Aislamiento e identificacidn /in situ de antigenos
de Fasciola hepatica

Resumen

Laidentificaciénylocalizacién delossitiosantigénicos
de los pardsitos son de gran importancia para conocer
los procesos inmunolégicos y para mejorar los procedi-
mientos serodiagnosticos de las enfermedades parasi-
tarias. Fasciola hepaticaes un trematodo de gran comple-
jidad antigénica, por lo que se identificaron, por
electroforesis € inmunoelectrotransferencia, los prin-
cipales antigenos inmunodominantes de F. hepatica de
30 dias de edad. Se realizé el aislamiento de tres
polipéptidos antigénicos (PA) por medio de
cromatografia de liquidos de baja presién, teniendo
pesos moleculares de 24, 26y 66 kD. Posteriormente, se
produjo antisuero especifico en contra de estos tres PA
para determinar los sitios antigénicos en cortes
histolégicos del trematodo, utilizando la técnica de
inmunoperoxidasa. Se determiné que los antisueros
detectan el PA de 24 kD en el tegumento de F. hepatica,
el de 29 kD en las células de la ventosa ventral y, por
altimo, el de 66 kD se localiz6 en las células del tracto
intestinal. Se concluye que la técnica de inmuno-
peroxidasa es sensible y facil de usar, para determinar
sitios antigénicos en cortes histolégicos de F. hepatica y
otros helmintos.

Introduccién

Laidentificacién y aislamiento de antigenos parasita-
rios son de fundamental importancia para tener un
mejor conocimiento de los mecanismos de inmunidad.
Esto se harealizado a través de estudios experimentales
en el laboratorio, demostrando su utilidad en pruebas
serodiagnésticas de las parasitosis.

Se han utilizado diversos métodos que han pemitido
identificar antigenos somaticosy productos metabdlicos
de Fasciola hepatica.”®° Existe una amplia informacién
sobre antigenos de F.hepatica adulta, debido a su facil
obtencién de animales infectados. Esto ha permitido
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realizar estudios inmunolégicos y parasitolégicos usan-
do extractossomaticos de F. hepaticacomo inmunogéno,
para inducir una respuesta inmune y posteriormente
detectar la cinética de anticuerpos del huésped.> '

Sin embargo, las técnicas que se emplean para obte-
ner los antigenos somdticos tienen ciertas limitaciones,
ya que los métodos utilizados son poco eficientes y los
antigenos inmunodominantes en las preparaciones
estan presentes en bajas concentraciones. Una técnica
inmunolégica que se ha utilizado, para identificar
antigenossomaticos de F. hepatica, eslainmunodifusiéon
pero en ocasiones no es capaz de detectar antigenos
que no precipitan con su correspondiente anticuerpo,
0, en contraste, algunos antigenos poseen mas de un
determinante, lo que da lugar a mas de una linea de
precipitacién, lo que dificulta su interpretacién.’ Otra
técnica mas efectiva para la separacion de antigenos es
la electroforesis, aunadaala posterioridentificacion de
los antigenos por pruebas inmunolégicas.'

Es claro que se requiere una metodologia que permi-
ta aislar e identificar en forma mas precisa, antigenos
somaticos de F. hepatica. El presente estudio tuvo como
objetivo aislar e identificar antigeno somatico de F.
hepatica por medio de la electroforesis en gel de
poliacrilamida y cromatografia de liquidos de baja
presion, asi como producir anticuerpos especificos en
contra de estos antigenos inmunodominantes, e iden-
tificar los sitios de origen de estos antigenos somaticos
en cortes histologicos de F. hepatica por la técnica de
inmunoperoxidasa.

Material y métodos
Extractos de F. hepatica

Seis conejos de la raza Nueva Zelanda se infectaron
experimentalmente con 200 metaceracarias cada uno.
A los 30 dias posinfeccion se sacrificaron 3 de los
conejos y se separo el higado, se localizaron y colecta-
ron los parasitos del parénquima hepatico. Los parasi-
tos obtenidos se lavaron tres veces con una solucién
amortiguadora de fosfatos (SAF), se maceraron en un
mortero de vidrio, utilizando SAF 0.15 M, pH 7.2, con
EDTA 25 mM en un recipiente con hielo. La solucion
se centrifugd a 5000 xg por 30 minutos a 4°C, se
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descart6 el sedimento y al sobrenadante se le determi-
no la concentracion en proteinas.”” El material asi
obtenido se guardé en alicuotas de 500 pl a-50°C hasta
suuso. Los conejosrestantes se usaron parala obtencién
de sueros testigos.

Electroforesis en gel de poliacrilamida (EGP)

Se emplearon geles de poliacrilamida en medio
discontinuo con un gel muestra de 4.7%, pH 6.7, de
dimensiones de 3 x 25 de 160 mm; y un gel separador
al 10%, pH 8.9 con dimensiones de 3 x 35 x 160 mm;
ambos geles contenian una solucién amortiguadora de
Tris-HCl y sodio duodecyl sufalto (SDS) al 0.1%.% ¢

Se colocaron 200 pg de proteina de los extractos de
F. hepatica, se aplicé corriente eléctricaa 20 mA durante
3 horas. Los geles se fijaron y tiferon.” Los pesos
moleculares se determinaron utilizando las siguientes
proteinas marcadoras de peso molecular: lactoalbimina
14.4kd, inhibidor de tripsina de soya 20.1 kd, anhidrasa
carbénica 30 kd, ovoalbtimina 43 kd, albimina sérica
bovina 67 kd y fosforilasa 94 kd como referencia.

Inmunoelectrotransferencia (IETF)

El extracto de F. hepatica de 30 dias previamente
separado por medio de electroforesis en gel de
poliacrilamida, se sometid a una electrotransferencia.'”
El gel fue puesto en contacto con una tira de papel de
nitrocelulosa, y después se sumergié en la solucién de
transferencia (Tris 20 mM, glicina 15 mM y metanol al
20%); se aplicé una corriente eléctrica de 400 mA por
4 horas. Posteriormente, el papel se dividié en dos
partes; una se tiné con azul de Coomassie, la otra se
sumergi6 en una solucién de gelatina al 1% en SAF por
15 minutos. El papel se dividié de nuevo en dos partes;
una se sumergié en una dilucién de 1:100 de suero de
conejo seropositivo, y la otra, en suero negativo de F.
hepaticadurante una hora, se procedié a lavar tres veces
en SAFy se colocé unadilucién de 1:1500 de conjugado
cabraanticonejo IgG marcado con peroxidasa, durante
60 minutos a 37°C. Una vez mas, se lavé tres veces en la
forma antes mencionada y se hizo el revelado con el
sustrato Diarminob13nzidin:1-l~1202 incubado a tempera-
tura ambiente durante 60 minutos.

Cromatografia liquida de baja presién (CLBP)

Los extractos de F. hepatica de 30 dias de edad fueron
fraccionados con un sistema completo de CLBP, con
espectofotometro de luz ultravioleta y flujo continuo,
calibrado a una emisién de 202 nm y conectado a dos
registradores graficos.

Se usaron dos columnas de 11 x 600 mm, una con
Sephadex G-200 en SAF, pH 7.2, para la cromatografia
de exclusion, y otra con DEAE-Sephadex A-50, parala
cromatografia de intercambio i6nico, en una solucién
de fosfatos 50 mM con NaCl 5 mM, pH 8.0. Esta
columna fue conectada a un sistema de reservorios
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Marriot, con un sistema mezclador de gradientes de
cloruros de 5 a 500 mM durante 16 horas, a un pH
constante. '

Los extractos se equilibraron por dialisis con susrespec-
tivas soluciones de corrimiento y se aplicaron 20 mg de
proteina diluidos en 5 ml para cada proceso de separa-
cién.!! Las muestras de 5 ml fueron recogidas en un co-
lector de fracciones de 200 tubos; a las fracciones obteni-
das se les determiné la concentracion de proteinas.'

Sueros hiperinmunes contra polipéptidos
antigénicos

Alos polipéptidos purificados por medio de CLBP, se
les determiné la concentracion de proteinasy se ajusta-
ron a2 mg/mlen SAF. Se emulsificé 1 mldela proteina
de cada muestra con 1 ml de adyuvante completo de
Freundy se inocul6 en el cojinete plantar de un conejo
Nueva Zelanda. Una segunda inoculacion de los
antigenos se administré a los 14 dias en la forma antes
mencionada, pero se utilizé para la emulsificacién,
adyuvante incompleto de Freund; la tercera y cuarta
inoculaciones se realizaron con 7 dias de separacioén,
aunque exclusivamente con el antigeno. Los conejos
fueron sangrados una semana después de la Gltima
inoculacion; los sueros asi obtenidos, se mantuvieron a
-50°C hasta su uso.

Cortes histologicos de F. hepatica

Se realizaron cortes en microtomo de congelacién a
-50°C, de especimenes de F. hepatica de 30 dias de
edad, los cortes fueron de 6 micras y se fijaron por
efecto del gradiente de la temperatura del corte conge-
lado y la del portaobjetos a temperatura ambiente,'®
conservandose a —50°C hasta su uso.

Técnica de inmunoperoxidasa

Las laminillas con cortes de F. hepatica se descongela-
ron a temperatura ambiente. Se colocaron en dilucio-
nesde 1:1000 de los sueros hiperinmunesy de sueros de
conejo testigos negativos, y se incubaron durante 60
minutos a 37°C; luego, las laminillas se lavaron 3 veces
por inmersion en SAF. Se preparé un conjugado anti-
conejo marcado con peroxidasa'? y se utilizo a la dilu-
ci6én 1:1500 durante 60 minutos en incubacién a 37°C;
se lavé otra vez en la forma antes descrita. Se colocé el sus-
trato Diaminobenzidina-H,0, por 60 minutos a tempe-
ratura ambiente, y se observé al microscopio 6ptico.!!

Resultados

Del extracto de F. hepatica de 30 dias de edad, se detec-
taron por electroforesis 31 bandas de polipéptidos en un
rangomolecular (rm) de 10-116kd. Destacaron un grupo
de 7 polipéptidos entre 66-116 kd; un segundo grupo de
9polipéptidosentre 60-31 kd, un tercero con 6 polipéptidos
entre 29-17 kd, y una agrupacién de 9 polipéptidos de
bajo peso molecular entre 10-15 kd (Figura 1).



Se localizé una zona entre 22-60 kd, que mostrd
una marcada coloracién al emplear el reactivo de
Schiff, lo que indica su naturaleza glicoproteinica,
asi como unazonalipidica de bajo peso molecular,
menor de 10 kd, y una abundante cantidad de
polisacaridos entre 8-12 kd. Las diferentes porcio-
nes antigénicas del extracto, se determinaron a
través de inmunoelectrotransferencia (Figura 1).
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Figura 1. Electroforesis ¢ inmunoelectrotransferencia del extracto
total de Fasciola hepatica. A.Marcadores de peso molecular. B. Patrén
electroforético tenido con azul de Coomassie. C. Ihmuno-
electrotransferencia revelada por inmunotincion

A través de CLBP se obtuvo la purificacién de los
polipéptidos de 24, 29y 66 kd, cuya pureza se verificé
por electroforesis en gel de poliacrilamida (Figura 2).
Aunque se intent6 la purificaciéon de un mayor niimero
de polipéptidos para verificar su antigenicidad, no se
pudieron obtener con suficiente pureza. Sélo tres
polipéptidos (PA) fueron antigénicos en conejos, ya
que estimularon la respuesta inmune humoral de los
animales.

Al utilizar los sueros hiperinmunes obtenidos en los
conejos inoculados con los PA de 24, 29y 66 kd con la
técnica de inmunoprecipitacion en cortes histologicos
de F. hepatica, el antisuero en contra del PA de 66 kd
mostré una fuerte tincién del tracto intestinal en cortes
del parasito (Figura 3); el suero PA de 29 kd tiné
intensamente las células que circundan laventosaventral
exclusivamente. En cambio, el suero PA de 24 kd se
detect6 en el tegumento del parasito, no siendo tan
intensa la reaccién como en los otros casos (Figura 4).
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Figura 2. Anilisis de pureza y concentracién de los antigenos purifi-
cados por medio de cromatografia liquida de baja presion. A. Patrén
electroforético de extracto total. B. Antigeno de 24 KD. C. Antigeno
de 29 KD. D. Antigeno de 66 KD.

Discusién

Losprocedimientosde obtencién delosantigenosde
F. hepatica han sido tradicionalmente a través de la
maceracién ylavado de los parasitos adultos. Sin embar-
go, existen problemas en su estabilidad y no es comple-
ta su solubilidad;® por lo tanto, el procedimiento utili-
zado en este estudio es recomendable para estabilizar
las muestras antigénicas.

Figura 3. Localizacién del antigeno de 66 KD en cortes histolégicos
de Fasciola hepdtica. La fotografia muestra un ciego intestinal (C.I.)
del parasito, detectado por medio de inmunoperoxidasa. Fotografia
tomada al microscopio 6ptico con objetivo 40X
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Figura 4. Localizacién de los antigenos de 24y 29 kD A. Elantigeno de 24 kD produce inmunotincién en el tegumento (Te.) de Fasciola hepatica.

Fotografia tomada con objetivo 40 X. B. El antigeno de 29 kD produce inmunotincién en las células de la ventosa ventral (V.V.). Fotografia
tomada con objetivo 10X.

Entre los componentes antigénicos identificados en F.
hepatica, son de especial interés los de peso molecular de
24, 29y 66 kd, este Giltimo parece similar al identificado
por otros autores,'® de 62 kdy que indujo la formacién de
anticuerpos detectables a las tres semanas posinfeccién.
Otros investigadores han detectado antigenos similares a
los encontrados en este estudio entre el rm de 23-28 kd,
que se asemejan a los obtenidos, de 24-29 kd.'

En su desarrolio y migracion, F. hepatica sufre cam-
bios morfolégicos y fisiologicos. Tal vez uno de los
cambios mas importantes son las alteraciones de
glicocalixy tegumento.' F. hepatica en su estadio juvenil
recién desenquistada, s6lo tiene un tipo de células
tegumentales denominadas tipo O, que segregan
granulos denominados granulos T . Esta es una carac-
teristica morfolégica que la distingue de las células y
granulos tipo 1 y tipo 2 presentes en los estadios
inmadurosy adultos del trematodo.” Lgs granulos juve-
niles Ty T, son antigénicamente si ;Vlares, mas dife-
rentesdelosdel tipo 2.' El polipéptido de peso molecular
de 24 kd parece formar parte del altimo tipo de células
mencionadas, debido a la reactividad mostrada del
suero hiperinmune producido con este antigeno con el
que reaccioné en forma positiva. Tal vez la reaccién no
fue tan intensa ya que en el momento de obtencién del
parasito, pudo haberse estado presentando algin cam-
bio de células tegumentales, o debido al proceso de
fijacion del parasito para el ensayo de inmuno-
peroxidasa. _

El sistema digestivo del parasito también sufre consi-
derables cambios durante su migracién y maduracién.
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Al principio, las células del tracto intestinal parecen tener
exclusivamente una funcién secretora y existen diferen-
cias morfologicas entre las formas juveniles y adultas.? En
el adulto, las células intestinales son abundantes, grandes
y de forma homogénea, las funciones de estas células son
de absorcion y secrecién.® El PA de 66 kd podria formar
parte de estas estructuras conforme a los resultados obte-
nidos por la técnica de inmunoperoxidasa.
Estosresultados permiten sugerir el empleo de la técni-
cade inmunoperoxidasa para laidentificaciéon de los dis-
tintos sitios antigénicos de F. hepatica, en los diversos esta-
diosdel parasito,ya que es una técnicamas facil yaccesible
que la utilizada en otros estudios con compuestos radiac-
tivos’ o anticuerpos fluorescentes,* que requieren equipo
mas sofisticado que el que se utiliz6 en este estudio.

Abstract

Identification of antigenic sites of parasites is impor-
tant to understand immunologic mechanisms and for
serodiagnosis of parasitic diseases. The trematode
Fasciola hepatica has a great antigenic complexity. This
study was carried out to determine immunodominant
antigens of 30 days of age F. hepatica by Polyacrilamide
Gel Electrophoresis and Westernblot. Three antigenic
polipetides (AP), with molecular weightsof 24, 26 and
66 KiloDaltons (kD), were detected by Low Pressure
Liquid Chromatography. Antiseraagainst these antigens
was produced in rabbits and used to identify antigenic
sites on histological slides of the trematode using



immunoperoxidase techniques. Specific antisera
produced a dye precipitation at the following sites: 24
kD in the tegument; 26 kD in the cells of the ventral
sucker and 66 kD in the intestinal cells of the parasite.
It is concluded that the immunoperoxidase technique
is effective and easy to perform to detect antigenic sites
on histological preparations of F. hepatica and other
helminths.
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