturivi Grande (provincia de Cotopaxi, Ecuador). Los controles positivos
fueron facilitados por Ana Maria Espino del Instituto Pedro Kouri de La Habana, Cuba.

Los controles negativos provinieron de personas no expuestas a la enfermedad.

Obtencion de Antigenos Excrecion Secrecion

| La obtencién de los antigenos de ES se realizdé mediante una modificacién del
procedimiento descrito por Rivera Marrero et al (21). Los pardsitos son lavados
sumergiéndolos miltiples veces en PBS 0.01 M (Tampén Fosfato Salina 0.01 M) a
temperatura ambiente por 10 minutos, hasta eliminar los restos de bilis y sangre.
Posteriormente son incubados en PBS (1ml de PBS por Fasciola adulta) durante 3 horas
a 37°C. El sobrenadante se colecta, se centrifuga a 20000 r.p.m. por 1 hora y finalmente
es congelado a -4°C.

La concentracién de proteina del antigeno ES fue determinada mediante el uso de
la prueBa Bio-Rad protein Assay (BioRad, California USA). De acuerdo a las

instrucciones del fabricante, se utilizo IgG bovina como estdndar de concentracion y se
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midié la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm. El calculo de la concentracion
se realizo a partir de la siguiente formula de regresién:
¢ =Bo+ Pr*a+ Pr*a’ + Pa*a’
Donde ¢ = Concenfracion, y a = Absorbancia.

Electroforesis de Proteinas

Para la separacién de proteinas de antigeno ES, se empleé electroforesis
preparativa SDS en geles de 12% acrilamida (SDS-PAGE) de acuerdo al protocolo de
Laemmli (18). La cantidad de proteina sometida a electroforesis por gel fue 27 mg en una
ranura @e 10 cm por 1 mm. Los geles fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa

(Sigma, St Luis, USA), utilizando el protocolo de Trueba et al (28).

Western Blot

La membrana de nitrocelulosa, resultante de la transferencia, fue cortada en tiras

de 5 mm de grosor y sumergida en solucién bloqueante (1% leche desgrasada en polvo
disuelta en PBS) por 1 hora a temperatura ambiente.
Cada uno de los sueros de pacientes ha ser analizados fueron diluidos en solucién
bloqueante (1:50) y 10 ml de esta dilucién se incub6 con una tira de nitrocelulosa por 1
hora a temperatura ambiente con agitacion constante. El mismo proceso fue empleado
para los sueros de control positivos y negativos. Las tiras fueron lavadas cuatro veces (1
minuto cada lavado), en una solucién 0.05 % Tween 20 en PBS y colocadas por 1 hora
en presencia de un anticuerpo de cabra contra IgG humana diluido 1:5000 (10). Este
anticuerpo estaba marcado con fosfatasa alcalina (LifeTechologies).

La solucién reveladora consiste en el conjugado de Diaminobenzidina (DAB)

diluido en solucién tampo6n 3X. Se utilizé 400 ul de DAB en 20 m! de solucién 10 mM
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Tris, 10 Mm sulfato de magnesio, pH 9.0. Se colocaron las tirillas en la solucion
reveladora por 10 minutos aproximadamente hasta que fueran visibles las bandas. La

reaccion se detuvo al sumergir las tirillas en agua destilada.



Resultados

Concentracién de proteinas

Utilizando la ecuacidén: ¢ = 0,0048 + 0,201%*a — 0,103”‘a2 + 0,03373%2%, se calculs

que la concentracién de proteinas del antigeno utilizado era de 12 pg/ml (Tabla # 1).

Electroforesis

El patrén electroforético del antigeno de ES obtenido en este estudio se
caracteriza por bandas con pesos moleculares ubicados por debajo de 68 kDa. Las bandas
mas intensas se encuentran en el rango de pesos moleculares entre 43-68 kDa, 20-29 kDa
y 14-18 kDa.

Estas bandas fueron obtenidas consistentemente en varias pruebas realizadas con
los antigenos de ES de F. hepatica. Otras pruebas realizadas con antigenos somaticos o
antigenos de ES con SDS 10% presentaron problemas en la definicion de las bandas. Los
problemas mas comunes fueron la i:resencia de bandas mal definidas al utilizar antigenos

somaticos, o la ausencia de bandas con el uso de SDS.

Westem Blot

Los resultados iniciales de Western blot de este estudio muestran reaccién de
proteinas del parésito con anticuerpos de los pacientes que previamente fueron reportados
como positivos en la prueba de ELISA (27). Al teflir con azul de Coomassie el gel con el
antigeno de ES se observaban bandas de bajo peso molecular. Las bandas mejor definidas
tanto para el control positivo como para algunos de nuestros pacientes se encuentran en

pesos moleculares entre 29-68kDa. Tres de los pacientes estudiados presentan bandas de
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14kDa y 18kDa que no pueden ser identificadas en el control positivo. Los resultados de

WB pueden observarse en la figura #1.

El suero del control positivo demostré una reaccion clara con proteinas en el
rango de 29-68kDa. En este ensayo, sin embargo, el control positivo muestra una zona
de opacidad con bandas mal definidas entre los pesos moleculares 43-68kDa.
Posiblemente esta zona de baja definicién se debe a la presencia de miitiples bandas de
peso molecular cercano las cuales se visualizan como una banda gruesa o poco definida.

El control negativo no muestra ninguna reaccion con proteinas de F.hepatica.

Los sueros de los pacientes 2, 3, 5 y 6 muestran diferentes bandas en el rango de
pesos moleculares entre 29-68kDa. Estas bandas fueron también reconocidas por el
control positivo. Los pacientes 4, 5 y 8 presentan bandas de pesos moleculares mas bajos.

| En estos tres pacientes se evidencia una banda de aproximadamente 14kDa. El paciente 4
muestra una banda de reconocimiento de aproximadamente 18kDa. Los pacientes 1, 3 v 7
muestran bandas localizadas en pesos moleculares mas altos, entre 97-200kDa. Estas
bandas de pesos altos son también evidentes en el control positivo.

De los sueros de pacientes estudiados en esta prueba el patrén de reconocimiento
de proteinas del control positivo y del paciente 3 muestra gran similitud. El paciente 3 es
el caso con mayor reaccidn positiva para la prueba de ELISA y uno de los dos pacientes

con examen coproparasitario positivo (27).
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Conclusion

Las pruebas seroldgicas son sin lugar a duda el futuro en el diagnostico temprano
y seguro de la infeccién con Fasciola hepatica. Los datos mostrados en este estudio y en
todos los estudios citados en el mismo, muestran la falta de viabilidad de otros recursos
empleados tradicionalmente en el diagnéstico de esta patologia. El cnadro clinico de esta
enfermedad no permite la identificacién temprana y certera de la misma (7). Por el
contrario se requiere de un alto indice de sospecha por parte de los proveedores de salud
para iniciar una evaluacion completa encaminada a diagnosticar esta parasitosis. El
examen coproparasitario es un método complejo y poco sensible que conspira en contra
de una evaluacion real del problema (7,13).

Por el confrario, la prueba de ELISA se ha convertido en una herramienta
~ importante por su alta sensibilidad y especificidad (11,18), especialmente en regiones en
donde las infecciones con otros trematodos so poco probables o inexistentes. La prueba
de WB ofrece nuevas posibilidades y a su vez plantea el desafio de desarrollar la téénica
capaz de identificar una proteina antigénica especffica. La prueba de WB desarroliada en
esta investigacién ha permitido identificar varias proteinas que estimulan la respuesta
humoral durante la infeccion por F. hepatica. Sin embargo, la identificaciéon de una
proteina lo suficientemente antigénica y especifica para detectar infecciones causadas
por Fasciola hepatica no ha sido posible en este estudio.

La posibilidad de reacciones cruzadas entre proteinas antigénicas de F. hepatica 'y
los antigenos de otros treméatodos ha sido la razén para el cuestionamiento del empleo de

la técnica de ELISA en el diagnéstico de fasciolasis en ciertas regiones (13,20,22).
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Varios investigadores sugieren el empleo de esta técnica que ha mostrado una alia
sensibilidad y especificidad (11,25). En un trabajo publicado por Gorman et al. (11) en
1998, se describe la realizacion de la prueba de ELISA utilizando antigenos de ES
crudos y purificados en el inmunodiagnéstico de fasciolasis bovina. Con el uso de
antigenos crudos se calcul6 una sensibilidad del 53% y una especificidad del 100% para
esta prueba. Al utilizar antigenos de ES purificados se obtuvo un incremento de la
sensibilidad a 90% con una especificidad del 100% (11). En otro estudio publicado por
Shaker et al. (25) se utiliz6 antigeno somatico purificado para el diagnostico de
fasciolasis en humanos. La prueba de ELISA en este caso presenté una sensibilidad de
100% con una especificidad de 93% (25). De igual manera otros trabajos describen la
ausencia de reaccidn cruzada entre Fasciola hepatica y otros tremétodos con el uso de
DOT-ELISA en el diagnéstico de fasciolasis (21,24).

Algunos reportes sobre la existencia de antigenos con reaccion cruzada y
proteccién cruzada entre F. hepatica y Schistosoma mansoni han sido publicados en afios
anteriores (16,13,22). Estos estudios identifican claramente una desventaja en el uso de
ELISA en zonas geograficas en que otros tremétodos podrian contribuir a resultados
falsos positivos en el diagndstico seroldgico de esta parasitosis. Sin embargo, €l uso de la
pruecba de ELISA en el estudio realizado en las comunidades de la Sierra ecuatoriana (27)
aparentemente esta exento de este riesgo por la ausencia de infecciones causadas por
otros trematodos en esta regi(’)ﬁ.

En un estudio realizado por Hillyer y Serrano se reporta la presencia de reaccion
cruzada entre proteinas antigénicas de Fasciola hepatica y Paragonimus westermani

(14). P.westermani es un tremétodo que comparte caracteristicas biologicas con Fasciola
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hepatica y éste podria estar implicado en reacciones positivas falsas al emplearse la
prueba de ELISA en el diagnéstico de fasciolasis en zonas en las que la paragonimiansis
es una endemia. En Ecuador ha sido reportada la existencia de Paragonimus mexicanus
en comunidades costeras de la provincia de Cotopaxi (12); sin embargo, tanto la
localizaciéon geografica como el cuadro clinico permiten claramente diferenciar
fasciolasis y paragonimiasis en el contexto de la practica clinica. P. mexicanus se localiza
en zonas bajas del territorio ecuatoriano y este pardsito produce una sintomatologia
pulmonar caracterizada por tos crdnica, sudoracién nocturna y hemoptisis (8). Por el
contrario, fasciolasis es una patologia prevalente en zonas de gran altitud de la Sierra
ecuatoriana (27). La misma presenta una sintomatologia no especifica que comprende
malestar general, nausea, dolor abdominal difuso y en ocasiones alteraciones de
examenes de laboratorio que sugieren obstruccién de las vias biliares por los parésitos
adultos (7).

En consecuencia y debido a la alta sensibilidad de ésta, la prueba de ELISA ha
sido empleada en este estudio como el método para identificar personas de comunidades
indigenas de la Sierra ecuatoriana con anticuerpos contra Fasciola hepatica (27). Dicha
prueba mostré una prevalencia de la enfermedad de aproximadamente 6 % (9 pacientes
de 150) en este grupo de pacientes (27). Esta cifra coincide a grosso modo con las
calculadas en estudios de prevalencia realizados con anterioridad en otras regiones
(2,26).

Por ejemplo, en las provincias chilenas de Curico, Talca y Linares se realizo, en
1993, un estudio de prevalencia de fasciolasis que abarcé una muestra de 5861 pacientes

de estas zonas geogrificas. En dicho estudio se utiliz6 la prueba de ELISA para
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identificar anticuerpos en el suero de los pacientes y se reporta una prevalencia del 4% de
esta parasitosis en la poblacién estudiada (2). Otra investigacién, llevada a cabo en seis
poblaciones peruanas ubicadas a 10000 pies sobre el nivel del mar, se basé en el andlisis
coprolégico y serolégico de muestras de 1011 individuos de la zona. Este estudio muestra
una prevalencia de fasciolasis del 9% con rangos entre 4.5 y 34.2% en las diferentes
villas (26). En un tercer estudio realizado en Bolivia por Bjorland et al. (6) se utilizd una
muestra de 91 habitantes del altiplano boliviano. Este trabajo mostrd que un 49% de las
personas estudiadas presenté anticuerpos contra Fasciola hepatica en la prueba de
ELISA. Los investigadores en este estudio, realizado en los Andes bolivianos,
extrapolaron estos resultados a toda la comunidad y estimaron una prevalencia del 23%
en el territorio estudiado, (6). Cabe. sefialar que los datos del estudio realizado por
Bjorland et al.(6) corresponden a la region del altiplano boliviano la cual presenta una de
las cifras de endemicidad-de fasciolasis mds altas del mundo (13). Los tres estudios
citados en este parrafo (2,6,26) fueron realizados en regiones con condiciones ecoldgicas
y socioculturales similares a las encontradas en las comunidades campesinas implicadas
en el presente trabajo. Estas similitudes nos permiten hacer una estimacién més precisa
de los resultados obtenidos en nuesira investigacion en cuanto a la prevalencia de
fasciolasis en los Andes ecuatorianos.

Teniendo en cuenta que los célculos de prevalencia de fasciolasis presentados
anteriormente (2,6,26) estuvieron basados en la prueba de ELISA como método de
diagnostico, resulta interesante comparar estas cifras con las obtenidas al usar el estudio
coproparasitario con este fin. Al respecto, en el estudio realizado por Apt et al. (2) en las

provincias chilenas de Talca, Linares y Curico se reporta la prevalencia de fasciolasis
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calculada a partir del examen parasitologico de las heces como de 0.70%; en contraste
con un 4% calculado con el uso de la prueba de ELISA. Estos datos permiten establecer
una diferencia en la estimacién de prevalencia con el empleo de examen coproparasitario
y las pruebas serolégicas. Y a su vez, coinciden con los resultados obtenidos en nuestro
trabajo: los cuales muestran que de los 150 pacientes estudiados, 9 pacientes tuvieron
resultados positivos para la prueba de ELISA (27), en comparacion con sélo 2 pacientes
en los cuales se evidencié la presencia de huevos de F.hepatica en las heces. Esto ha
permitido una estimacién de la prevalencia de fasciolasis de un 1.3% con el empleo del
examen coprolégico en la presente investigacion. Los hallazgos de ambas investigaciones
sugieren la baja sensibilidad del estudio parasitologico de las heces en el diagndstico
Fasciola -hepatica (7,13,23) y resumen la necesidad de generar nuevos estudios
encaminados a perfeccionar las técnicas serologicas presentes.

Practicamente todos los pacientes con prueba de ELISA positiva (27)
reconocieron proteinas de diferentes pesos moleculares en la prueba de WB desarrollada
en este trabajo. Este hallazgo apoya la conclusiéon de que la baja especificidad de la
prueba de ELISA no es un problema en los Andes ecuatorianos. La mayoria de pacientes
que fueron estudiados con la prueba de ELISA (27) son personas altamente parasitadas
con otros pardsitos como nematodos y céstodos. A pesar de ello, s6lo 9 personas tuvieron
valores positivos en dicha prueba (27). Estos resultados respaldan el uso de la prueba de
ELISA en el diagndstico de fasciolasis no s6lo por su aita sensibilidad sino también por
su especificidad en la deteccion de anticuerpos contra F. hepatica en los Andes
ecuatorianos. Sin embargo, estas conclusiones son inferidas a partir de la similitud de los

resultados obtenidos en este trabajo con los datos publicados por otros investigadores
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(2,6,26). En este contexto se hace mandatoria la comparacién de la prueba de ELISA
empleada en nuestra investigacién con la prueba de oro (examen coprolégico) para la
estimacion exacta de la sensibilidad y especificidad de dicha prueba.

Una vez identificados los pacientes con resultados positivos para la prueba de
ELISA se procedié a la realizacién de la prueba de WB con el fin de determinar el patrén
de reconocimiento de los anticuerpos presentes en el suero de los pacientes
diagnosticados con fasciolasis (27). En este trabajo no se pudo identificar proteinas que
sean consistentemente reconocidas por los anticuerpos presentes en el suero de pacientes
positivos para la prueba de ELISA (27). La ausencia de otros trematodos en la regién
andina ecuatoriana conspira en contra de una explicacion a este resultado basada en la
existencia de reaccion cruzada entre Fasciola hepatica y otros parasitos con similares
proteinas antigénicas. La lectura ¢ interpretacion de los niveles de absorbancia en la
prueba de ELISA (27) puede explicar la discordancia entre los resultados de ésta prueba
y los obtenidos posteriormente con el WB en este estudio. Es decir, los niveles
intermedios de absorbancia pueden generar duda en el punto de corte para un resultado
positivo o negativo en la prueba de ELISA (13). De'igual manera diferentes estadios de la
enfermedad podrian estar representados por una carga menor o mayor de anticuerpos y
por lo tanto ofrecer cifras de absorbancia disimiles, o mostrar un patrén de
reconocimiento dispar en la técnica de WB (16). Las diferencias entre la respuesta
inmunolégica de cada individuo es otra de las posibles razones que justifica la presencia
de los diversos niveles de anticuerpos y por lo tanto las variaciones en el tipo de proteina

reconocida por cada persona.
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La propuesta de la técnica de Westérn blot, como herramienta para aumentar la
certeza en el diagndstico de fasciolasis, ha tenido gran acogida entre los diferentes grupos
de investigadores (11,13,23). Recientemente mas estudios apoyan el uso de antigenos ES
para la realizacién de esta prueba. Estos antigenos parecen ser mds especificos y la
técnica de WB permite la identificacién de los mismos al reaccionar con los anticuerpos
de los pacientes infectados.

La mayoria de estudios reporta antigenos de ES identificados por WB que se
encuentran en los pesos moleculares bajos: Hillyer & Soler de Galanes reportan bandas
de 17 y 63 kDa en humanos, conejos y ovejas con fasciolasis (16,13). Otro estudio de
fasciolasis humana propone la presencia de proteinas antigénicas con pesos moleculares
entre 12.5-14.7 kDa (19). Algunas investigaciones realizadas en animales describen
proteinas antigénicas cuyos pesos moleculares son semejantes a los encontrados en
estudios de esta parasitosis en humanos. Dos de estas investigaciones muestran proteinas
con pesos moleculares entre 28-30 kDa (11) y 13-37 kDa (10). Todos los articulos
citados anteriormente se refieren a antigenos presentes en infeccion aguda.

A pesar de que la mayoria de articulos reporta la presencia de proteinas
antigénicas de bajo peso molecular; en un estudio realizado por Rivera Marrero et al (21)
se describe la presencia de bandas de pesos moleculares altos (150-169 kDa) al utilizar
sueros de pacientes con infeccién temprana (2-6 semanas pos infeccion), en la reaccion
con antigenos de ES de F. hepatica. Otro grupo describe también la presencia de bandas
de alto peso molecular (150-160 kDa) en pacientes con infeccion temprana y la
ocurrencia de bandas de pesos moleculares bajos 17 y 63 kDa en pacientes con

enfermedad aguda (19). Las bandas de algunos de los pacientes en el presente estudio se
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encuentran entre 14-68 kDa, lo cual coincide con los rangos descritos por los estudios
antes mencionados, en lo que concierne a infeccidn aguda.

La presente investigacion muestra dos grupos de pacientes con diferentes bandas de
reconocimiento. Un grupo (pacientes 4, 5, 8) con bandas de peso molecular bajo y otro
grupo con bandas situadas en pesos moleculares intermedios y altos (pacientes 1,2,3,6,7).
Como se ha mencionado anteriormente, algunos investigadores han sugerido que esta
variacion en los pesos moleculares puede estar dada por los estadios de la enfermedad en
cada paciente (10,16,19,21). Sin embargo, nosotros consideramos mds probable la
existencia de diferentes respuestas inmunolégicas teniendo en cuenta la variacion entre
individuos y el reconocimiento de diferentes moléculas antigénicas en el mismo periodo
post-infeccioso (21). La variacién en la respuesta inmunolédgica contra las diferentes
proteinas de F. hepatica, u otras parasitosis, esta relacionada no sélo con la naturaleza del
antigeno sino con las caracteristicas y la estructura genética de cada individuo (1).

El presente estudio se desarrollé con el uso de antigenos proteicos. Es importante,
en consecuencia, tener presente que este tipo de antigeno es capaz de inducir una
respuesta mediada por linfocitos T; células que a su vez intervienen en el desarrollo de
tolerancia e inhibicion de la respuesta generada a través de la formacién de anti-idiotipos
en enfermedad crénica o en estados de infeccién masiva con el parasito. Por otro lado, el
complejo de histocompatibilidad (MHC) de cada individuo orquesta el desarrollo de una
respuesta confra epitopos especificos mediada principalmente por linfocitos T. La
incapacidad del MHC de ligar epitopos especificos de antigenos externos impide la
presentacion de éstos a las células T y por lo tanto se obstaculiza la activacion de células

B y la produccién de anticuerpos. Lo contrario puede ocurrir con individuos que
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reconocen perfectamente el idiotipo de la proteina en cuestién y por lo tanto ofrecen un
patrén de reconocimiento en el estudio de sus anticuerpos. Otro posible mecanismo de
tolerancia o inhibicidn de la respuesta inmunoldgica puede ocurrir a través de la
presencia de citoquinas provenientes de los linfocitos T activados. Estos mediadores
estan presentes en el periodo pos infeccioso y parecen tener un efecto inhibidor de la
respuesta inmunologica especialmente en infeccion crénica. Cualquiera de estas
explicaciones sugiere la causa de la distribucién desigual en los pesos moleculares de las
proteinas reconocidas en la prueba de WB, lo que deriva en la incapacidad para
identificar una proteina tinica y especifica en el diagnédstico de fasciolasis en este estudio
(D).

Las técnicas empleadas, las variadas interpretaciones de los resultados obtenidos
en los multiples estudios, la heterogeneidad en la respuesta inmunologica de cada
individuo, y posiblemente los diferentes periodos de infeccién de los individuos en cada
estudio, son algunos de los eventos que contribuyen a hacer méas compleja la tarea de
encontrar un método de diagndstico sensible y especifico para la infeccidn con Fasciola
hepatica.

Como ha ocurrido con estudios previos, este trabajo no tuvo €xito en identificar
una proteina especifica que sea reconocida por todos los pacientes con fasciolasis y que
permita el diagndstico certero de la misma. A pesar de ello es importante mencionar que
estos resultados fueron obtenidos en un solo experimento por lo que cualquier conclusién
futura debe hacerse sobre la base de nuevos ensayos que prueben la reproducibilidad del
mismo. Igualmente seran necesarios futuros trabajos encaminados a perfeccionar la

técnica descrita en la presente investigacion.
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La técnica de obtencién de antigenos utilizada en este experimento implica un
proceso que podria ocasionar dificultades précticas en un futuro. Se requiere la obtencién
de los parasitos en una localidad distante y el proceso de separacién de los antigenos
implica un consumo considerable de tiempo. Ademds, es importante mencionar los
problemas relacionados con el almacenamiento de las muestras y su futuro empleo en los
ensayos de laboratorio. En este estudio, al utilizar muestras que estuvieron almacenadas a
-4° C por varios meses (aproximadamente 6 meses), se evidencid la disminucién de la
intensidad de las bandas en la electroforesis de estas proteinas. Este evento indica una
disminucién en la cantidad de proteinas presentes en el antigeno luego de su
almacenamiento y manipulacién, lo cual conspira contra la adecuada interpretacion de los
posteriores resultados de las pruebas de ELISA y WB. Una probable explicacién para
este hallazgo es la presencia de proteasas que actiian en la degradacion de los antigenos
en cada paso de la prueba que implique la manipulacién de los mismos. Técnicas de
biologia molecular que permitan la obtencioén de estas protefnas a partir de una bibliofeca
de DNA transformarian este proceso en un paso més eficiente en este tipo de
experimentos. De igual manera debe considerarse el uso cauteloso de inhibidores de
proteasas con el fin de evitar la degradacion de los antigenos.

El problema presentado con la inadecuada definicién de algunas bandas en el
control positivo en la prueba de WB puede ser explicado por una cantidad excesiva de
proteinas en la muestra utilizada. Otra posible explicacién para este problema es que el
suero utilizado reconoce multiples proteinas de pesos moleculares similares, lo cual
provoca una concentracién mayor de anticuerpos en una zona de la membrana de

nitrocelulosa. Futuros ensayos deberdn comprender la medicién precisa de la
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concentracion de proteinas en la muestra utilizada, asi como la posible variacién de la
cantidad de esta muestra empleada en el estudio. El uso de un gel de acrilamida con
mayor porcentaje podria contribuir a una mejor separacién de proteinas con pesos
moleculares similares y esto permitiria una visualizacién mas clara en el reconocimiento
posterior en la prueba de WB.

La concentracién de proteinas en el antigeno de ES con la cual trabajamos para
esta prueba parece ofrecer una cantidad adecuada de antigeno para la realizacién del
experimento. A pesar de ello, el desarrollo de una manera mas eficiente de obtener,
concentrar y almacenar este antigeno es mandatorio en el futuro uso de este método de
diagnéstico.

El presente trabajo ofrece datos preliminares en cuanto a la dificil tarea de

identificar una proteina especifica con el uso de Western blot en el diagnostico de

fasciolasis humana. Siendo el primer experimento sobre el tema realizado en el Ecuador,
el mismo no debe- ser tomado como la explicacién definitiva a este dilema.. Es
indispensable la repeticion, en condiciones. controladas, de las prucbas realizadas en este
ensayo.

La prueba de ELISA empleada como punto de partida en la identificacién de
pacientes con fasciolasis debe ser evaluada en cuanto a sensibilidad y especificidad con
la adecuada comparacién con la prueba de oro: recuperacidn de huevos del parasito de las
heces mediante método de sedimentacion. Las sugerencias de este trabajo en lo
concerniente a obtencidn y manipulacién de los antigenos usados en la prueba de WB
deben ser estudiadas en futuros ensayos. Es importante el uso de antigenos frescos que

hayan sido objeto de minima manipulacién y el empleo de inhibidores de proteasas para

Yo/ - piRt IATEe 1R ninv onne 01094 .




28

optimizar la calidad de los mismos. La purificacién de los antigenos usados (9,11} en el
experimento podria ofrecer ventajas en cuanto a la identificacién de una protefna de peso
molecular especifico.

Con la confirmacién de la reproducibilidad de los resultados de este trabajo
podrian hacerse conclusiones objetivas sobre el uso de la prueba de WB en el diagndstico
de fasciolasis en Ecuador. Esto permitiria propuestas concretas encaminadas a

perfeccionar esta prueba e implementar su empleo en el pais.

Vinculo con trabajos futuros

El presente estudio introduce un tema que debe generar futuros cuestionamientos
y nuevas investigaciones en su respecto. La fasciolasis es un problema de salud en seres
humanos, ademas de la causa de millonarias pérdidas economicas. Debido a que
_ fascioliasis es una parasitosis que puede producir graves trastornos en quiénes padecen la
enfermedad, es _indispénsable lé ampliacion de la investigacién serolégica a otras
regiones de los Andes Ecuatorianos. o

Futuros trabajos podrian no sélb confirmar la reproducibilidad de los resultados
de este estudio, sino encontrar el camino para el mejoramiento del diagndstico serolégico
de esta patologia dentro del pais. Es importante la realizacién de nuevos ensayos de las
técnicas utilizadas en este experimento teniendo en cuenta las sugerencias hechas a raiz
del mismo.

Este trabajo puede representar la introduccién a una serie de estudios en el
desarrollo de técnicas de Biologia Molecular para el diagnéstico de otras parasitosis, que

como la fasciolasis, no son diagnosticadas y tratadas en la practica clinica actual en el

Ecuador.
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