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1. INTRODUCCION

1.1. Introduccion general.

Hipocrates habla de lo que posteriormente se ha denominado como
hidatidosis, en " los casos en que el higado esta lleno de agua y revienta dentro del
epiplon, el vientre se llena de agua y el paciente muere" (Jones, 1948).

Actualmente la hidatidosis o Echinococcosis se considera una zoonosis
ampliamente distribuida por todo el planeta. Su agente etioldgico es el verme
Echinococcus granulosus (Rudolphi, 1801), un pequeno cestode perteneciente al
orden Cyclophillidea. Se trata de una cestodosis larvaria que afecta a diferentes
herbivoros y omnivoros, entre los cuales se encuentra el hombre. La especie humana
puede actuar como hospedador intermediario y como resultado de la infestacion
aparecen estructuras quisticas que se pueden desarrollar en cualquier 6rgano o tejido,
con mayor frequencia en el higado. Lejos de ser un problema resuelto, la hidatidosis

constituye hoy un problema de salud publica con importantes repercusiones

econdmicas (Matossian y col., 1977).

En los paises desarrollados, las intervenciones quirurgicas debidas a la
hidatidosis son elevadas. El coste de ellas en Espaiia, se cifra en unos 70 millones
de pesetas por cada 50 intervenciones, sin tener en cuenta las pérdidas laborales y
la morbilidad (J. Lazuen, Tesis Doctoral 1992, Univ. Granada).

Los mayores niveles de parasitacion, tanto humana como animal aparecen en
las zonas ganaderas del planeta como Australia, Argentina, Chile, Rio Grande del
Sur (Brasil) y Uruguay. En otras zonas del planeta, con niveles socioecondOmicos y
culturales bajos como medio Oriente, Iran, Irak. Libano, Turquia, Marruecos, Tunez,
Libia, y Argelia, los niveles de parasitacion alcanzan valores elevadisimos.
Thompson y Smyth (1975) evaluaron las pérdidas so6lo por decomisos en la
ganaderia del Reino Unido, donde la enfermedad no alcanza los niveles de otros

paises, en unas 700.000 libras esterlinas al afio. En Australia, Kumaratilake y

1
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Thompson (1982) estimaron las pérdidas anuales en 12 millones de dolares. En

Chile las pérdidas alcanzan en la economia local unos 5 millones de dolares.

Aparte de estos datos y de la importancia sanitaria, hay muchos aspectos del
parasitismo por la larva de este cestode que se desconocen. Algunos, aspectos tan
basicos como el diagndstico inmunologico especifico y diferencial, el tratamiento

y la inmunoprofilaxis se encuentran aun en una fase precaria de conocimiento.

Respecto al inmunodiagnéstico, Cameron (1960), Huldt y col. (1973),
Gottstein y col. (1983, 1986, 1987) y Leightowlers y col. (1984), demostraron que
la respuesta serologica de los hospedadores intermediarios esta influenciada no solo
por la especie sino también por la cepa de Echinococcus. Consecuentemente la
heterogeneidad antigénica debe ser tenida en consideracion en el desarrollo y la
eleccion del procedimiento inmunodiagnostico en las diferentes areas endémaicas.
Recientemente han sido realizados muchos trabajos enfocados a encontrar y

caracterizar una fraccién antigénica para el inmunodiagnostico, que no esté afectada

por las diferencias de cepas.

La importancia de estos fendmenos inmunolégicos, nos ha motivado al
desarrollo del presente trabajo de investigacion, donde tratamos de estudiar la

respuesta seroinmunolégica, asi como la caracterizacion de los antigenos de interés.

1.2. El parasito: Echinococcus granulosus.

Echinococcus granulosus Rudolphi, 1801 es un cyclophilideo, que como tal
exhibe las caracteristicas de este grupo. El cuerpo esta por formado por un escolex

a partir del cual se originan una serie de tres o cuatro estructuras reproductivas

[lamadas proglotides.

La clasificacién mas universalmente aceptada para este parasito es la siguiente

2
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(Wardle y col. 1974);

Phyllum: Plathyhelminthes
Clase : Cestoda

Subclase: Eucestoda
Orden : Cyclophyllidea
Familia: Taenidae

Genero: Echinococcus

Dentro del Género Echinococcus, se han descrito 16 especies y al menos 13
subespecies, pero solamente cuatro especies de este género han sido validadas
taxondmicamente, E. granulosus, E. multilocularis, E. oligarthus y E. vogeli
(Thompson, 1982). Smyth en 1964, propone como explicacion al proceso de
especiacion, tanto la capacidad autofecundadora del adulto (dado que es

hermafrodita), como los procesos de reproduccion asexual que se dan en la fase de

metacestode o hidatide del parasito.

1.2.1. Morfologia y ciclo de vida.

En estado adulto E. granulosus vive adherido estrechamente a las vellosidades
intestinales del duodeno de los hospedadores definitivos, principalmente canidos. Es
un cestode de 3-5 mm de longitud, provisto de un escolex piriforme de 300 p de

diametro, con 4 ventosas y un rostelo formado por una doble corona de ganchos,

cuyo numero y longitud puede variar de unas cepas a otras. Le sigue una zona de

cuello corto y a continuacidn, un estrobilo que esta constituido por 3 anillos o
progléotides: un anillo inmaduro, un anillo maduro y un anillo gravido, el cual es

el mas largo y ancho de los tres. El anillo maduro incluye un numero de testiculos
comprendido entre 45-65, distribuidos anterior y posteriormente, un ovario

bilobulado en posicion posterior, y un poro genital mas o menos central. Le sigue

un anillo gravido que representa la mitad aproximadamente de la longitud total del

3
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cuerpo. En él se observa un utero con sus evaginaciones laterales; €ste puede
disgregarse liberando un nimero relativamente bajo de huevos (entre 400-800).

El huevo de E. granulosus es semejante al de Taenia. Es esférico o
ligeramente elipsoide , con un tamaiio que oscila entre 30 y 40 um de diametro. Al
microscopio optico, es indistiguible del de T'aenia, y a nivel ultraestructural del de
la especie E. multilocularis. Son huevos que constan de un embrion hexacanto u
oncosfera que va rodeado de varias envolturas (Swidrski, 1982), siendo la mas
destacada el embriéforo por el aspecto estriado y oscuro que le confiere al huevo.
Son muy resistentes a los agentes fisicos, pudiendo permanecer infectivos durante
largos periodos de tiempo, en condiciones de humedad y temperatura adecuadas
(Wachira y col. 1991).

Cuando los hospedadores intermediarios susceptibles de ser parasitados,
principalmente ovejas y cabras, aunque se han descrito hasta un total de 50 especies
entre ellas el hombre, ingieren huevos, éstos, por accion de enzimas proteoliticas
(digestivos), producen la disgregacion del embrioforo (Lethbridge, 1.980)
conduciendo a la eclosion de las larvas hexacantas que se activan en presencia de
la bilis fijandose a las microvellosidades del duodeno. Atravesando- la mucosa
intestinal, por accion de los enzimas histoliticas secretadas por el parasito, alcanzan
la circulacién portal a través de la cual son transportadas hasta la primera red capilar
en importancia que es el higado. En ocasiones, se puede producir el paso de
embriones a la cavidad cardiaca derecha y por via suprahepatica cava inferior,
alcanzan la segunda red capilar en importancia que es el pulmon. Otros embriones
pueden pasar al corazén izquierdo y a través de la aorta pueden pasar a bazo, rinon
etc...

En cualguier localizacion el embrion al cabo de unos 4 dias se transforma en
un pequefio quiste hidatidico. Este es tipicamente unilocular (solo forma una
cavidad), que al cabo de un mes aproximadamente posee un diametro de 1mm,
soliendo crecer a razén de 1 mm/mes y pudiendo alcanzar grandes tamanos. Su

membrana se diferencia en: una membrana adventicia de estructura fibrosa,
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producida por el hospedador como reaccion frente al parasito, una membrana
laminar 6paca anucleada, formada por una serie de capas concéntricas de estructura
semejante a la quitina, y una membrana germinativa nucleada de la que emergen
masas de células hacia el interior de la cavidad quistica, masas que primeramente
son vacuoladas y posteriormente pedunculadas y que van a dar origen a camaras
secundarias o capsulas proligeras, a partir de cuya capa interna se forman los
protoescolices que se encuentran invaginados. A los quistes que no forman estas
capsulas se les denomina estériles o acefalocisticos.

Healt y Osborn en 1976 mediante observacion al microscopio electronico,
proponen que la membrana laminar es originada por la membrana germinativa.

Rellenando el .espacio interno de la cavidad quistica existe un liquido
transparente, cristalino, compuesto por agua, NaCl, hidratos de carbono, proteinas
y lipidos entre otras sustancias, y que posee propiedades antigénicas. Es el

denominado liquido hidatidico (LH).

En contacto con el tejido u 6rgano en el que se encuentra implantado el
quiste se produce una reaccion por parte de dichos tejidos, lo que da lugar a la
formacion de la membrana adventicia, constituida por células epiteloides, linfocitos,
monocitos, neutrofilos polimorfonucleares y tejido parenquimatoso.

Cuando los hospedadores definitivos, principalmente canidos (perros en
nuestro entorno), ingieren visceras procedentes de hospedadores intermediarios
conteniendo quistes fértiles, los protoescolices, después de la accion de la pepsina
en el estbmago, en presencia de la bilis y con el cambio de pH, se evaginan y se
fijan a las vellosidades intestinales. A las 4-6 semanas aproximadamente se
transforman en un cestode adulto, sexualmente maduro cerrandose con la expulsion
de los huevos en las heces, el ciclo de vida del parasito.

En nuestras latitudes, se ha descrito un ciclo rural perro-oveja, hablandose
también de un ciclo urbano o periurbano en el que se engloba el hombre, y un ciclo
salvaje con herbivoros y canidos, que se da mayoritariamente en regiones

meridionales. Los ciclos no son cerrados, sino que pueden existir interacciones entre
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ellos (Schantz, 1.983).

La transmisiéon del parasito al hombre se puede producir por via directa con

los animales que actuan como hospedadores definitivos (perro, lobo, zorro, etc...),
o bien de un modo indirecto, a través de aguas o alimentos contaminados con

huevos del cestode. Los hospedadores intermediarios habituales se infectan por

ingestion de huevos dispersos en el suelo o en el agua. (figura 1.1 ciclo de vida).

1.2.2. Distribucion geografica y epidemiologia.

Se han descrito cuatro especies del género Echinococcus: E. granulosus, L.
multilocularis, E. vogeli, y E. oligarthus, siendo las tres primeras las capaces de
parasitar al hombre, pues Lopera y col. (1989) describieron un caso humano de
quiste hidatidico ocular en Venezuela por E. oligarthus.

Euzeby J, (1990) estipula que la especie L. granulosus, 1ncluye
geograficamente 2 grupos: Uno formado por las dos sub-especies; E.g.boreli y
E.g.canadensis, y el grupo europeo, que actualmente es cosmopolita formado
también por 2 sub-especies, E.g.equinus incapaz de infectar el hombre vy

E.g.granulosus, con varias cepas y clones dependiendo de los hospedadores

intermediarios.

La especie Echinococcus granulosus es cosmopolita, si bién se pueden definir
focos endémicos donde la parasitacion es mas intensa, como el caso de Australia,
Nueva Zelanda y los paises de la cuenca mediterranea. Actualmente se considera la

region de Rio Negro (Argentina) como que presenta mayor numero de casos

diagnosticados al ano.

En Espafia, entre 1986 y 1990 se diagnosticaron un total de 3618 nuevos

casos de hidatidosis (Gallardo y Bereciartua, 1991; Mate, 1991). Durante este tiempo
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Figura 1.1: El ciclo de vida de E. granulosus.
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la incidencia anual fue de 1.9 nuevos casos en 100.000 habitantes. Generalmente las
sonas mas afectadas coinciden con las zonas dedicadas a la ganaderia, como son

Navarra, la Rioja, Aragén, Castilla-leon, Castilla la Mancha y Extramadura.

En su ciclo de vida se pueden ver envueltos animales domésticos tales como
oveja, gato, perro, cerdo, camello, vaca, caballo, bufalo, etc..., es decir hospedadores
definitivos considerados animales de compania y hospedadores intermediarios de
gran importancia industrial y en la alimentacion humana. El ciclo epidemiologico
que podemos observar con mayor frecuencia es el ciclo rural (perro-oveja). También
se ha descrito un ciclo urbano y periurbano (en el que interviene el hombre) y un
ciclo salvaje (herbivoros y omnivoros - canidos salvajes), manifestandose con mayor
frecuencia en regiones templadas y calidas. En las regiones articas se ha descrito
también un ciclo rural y un ciclo salvaje, siendo distintos los hospedadores
intermediarios. Sin embargo, en Inglaterra coexisten el ciclo perro-oveja y el ciclo
perro-caballo, siendo cepas diferentes del parasito las causantes de la infestacion
(Smyth,J.D., 1979).

Ia ausencia o existencia de estos ciclos epidemioldgicos, y la dinamica de

transmision se deben a una serie de factores, que se resumen en la tabla 1.

Tabla 1: Factores que influyen en el ciclo de vida de E. granulosus.

— m— — —

Factores extrinsecos Factores socio-ecoldgicos Factores intrinsecos
(Verme)
- Temperatura adecuada - Agricultura - Entorno potencial
- Humedad adecuada - Comportamientos de fovorable para su
- Agentes que dispersen hospedadores definitivos e desarrollo
los huevos de las heces intermediarios - Resistencia innata a
- Legislacion e inspeccion la infeccion
alimentaria - Resistencia adquirida
- Nivel de higiene de la a la infeccion
poblacion
3
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1.2.3. Patologia y Sintomatologia.

La hidatidosis, en mas de un 60% de los casos es asintomatica (Caremani y
col. 1991), por lo que en muchas ocasiones se detecta accidentalmente en el
transcurso de un examen radiologico, o por otras circunstancias.

La hidatidosis en el hombre y demas hospedadores intermediarios, es una
enfermedad parasitaria con diversas manifestaciones en cuanto a la patologia y
sintomatologia, que dependen de la localizacion anatomica y del tamano que
alcanzan los quistes en su desarrollo. Schantz en 1.972, determina tras el estudio de
30.000 pacientes afectados, como en el 60 % de los casos la localizacion del quiste
es hepatica, en un 10-20 % pulmonar, y el 20 % restante presenta una localizacion
repartida por el resto del organismo. Déveé en 1949, observdé como las oncosferas a
través de las microvellosidades intestinales penetran en la circulacion portal llegando
al higado, pero también vio como otras, a través de vénulas y circulacion linfatica
pasan al corazon, a partir del cual son diseminadas por el cuerpo, presentando,
finalmente localizaciones "ectdpicas" tales como rifion, bazo, e incluso ojo.

El comienzo de los sintomas varia segun la localizacion final del quiste. Si
se localiza en la cabeza por ejemplo dado que el craneo es una cavidad inextensible,
los sintomas apareceran mas rapidamente que si se localiza en la region abdominal.
En ésta la sintomatologia comienza a aparecer cuando el quiste adquiera un tamano

tal que llega a presionar a los 6rganos adyacentes.

Cuando el quiste alcanza un gran tamafo, se puede originar una fisuracion
del mismo, vertiendose pequeiias cantidades de liquido hidatidico a la circulacion
lo que hace que el hospedador desarrolle una respuesta anafilactica acompaiiada de
urticaria, prurito, y pudiendo aparecer ocasionalmente abscesos bronquiales, biliares
o procesos de embolismo arterial como consecuencia de la diseminacion de restos

quisticos a localizaciones periféricas.

Cuando la localizacion del quiste es hepatica, afecta fundamentalmente al
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l6bulo derecho, y cursa con sintomas inespecificos tales como dolor abdominal y
procesos febriles. En ocasiones cuando el quiste se encuentra en la zona convexa del
higado, se puede producir una dilatacion toracica y una elevacion diafragmatica, e

incluso se puede producir una ruptura en los bronquios con las consiguientes

molestias respiratorias.

La segunda localizacion en frecuencia es la pulmonar afectando al 16bulo
inferior del pulmoén derecho. La evolucion consiste en una fisuracion y ruptura en
los bronquios produciéndose hemoptisis, tos, expectoracion cronica (Jerray y col.
1992) y pudiéndose expulsar, en determinadas ocasiones el contenido del quiste
mediante expectoracion, denominandose "tos vomica". En este caso, s1 no se llega

a producir la muerte por asfixia, el paciente puede recuperarse totalmente.

En ocasiones (0,2 al 2,4 % de los casos), se puede encontrar una localizacion
encefalica del quiste. Schantz en 1972, describid un caso de hidatidosis cerebral en
un jovén, con una elevacion de la presion intracraneana acompafiada de
convulsiones, vomitos, pérdida de la orientacion espacial y temporal, y en ocasiones

pérdida de la sensibilidad a nivel cortical con pérdida de vision, y manifestaciones

que hacen recordar episodios de epilepsia.

Duran en 1978 describio 19 casos de hidatidosis Osea, afectando a la espina
dorsal, pelvis, fémur, y siendo la localizaciéon mas frecuente en huesos largos. Los
dafios causados, en ocasiones eran irreparables, dado que el diagnostico era debido
a una fractura patologica. En otras ocasiones, se han producido deformaciones Oseas

con el consiguiente perjuicio funcional del sistema Oseo.

Si el quiste llegara a calcificarse, se puede producir una involucion del mismo

y una curacion espontanea del paciente (Bernardini y valle, 1991).

Segun todo lo descrito anteriormente resulta evidente que la equinococosis
unilocular puede afectar a cualquier 6rgano o tejido, y puede llegar a confundirse

con multitud de enfermedades (Bahr, 1981).

1.2.4. Diagnostico.
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El diagnostico clinico de la hidatidosis se basa en:
- La sintomatologia y la historia epidemiologica del enfermo.

- Los examenes radiologicos: Ultrasonografia (US), Ecografia, Tomografia

Computerizada (CT), Rayos-X, Imagenes de Resonancia Magnética (MRI)...etc.
El valor diagnostico de estas pruebas fisicas ha sido minuciosamente estudiado por

varios autores (Haertel y col. 1980; Reeder y Palmer, 1981; Beggs, 1985; Lewall y

col. 1985: Von Sinner, 1990, 1991; Morris and Richards, 1992).

Muchas de estas pruebas radiologicas, aportan datos precisos sobre la
localizacion anatomica del quiste, pero obviamente en algunos casos no discriminan
entre hidatidosis y otras patologias quisticas o tumorales (Hugier M y col. 1987).
La estructura y composicion del quiste hidatidico presenta una imagen radiologica
con densidad de agua, lo cual puede dar lugar a diagnosticos erroneos salvo que la

localizacion del quiste permita una clara identificacion, o que se utilicen sistemas

de contraste con el subsiguiente riesgo que implican para el paciente.

- El diagndstico inmunologico.

El diagndstico inmunoldgico de la hidatidosis puede realizarse mediante
deteccion de anticuerpos de clase IgE, de clase IgG o IgM, deteccion de antigenos

parasitarios circulantes (Liu D y col. 1993), y mediante la deteccion de

inmunocomplejos circulantes (D'Amelio R y col. 1989, Craig PS 1986, Rosario

Bonifacino y col. 1993).

Deteccion de anticuerpos de clase IgE: La elevacion de las tasas séricas de

IgE es caracteristica de parasitosis provocadas por Ascaris lumbricoides, Toxocara

canis, Capillaria phillippensis, Schistosoma spp, y Echinococcus granulosus. La

elevacion de los niveles séricos de IgE se correlaciona con la aparicion de IgE
especificas. No existe correlacion entre los titulos de Igk anti-Echinococcus y los
titulos de otras inmunoglobulinas. La respuesta IgE se desencadena frente a varios

componentes antigénicos de E. granulosus, siendo el antigeno-5 el que mas estimula

la respuesta IgE.
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Existen varias pruebas basadas en la deteccion de IgE: Intradermorreaccion
de Casoni (Conder y col., 1980); Cuantificacion de la tasa de IgE total (Larrand y
col., 1984); Deteccion de IgE sérica especifica (Abril M.J., 1988) y Degranulacion

de basofilos humanos (Leynadier y col., 1980).

Deteccion de anticuerpos de clases IgG o IgM:

Las pruebas basadas en su deteccion son: Fijacion de complemento (Kagan y col.
1966); Inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Matossian vy col. 1979);
Inmunoelectroforesis (Calderon y col. 1977, Valera-Diaz y col. 1975); Doble
difusiéon; Aglutinacion de particulas de latex (Tass1t y col. 1981, Barbieri1 y col.
1993); Hemaglutinacion indirecta (Matossian y col. 1979); Radioinmunoanalisis
(RIA) (Falagiani y col. 1979) e Enzimoinmunoanalisis (ELISA) (Barbier1 y col.
1993, Rogan y col. 1991).

En esta ultima prueba el antigeno, (liquido hidatidico crudo o extracto
purificado) se une a una fase solida. Se incuba con las muestras de suero y la
reaccion antigeno-anticuerpo se evidencia con una antiinmunoglobulina humana
marcada con una enzima y un substrato cromogénico. La ELISA se caracteriza por
su gran sensibilidad, que varia segin las series: 97% (Rogan y col. 1991), 83%
(Barbieri y col. 1993), 80% (Matossian y col. 1979). Generalmente, tanto la
especificidad como la sensibilidad dependen de la naturaleza del antigeno utilizado
para sensibilizar la placa (fase solida).

Si en lugar de utilizar plastico como fase solida se emplean membranas de
nitrocelulosa (Dot-ELISA), los resultados son semejantes a los obtenidos en micro-
placa, pero con ahorro de tiempo y reactivos (Rogan MT y col. 1991). Los sistemas
amplificadores tipo biotina-avidina mejoran ligeramente la sensibilidad pero
aumentan la tasa de falsos positivos (Zhanqing SH. 1933).

La Inmunotransferencia (Western Blot) combina el poder de resolucion de la
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) con la sensibilidad del

ELISA, para lograr una técnica de maxima resolucion cualitativa en el estudio de
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los antigenos de E. granulosus y de la respuesta serologica (Kanwar J.R. y col,

1992: Verastegui M. y col., 1992; Leggatt G.R. y col. 1992, 1994, Siracusano A.
y col., 1991).

Actualmente el diagnostico serologico se considera una prueba confirmatoria
de la etiologia del proceso, imprescindible para un diagnostico definitivo previo a

una intervencion quirurgica.

1.2.5. Tratamiento y Profilaxis.

El tratamiento quirurgico es el inico que permite eliminar el quiste hidatidico.
El mayor éxito de este tratamiento se consigue con quistes uniloculares de
localizacién accesible (Mentha y col. 1991). En general, todas las técnicas
quirargicas incluyen un tratamiento interno del quiste previo a su extirpacion, de
forma que se destruyan o esterilicen las estructuras internas (formol 2-10%, solucion
hipertonica de CINa 33%, agua oxigeneda-nitrato de plata, Cetrimide 0.1% en
solucion salina). Morris y Richards, 1992, realizaron varios estudios, tras los cuales
no recomiendan en algunos casos el tratamiento preoperatorio, porque provocan
sintomas de colangitis esclerosante, entre otros.

En los casos en los que resulta inpracticable el tratamiento quirurgico, bien
por inaccesibilidad del quiste, o por la existencia de riesgo de rotura, que podria
conducir a una equinococosis secundaria o una fuerte reaccion anafilactica, se
aplicaria uno de estos tratamientos alternativos:

- Tratamiento biolégico: con una inmunoterapia inespecifica mediante el
empleo de sueros inespecificos, o mediante estimulacion de la inmunidad celular con
BCG (Bacilo de Calmet y Guerin).

- Quimioterapia: Hace algunos afos, se podia encontrar en numerosas
publicaciones, como el mebendazol se consideraba como uno de los farmacos mas
eficaces contra el metacestode de Echinococcus en animales. Pero en humanos

infectados con £. granulosus resulto poco eficaz (Danisy col. 1977). Posteriormente,
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fué utilizado el flubendazol, pero tanto uno como otro debido a las elevadas dosis
a las que demostraban eficacia y a los efectos colaterales, tales como reacciones
alérgicas, alopecia y neutropenia (reversible), fueron poco a poco abandonados como
farmacos de eleccidon (Schantz, 1.982). De acuerdo con lo publicado por Saimont en
1.983 y por Morris en el mismo afio, el albendazol presenta mejores niveles de
absorcién y mas estabilidad en plasma que el mebendazol (Eckert, 1936, Loscher
y col. 1992), siendo necesarias menores dosis que de los dos farmacos antes
sefialados. Estos dos farmacos han sido evaluados en estos ultimos afios por varios
autores, especialmente por Eckert y Loscher, vy recientemente son los mas

recomendados por la OMS (WHO, 1992).

Respecto a la profilaxis, dado que las infestaciones humanas son el resultado
del contacto con perros parasitados con el cestode adulto, debe impedirse la
parasitacién de los hospedadores definitivos. Para ello habria que evitar que los
perros se alimentaran con desperdicios crudos de ganado ovino, bovino y suino, en
areas endémicas. Las medidas profilacticas recomendadas serian:

- Quimioterapia de los animales (perros) con praziquantel y bromohidrato de

arecolina.

- Destruccion de los desperdicios de los mataderos mediante incineracion o

tratamiento con cal viva.

- Adecuadas campaifias sanitarias de educacion y divulgacion del problema.
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2. ANTECEDENTES.

2.1. Generalidades.

La penetracion y el establecimiento de un parasito son dependientes de
numerosos factores, que difieren segin la localizacion en el hospedador. Al penetrar,
el parasito es reconocido como un agente extrafio y activa una serie de mecanismos
inmunoldgicos que varian considerablemente. Sin embargo, las infecciones
parasitarias comparten algunos caracteristicas comunes.

Entre los parasitos que muestran ciclos vitales complejos, algunos antigenos
pueden ser especificos de una determinada fase del desarrollo. En las infecciones
parasitarias cronicas, las consecuencias de la infeccion incluyen presencia de
antigenos circulantes, estimulacion antigénica persistente y formaciéon de complejos
inmunes. De modo general, los titulos de algunas inmunoglobulinas estan elevados
en algunas infecciones, la IgM en la tripanosomiosis africana y el paludismo, la IgG
en el paludismo y la leishmaniosis visceral, y la IgE en las infecciones por
helmintos.

Durante el proceso de invasion de un parasito, se produce una activacion del
sistema inmunitario adaptativo, en el que se ven involucradas las c€lulas T,
anticuerpos etc., y varias clases de células efectoras, tales como macrofagos,

neutrofilos, eosinofilos e incluso plaquetas, que ayudan al hospedador a defenderse

del parasito. Muchas actividades antiparasitarias de las células efectoras se favorecen
por la interaccion de citokinas, liberadas por otros tipos de células en respuesta a la
infeccion. Las citokinas se secretan mayoritariamente por linfocitos T y por
macrofagos, pero otras pueden proceder de linfocitos B, de fibroblastos y de las

células endoteliales de los vasos sanguineos.

Los pacientes y animales de laboratorio infectados con Echinococcus sp
expresan anticuerpos especificos, y originan reacciones linfocitarias ya que el

parasito posee antigenos que son reconocidos por el hospedador, todo lo cual juega
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un papel importante en el diagndstico clinico de las infecciones por Echinococcus.
En este sentido se han aislado y comparado muchos antigenos, ya que parte de la

inmunoreactividad y deteccion de anticuerpos especificos depende de la fuente

antigénica empleada.
2.2. Inmunologia de la Hidatidosis.

Cualquier hospedador intermediario incluido el hombre, cuando esta
parasitado con la larva o hidatide de Echinococcus granulosus, se encuentra
expuesto a una gran variedad de determinantes antigénicos derivados del parasito,
o bien a moléculas propias del hospedador modificadas por el verme. Estos
determinantes antigénicos producen fenomenos de inmunoestimulacion, que pueden

ser de gran importancia para el diagnostico inmunolégico.

Al igual que en la mayor parte de las enfermedades parasitarias, la relacion
parasito-hospedador y especialmente los mecanismos de supervivencia y evasion de
la respuesta inmune, no son del todo conocidos. Parece demostrada, la existencia de
diferentes cepas del parasito, capaces de desarrollarse en distintos hospedadores
intermediarios (Thompson, y col. 1977). Por otra parte, Kroeze y Tanner (1977)
estudiaron, la diferente susceptibilidad que muestran los hospedadores, en funcion
de la relacion inmunologica al parasito, llegando a la conclusion de que existe un
control genético por parte del mismo, del que depende la susceptibilidad/resistencia.

[.a hidatidosis humana es una enfermedad que se caracteriza por su curso
cronico, desencadenando una intensa respuesta inmunitaria humoral con titulos
elevados de anticuerpos especificos. También desencadena una respuesta inmunitaria
celular con aparicion de fenomenos de hipersensibilidad retardada. A estas dos

situaciones hay que afadir la liberacion ocasional de antigenos por parte del

parasito.

2.2.1. Respuesta celular.
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La respuesta celular del hospedador a la echinococosis, fue revisada por
Siracusano y col. (1988). Ali-Khan y cols. (1983), describieron la patologia de un
6rgano experimentalmente infectado, pudiendo diferenciar si la invasion se habia
realizado por oncosferas, o como consecuencia de una hidatidosis secundaria.
Alrededor de las oncosferas, aparece una necrosis celular, junto con un infiltrado de
neutrofilos y macrofagos en un area mas lejana, antes de desarrollarse la capa
laminada. En la echinococosis secundaria, los pequefios quistes siempre que se€
trasplanten con la capa adventicia, aparecen rodeados de macréfagos, eosinofilos y
neutrofilos. Baron y Tanner (1977) encontraron, que los macrofagos activados se
adhieren al parasito, mientras que los no activados degeneran y mueren. Heath
(1970) indicé que los quistes de E. granulosus desarrollados en ovejas, después de
un mes de haber sido infectadas con huevos, aparecen rodeados por una zona
necrdtica entre la capa laminada y la reaccion inflamatoria del huésped, sugiriendo
que una serie de factores toxicos deben ser liberados por el pequefio quiste.

Las sustancias mitogénicas son de origen parasitario, pues los protoescolices
obtenidos de infecciones experimentales en ratones Balb/c son mitogenos para los
linfocitos singénicos. La estimulacion linfocitaria afecta a las poblaciones celulares
By T y parece ser macrofago-dependientes, restringida por los antigenos HLA de
clase II en el caso de los linfocitos T, e independiente de células accesorias y
policlonal en el caso de los linfocitos B, con aparicion de anticuerpos que
reaccionan con antigenos no relacionados con E. granulosus (Cox y col., 1986).

Esta respuesta inmunitaria celular especifica no se correlaciona con el titulo
de anticuerpos circulantes, y no todas las fracciones antigénicas del liquido
hidatidico son igualmente efectivas para estimular los linfocitos in vitro. La maxima
eficacia se consigue utilizando aquellas fracciones antigénicas que posean los dos
componentes mayores de E£. granulosus: antigeno-5 y antigeno-B. Los extractos
enriquecidos en antigenos con reaccion cruzada con el grupo sanguineo Pl no

estimulan los linfocitos in vitro (Siracusano y col., 1988).
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2.2.2. Respuesta humoral inespecifica.

Debido a la estimulacion antigénica prolongada, a la activacion policlonal
inespecifica de los linfocitos B, y a la respuesta humoral especifica, pueden
detectarse niveles elevados de inmunocomplejos circulantes, factores reumatoides
frente a diferentes isotipos de inmunoglobulinas, anticuerpos anti-Fab y otros
autoanticuerpos (Cox y col., 1989; D'Amelio y col., 1989). Los pacientes infectados
por hidatides presentan generalmente titulos elevados de anticuerpos especificos
frente al parasito. En esta respuesta humoral predominan los anticuerpos de la clase

[gG, pero también se detectan IgM, IgA e IgE (Abril y col. 1988).

2.2.3. Respuesta humoral especifica.

La respuesta humoral especifica en los pacientes con quiste hidatidico es muy
variada, y depende de factores tan dispares como la complejidad antigénica de
E.granulosus, la localizacion de los quistes, (son menos inmunogénos los quistes de
localizacién pulmonar o cerebral), la edad y el estado de los quistes, (los quistes
fisurados y complicados son mas inmunogénos que los hialinos o calcificados)
(Zhanquing y col., 1988). Utilizando métodos de diagnostico por
inmunotransferencia, pueden detectarse anticuerpos frente a mas de 40 componentes
antigénicos de distintos pesos moleculares, siendo los antigenos mas
inmunoreactivos los denominados 5 y B (Larrand y col., 1984; Ferreira HB y

Arnaldo Zaha, 1990).

Los anticuerpos mas abundantes son IgG. La deteccion de anticuerpos de
clase IgM o IgA sugiere la existencia de quistes biologicamente activos, pero su
deteccion es muy poco constante aunque se utilicen métodos de elevada sensibilidad.
Asi se detectan anticuerpos de clase IgM, utilizando técnicas de micro-ELISA, solo
en el 21 a 24 % de los pacientes con quistes viables (Tasst y col., 1984). La

respuesta mediada por IgE puede detectarse por radioinmunoelectroforesis (Yarzabal
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y col., 1977), radioinmunoanalisis (RAST) (Falagiani y col., 1979), ELISA, o por
degranulaciéon de baséfilos (Leynadier y col., 1980). Aunque estos anticuerpos IgE
se producen frente a los dos complejos antigénicos mayores, el antigeno-5 es el mas

inmundégeno, y su deteccion aporta un diagnostico de hidatidosis de elevada

especificidad (Dessaint y col., 1975; Cesbron y col., 1986).

2.2.4. Inmunocomplejos circulantes y reacciones de autoinmunidad.

La presencia de inmunocomplejos circulantes es un hallazgo frecuente en los
pacientes con hidatidosis (Pini y col., 1983; Richard-lenoble y col., 1978), pero no
guarda relacion con la deteccion de anticuerpos especificos frente a E. granulosus
(Craig v Nelson, 1984), siendo mas frecuente su deteccion cuando existe rotura o
fisuracion del quiste. Cualquier clase de inmunoglobulina puede formar parte del
inmunocomplejo pero predomina la IgG. La presencia de IgM o de IgA en ellos
sugiere infeccion activa (D'Amelio y col., 1989; Craig PS, 1986).

La apariciéon de factores reumatoides frente a diferentes isotipos de
inmunoglobulinas y de anticuerpos anti-Fab, no es infrecuente y se han encontrado
en otras situaciones en las que existe una respuesta humoral intensa (Nemazee y

col., 1983), tras inmunizaciéon y tras la inoculacion de 1nmunocomplejos

2

preformados (Nemazee DA, 1985).

Ademas de las antiitnmunoglobulinas se han detectado otros tipos de
autoanticuerpos, que probablemente son consecuencia de la activacion policlonal de
los linfocitos B. Entre ellos podemos citar el anticoagulante lupico, y los anticuerpos
anti-HL A de clase I y de clase II (Agmelio y col., 1987).

Sin embargo, a pesar de la frecuencia con que se detectan autoanticuerpos €
inmunocomplejos en los pacientes con hidatidosis, es infrecuente observar signos
clinicos tipo enfermedad del suero, aunque se ha descrito una glomerulonefritis

membranosa con deteccion de antigenos de E. granulosus en el glomérulo (Vialtel

y col., 1981).
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2.3. Constitucion antigénica de E. granulosus.

Inicialmente se produce la invasion de las oncosferas, posteriormente se
produce el desarrollo, llegando a formarse un quiste inmaduro, que finalmente da
un quiste férti! en el estado de metacestode. En cada uno de estos estadios el
hospedador se encuentra expuesto a diferentes determinantes antigénicos, frente a
los cuales se produciran reacciones caracteristicas. El estudio de los antigenos de
E.granulosus se ha llevado a cabo predominantemente mediante ensayos basados en
la produccion de anticuerpos especificos. Estos estudios analizan la respuesta de
anticuerpos en hospedadores infectados, asi como en animales hiperinmunizados.
Muchos autores demostraron que los antigenos mayoritarios, responsables de inducir
la produccion de anticuerpos, en hospedadores naturalmente infectados, son
reconocidos por los anticuerpos de animales inmunizados. Por esta razon, el estudio
del suero de animales infectados con el parasito juega un importante papel en la
caracterizacion de los antigenos mas especificos de E. granulosus, permitiendo una
estandarizacion de tests de serodiagnostico en la hidatidosis (Valera-Diaz y Coltorti,
1.976).

Se han utilizado liquido hidatidico, protoescdlices y membranas quisticas
procedentes de diferentes hospedadores, como fuente de antigeno para realizar
pruebas de diagnostico. Generalmente, el liquido hidatidico se considera la fuente
mas importante de antigenos parasitarios (Kagan y Norman, 1961; Harir1 y col.
1965; Craig y Rickard, 1981; Tasst y col. 1981).

LLa constitucion antigénica de E.granulosus es compleja. S1 se utilizan
métodos de inmunotransferencia, pueden detectarse mas
de 40 antigenos diferentes en el liquido hidatidico. Algunos de los antigenos
sintetizados por E.granulosus reaccionan de forma cruzada con antigenos del
organismo hospedador (Pezzela y col., 1984), como la seroalbumina (Bouchara y
col., 1985; Pezzela y col., 1984a), o los antigenos de grupos sanguineos (Russi y

col., 1974). Estos antigenos no solo se encuentran en el liquido hidatidico, sino

20




ANTECEDENTES

también en la lamina germinal, y pueden provocar fenomenos de escape
inmunolégico, autoanticuerpos y aparicion de reacciones falsas positivas en las

pruebas diagnosticas (Ben-Ismail y col., 1980).

2.3.1. Caractenizacion de los antigenos.

[La caracterizacion de los componentes antigénicos especificos del quiste
hidatidico ha sido realizada en gran parte, mediante la aplicacion de técnicas tales
como difusion en gel o inmunoelectroforesis (IEP), y utilizando sueros de
hospedadores infectados o de animales inmunizados. Recientemente, estos estudios
iniciales han sido complementados por técnicas de inmunotransferencia (Western
blotting) e inmunoprecipitacion en presencia de SDS-PAGE, anticuerpos
monoclonales y por técnicas de ADN recombinante. Aunque quedan mas aspectos
que aclarar, estos procedemientos permitieron la caracterizacion definitiva de los
antigenos identificados inicialmente por difusion en gel y IEP.

No mas del 3 % de los componentes del liquide hidatidico son antigenos
procedentes del parasito (D'Amelio y col., 1985), el resto del contenido proteico esta
formado por macromoléculas procedentes del organismo hospedador que llegan a
él por difusion. Estas proteinas incluyen albumina, alfa, beta y gammaglobulinas.
En el liquido hidatidico de procedencia ovina, la concentracion de inmunoglobulinas
ascila entre 1,3 y 13 mg/l, y la seroalbumina entre 3 y 34mg/l (Coltort1 y Varela-
Diaz, 1972). Estos mismos autores en 1974 determinan que la membrana cuticular
es permeable a las macromoléculas, mientras que la lamina germinal es responsable
de la permeabilidad selectiva a diferentes proteinas procedentes del organismo
hospedador.

Los componentes parasitarios del liquido hidatidico proceden probablemente
de la lamina germinal y no de los protoescolices, ya que su composicion antigénica
difiere de la de éstos (Dottorin1 y Tassi, 1978).

En este sentido, son necesarias investigaciones para conocer los mecanismos
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responsables de la entrada de los componentes del hospedador en el quiste
hidatidico, v de la presencia de antigenos circulantes parasitarios (Craig, 1986;

Judson y col. 1985) en los sueros de hospedadores intermediarios.

2.3.2. Los antigenos mayontanos.

Han sido descritos algunos antigenos especificos en el liquido hidatidico, y
en extractos de tejidos del parasito (Kagan y Norman, 1.961, Norman y col., 1.964,
Chordi y Kagan, 1.965, Valera-Diaz y col., 1.974). En 1.961, Kagan y Norman
identificaron cuatro componentes antigénicos en el quiste hidatidico y tejidos de £.
granulosus y E. multilocularis. En 1963, estos mismos autores encontraron una
banda mas frecuente, a la que designaron como Pl. Los componentes mas
inmunoreactivos fueron parcialmente purificados utilizando dietil-aminoetil (DEAE)
celulosa. Por otra parte, Chordi y Kagan en 1965 analizaron la respuesta de
anticuerpos en sueros de pacientes frente al liquido hidatidico ovino, observando
mediante inmunoelectroforesis como las bandas 4 y 5, (la nomenclatura dada en un
primer momento no se correspodia con las observaciones posteriores), producian
reaccion con todos los sueros ensayados. Estas bandas fueron atribuidas
definitivamente por Capron y col. en 1.970 como pertenecientes al parasito,
mediante el estudio inmunoelectroforético con sueros de animales inmunizados con
liquido hidatidico. Estos autores identificaron una linea de precipitacion, a la que
designaron fraccion 5 o arco 5, muy especifica. Estas bandas fueron designadas
como antigenos A y B. La banda 4, antigeno A o P1 descubierta por Cameron y
Staveley en 1957, fue denominada asi por la semejante actividad antigénica que
presentaba con el antigeno presente en la superficie de globulos rojos de
determinantos individuos. Posteriormente, se determind que este mismo antigeno
estaba presente en las membranas de quistes hidatidicos, e inducia la produccion de
anticuerpos anti-P1 en pacientes infectados con el parasito y con el determinante

sanguineo P2.
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Estos dos complejos antigénicos han recibido diferentes denominaciones y
serian: - El antigeno de mayor tamafio denominado antigeno-A (Oriol y col. 1971),
antigeno-5 (Capron y col. 1967, 1970) y antigeno-4 (Piantelli y col. 1977, Pozzuoli
y col. 1975). - Y el antigeno de menor tamafio denominado antigeno-B (Oriol y col.
1971) o antigeno-5 (Piantelli y col. 1977, Pozzuoli y col. 1975).

Siguiendo la terminologia mas aceptada denominaremos antigeno-5 al de

mayor tamafio, y antigeno-B al de menor tamano.

El antigeno-5 es una lipoproteina que fija concanavalina-A, posee un peso
molecular elevado de unos 400 kD vy es susceptible de yodacion. Esta formado por
subunidades de unos 60 a 70 kD que se encuentran unidas de forma no covalente.
Cada una de estas subunidades puede ser reducida con 2-mercaptoetanol, dando

lugar a dos mondémeros de 40 a 50 kD y de 20 kD (D'Amelio y col., 1985;
Shepherd y McManus, 1987).

Este antigeno-5 da lugar al arco-5 en las pruebas de inmunoelectroforesis,

tiene actividad de alfa y beta-carboxilesterasa y es termolabil (Oriol y col., 1971;

Bout y col., 1974).

Los estudios realizados con anticuerpos monoclonales frente a epitopos del
antigeno-5, y con métodos de inmunotransferencia en presencia de SDS no permiten
obtener una banda correspondiente a cada una de las subunidades, sino dos bandas
de 56 y 66 kD. Tras la reduccion con 2-mercaptoetanol, estas dos bandas
desaparecen y el anticuerpo monoclonal no reconoce ningun otro péptido de peso
molecular inferior, si bien los sueros policlonales reconocen una banda de 39 kD (D1
Felice y col., 1986).

El antigeno-B es una lipoproteina que fija concanavalina-A, susceptible a la
yodacion y con un peso molecular de unos 150 kD. Esta formado por tres
subunidades de 12, 16 y 20 kD unidas de forma no covalente, no es afectado por
la reduccion con 2-mercaptoetanol y es termoestable.

Las caracteristicas generales se representan en la tabla 2.1, donde podemos
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observar ciertas diferencias entre los autores en la estimacion del tamano de las

subunidades del antigeno S, lo que refleja probablemente las diferentes condiciones

y metodologias en las que se llevo a cabo los inmunoensayos electroforéticos.

2.2.3. Especificidad de los antigenos.

El antigeno-5 fue descrito en 1967 por Capron y col. como exclusivo vy
especifico de E.granulosus, desde entonces la deteccidon de anticuerpos frente a este
antigeno por métodos de precipitacion ha sido considereda como diagnodstico de
certeza de infeccion por E. granulosus. La importancia diagnostica del antigeno-5
ha sido confirmada posteriormente, aunque se han detectado anticuerpos frente a é€l
por inmunoelectroforesis, en pacientes afectados de otras parasitosis por cestodes
como E. multiloculares, E. vogeli y Cisticercus cellulosae (Schantz y col., 1980;
Yarzabal y col., 1977), y por inmunotransferencia tanto en pacientes afectados de
otras parasitosis como incluso en sueros procedentes de donantes sanos. Estas
reacciones son causadas por anticuerpos dirigidos frente al hapteno fosforilcolina,
ya que el antigeno-5 es una lipoproteina con el epitopo de la fosforilcolina. Por esta
razén las reacciones cruzadas pueden inhibirse afiadiendo a la reaccion fosforilcolina
soluble para que compita con los anticuerpos reactivos frente a ella (Shepherd y
McManus, 1987).

El antigeno-B es menos inmunoreactivo que el antigeno-5 pero es mucho mas
specifico de E.granulosus, habiéndose detectado unicamente reacciones cruzadas en

sueros de algunos pacientes infectados por E. multilocularis o E. vogeli (Maddison

y col., 1989).
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Tabla 2.1: Caracteristicas de los 2 antigenos mayoritarios del metacestode de E. granulosus.

Subunidades (kDa)

Antigenos Composicion Peso Molecular No-reducidas Reducidas Estabilidad
principal (kDa) antigénica a 100°C
Antigeno 5 Lipoproteina’ 400° 67% 20, 47° Labil!%!44?
Glicoproteina’ 100-300° 60"’ 39"
69° 20, 38’
56, 65/66'"° 24, 38’
64" 22, 37"
52, 62"
o Antigeno B Lipoproteina’ 160’ 10,5-20° 10,5-20° Estable"'*’
120° 8. 16, 24" 8. 16, 24’
150° 12, 16, 20" 12,16,20"

l(Oriol y col., 1971); 2(March y col., 1991); 3(Po:e:zuoli y col., 1972);

*(Dottorini y Tassi, 1977); ’(Oriol y Oriol, 1975); °(Piantelli y col., 1977);
"(Lightowlers y col., 1989b); *(Bout y col., 1974); ’(Shepherd y McManus, 1987),
'%(Di Felice y col., 1986); ''(Chamekh y col., 1990); '*(Maddison y col., 1989);
3(D'Amelio y col., 1985); “(Lauriola y col., 1978).
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Desde la introduccién de la inmunotransferencia, los estudios para el
serodiagnostico de la hidatidosis humana se enfocaron a valorar las subunidades del
antigeno B. Inicialmente, Shepherd y McManus (1987) encontraron que la
subunidad de 12 kDa es altamente especifica de E. granulosus. Mientras,
Lightowlers y col. (1989b) y Leggatt y col. (1992) confirman las reacciones
cruzadas que esta subunidad muestra con sueros de pacientes con echinococcosis
alveolar y cisticercosis.

Otros autores examinaron el valor diagndstico de bandas de bajo peso
molecular (Siracusano y col. 1991), Maddison y col. (1989) identificaron un
antigeno de 8 kDa que se detecta solamente con sueros de pacientes con
echinococcosis. Sin embargo, mediante inmunoblot utilizando la fraccion purificada
por Oriol y col. (1971), Siracusano y col. (1991) determinaron que la molecula de
39 kDa del antigeno S es mas reactiva y sensible (89%) que las subunidades del
antigeno B (55%).

Las caracteristicas de los antigenos descritas por Shepherd y McManus
(1987), Leggatt y col. (1992) y Maddison y col. (1989) aparecen consistentes y
coincidentes con las subunidades del antigeno B. Es muy interesante constatar que
los diferentes laboratorios involucrados realizen estudios comparativos de estos
antigenos, determinando con claridad su similitud.

March y col. (1991) demostraron, mediante el estudio de los carbohidratos
asociados a los antigenos 5 y B, como el antigeno 5 fija concanavalina-A mientras
el antigeno B no muestra tener carbohidratos y por tanto no fija concanavalina-A.
Esta observaciéon se contradice con los trabajos de Pozzuoli y col. (1975).
Posiblemente la subunidad de alto peso molecular del antigeno B esta asociada a los

carbohidratos de forma no covalente, por lo cual se disasocia en presencia de SDS

(Lauril sulfato sodico).

Es considerable la proporcion de pacientes con hidatidosis en los que han

podido detectar antigenos e inmunocomplejos circulantes (Craig y Nelson, 1984;
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Gottstein, 1984; D'Amelio y col., 1989).

Han sido utilizados métodos de inmunotransferencia para identificar y
detectar los antigenos parasitarios formando parte del inmunocomplejo (CIC).
Kanwar y Vinayak (1992), han identificado un antigeno que incluye un componente
de 8 kDa, posiblemente relacionado con la pequefia subunidad del antigeno B.
Bonifacino y col. (1993), realizaron un estudio detallado en el que pudieron
caracterizar parcialmente dos bandas antigénicas de 50 y 62 kDa, despues de
someter el CIC a cromatografia (FPLC), y proceder a la deteccion por inmunoblot.
Sin embargo D'Amelio y col. (1989), no han podido detectar ningun antigeno en el
CIC, utilizando 5 diferentes métodos analiticos muy sensibles.

Por otra parte, empleando anticuerpos monoclonales frente a los antigenos 5
y B, Liu y col. (1993) identificaron una pequefia proporcion de pacientes con uno
o ambos antigenos circulantes. También observaron que la proporcion de muestras
positivas en los ensayos con anticuerpos monoclonales era considerablemente menor
que la detectada por otros autores con anticuerpos policlonales, en los ensayos de
captura de los antigenos circulantes.

La existencia de diferencias entre el espectro de los antigenos circulantes y

el de los del quiste hidatidico, sugiere la existencia de mecanismos responsables de

su aparicion en la circulacion distintos de una simple fisuracion del quiste.

2.3.4. Otros antigenos.

Muchas otras técnicas han sido utilizadas para obtener fracciones antigénicas
semipurificadas para el inmunodiagnostico.
Hamel y Ris (1982) describieron un antigeno denominado "antigeno catodico”,
aparentemente util para el diagnostico de la hidatidosis en ovejas.

Han sido empleadas técnicas de purificacion mediante cromatografia de
afinidad, de los antigenos utilizando anticuerpos policlonales o monoclonales, para

procesar los diferentes antigenos (Craig y col. 1980, 1981; Gottstein y col. 1983;
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Rickard y col. 1984; Di Felice y Siracusano, 1987; Liu y col, 1992a.,b,c).

Recientemente, el analisis por inmunotransferencia de los antigenos del quiste
hidatidico ha permitido identificar una serie de moléculas antigénicas. Algunas de
estas moléculas fueron caracterizadas en términos de la sensibilidad y especificidad
que mostraban para la deteccion de anticuerpos anti-£. granulosus en los sueros de
pacientes. Kanwar y col. (1992), y Al Yaman y Knobloch (1989) describen
componentes antigénicos con potencial serodiagnoéstico, y que presentan similitud
con el antigeno B. Otros componentes han sido caracterizados, 48 kDa por Al
Yaman y Knobloch, (1989) y 116 kDa por Kanwar y Vinayak, (1993). Maher y col.
(1992) identificaron un complejo de 52-62 kDa, que puede ser la forma no reducida
del antigeno 5.

En condiciones no reductoras, Queralt y col. (1989) detectaron una banda de
85 kDa por inmunoblot, utilizando antigenos de liquido hidatidico humano

semipurificado, de igual intensidad al antigeno 5, y mostrando gran sensibilidad y

especificidad.

2.4. EL Diagnostico de la Hidatidosis.

2.4.1. Diagnostico Molecular.

En la década pasada se desarrollaron técnicas inmunoquimicas y de ADN que
fueron aplicadas al campo de la parasitologia. Estas técnicas han dado lugar a
herramientas de estudio que han mejorado la caracterizacion de antigenos de
Echinococcus y la mejora de los tests de diagnostico. EI ADN recombinante junto
con las técnicas de anticuerpos monoclonales empiezan a desvelar las caracteristicas
de los antigenos a nivel de epitopo o de aminoacidos. Sin embargo la
caracterizacion molecular de los antigenos de Echinococcus no ha hecho mas que

empezar, y las relaciones entre protéinas recombinantes y las homologias con sus

proteinas nativas no resultan faciles de resolver.
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LLas técnicas de biologia molecular han permitido la identificacion de
especies, e incluso estadios, mediante la secuenciacion de sus acidos nucleicos. La
aplicaciéon de esta tecnologia esta limitada por su complejidad técnica, y se centra
principalmente en la caracterizacion de aislados o cepas de Echinococcus, dando
informacion de tipo epidemiolégico en vez de clinico. Se han desarrollado varias
sondas de ADN utilizadas por varios grupos para caracterizar, identificar o agrupar
diferentes cepas de E. granulosus (Rishi y McManus, 1987; Yap y col., 1988;
Lymbery y Thompson, 1989).

Aparte de la limitada disponibilidad de estas sondas, el mayor problema
reside en la limitada sensibilidad de la hibridacion y la técnica de marcaje utilizada.
Estas limitaciones han sido superadas mediante la aplicacion de una nueva técnica,
la. PCR. Su sensibilidad puede incrementarse aun mas mediante técnicas
complementarias, como la reamplificacion con "primers" internos, o hibridacion

"Southern blot" con sondas marcadas.
2.4.2. El diagnostico inmunoldogico de la hidatidosis.

Casi todos los ensayos serologicos disponibles han sido utilizados para
diagnosticar la hidatidosis. Hay considerables diferencias entre los ensayos, tanto en
su capacidad para detectar los anticuerpos especificos en el suero de pacientes
(sensibilidad), como en su poder para discriminar entre pacientes con
equinococcosis, y aquellos con otras parasitosis o patologias. Conforme se
incrementa la sensibilidad del ensayo, la investigacion sobre mejores antigenos
crece, con el fin de alcanzar mayor sensibilidad y especificidad.

El objetivo principal del presente capitulo es examinar las técnicas modernas
y los nuevos hallazgos relacionados con las mismas.

Recientemente se ha prestado mucha atencion a los siguientes ensayos:
ELISA . inmunofluorescencia indirecta, ensayos de inmunoprecipitacion, tales como

[EP o electrosineresis; inmunotransferencia (Immunoblotting), y otros, que abarcan
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técnicas modernas para mejorar la sensibilidad y la especificidad.

Hay numerosos factores que deben tenerse en cuenta, a la hora de determinar
cual o cuales de los ensayos seran de mas utilidad en una determinada situacion.
Consideraciones practicas, tales como la disponibilidad del dispositivo para llevar
acabo los ensayos o para purificar los antigenos, las condiciones bajo las cuales se
pretende llevar acabo los ensayos, y la experiencia de los operadores, pueden ser las
consideraciones claves en el proceso de eleccion. La sensibilidad y especificidad del
diagnostico de la mayoria de los ensayos varian considerablemente en funcion de:
(i) la naturaleza, pureza y calidad del antigeno, (1) la naturaleza de las

inmunoglobulinas (is6topos, etc.) y (iii) la sensibilidad metodologica de la tecnologia

elegida (Gottstein, 1992).
2.4.2.1. Deteccion de anticuerpos para el diagnéstico clinico.

La respuesta inmunolégica en pacientes que sufren la hidatidosis ha sido
utilizada ampliamente para diagnosticar la enfermedad. La mayoria de los ensayos
seroldgicos, para el inmunodiagnéstico de la equinococcosis unilocular, utilizan
antigenos de E. granulosus para la deteccion de anticuerpos en el suero. El liquido
hidatidico ha sido empleado como una fuente principal facilmente disponible de
antigenos, y se considera relativamente sensible (75%-94%) en el ensayo IHA vy
ELISA (Gottstein, 1992b). Una de las caracteristicas mas especificas, para el
serodiagnostico de la hidatidosis, cuenta con la demostracion de que los anticuerpos
del suero precipitan el arco 5 (anticuerpos especificos del antigeno 5) por IEP, o por
otra técnica semejante (Capron y col., 1970). Los estudios experimentales indican
que los anticuerpos frente al antigeno 5 se encuentran entre los primeros que se
detectan después de la infeccion (Capron y col., 1970; Yong y Heath, 1979; Conder
y col., 1980). Sin embargo, los anticuerpos frente al antigeno 5 también fueron
detectados en sueros procedentes de pacientes con neurocisticercosisV drela-Diaz

y col., 1978; Moro y col, 1992), y con equinococco"s‘;fjis__alveolar (Schantz y
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Gottstein, 1986). A pesar de las investigaciones adicionales utilizando anticuerpos
monoclonales y técnicas de inmunotransferencia (D1 Delice y col., 1986; Chamekh
y col. 1990, 1992), es evidente la falta tanto de especificidad a nivel de la especie,
como de la sensibilidad del diagnostico debido a la ausencia de anticuerpos anti-
antigeno 5 en una cierta proporcion de pacientes.

Se han realizado muchos intentos para caracterizar e identificar los
componentes antigénicos de E. granulosus que presentan las caracteristicas optimas
en el diagndstico. La resolucion del liquido hidatidico por SDS-PAGE permiti6
identificar por inmunoblot, componentes relativamente especificos y que tenian
diferentes tamafos moleculares (Maddison y col., 1989; Kanwar y col., 1992;
Verastegui y col., 1992) tal como ya hemos discutido anteriormente. Otros
procedimientos para mejorar las caracteristicas de los ensayos serologicos de E.
granulosus, fueron la fraccionacion de los antigenos utilizando técnicas
cromatograficas. Estas proporcionan entre otros un antigeno de 20 kDa parcialmente
purificado, semejante al antigeno B. Se ha postulado que este antigeno fuera
especifico a nivel de la especie E. granulosus (Al Yaman y Knobloch, 1989). No
obstante, su utilidad inmunodiagnostica queda por demostrar en evaluaciones futuras.
Una mejora de la sensibilidad (93%) se consigui6 combinando el antigeno 5 con el
antigeno B mediante ELISA y utilizando anticuerpos monoclonales (Liu y col.,
1992a,b,c).

La demostracion de IgE especifica ha llamado especialmente la atencion,
debido a su relevancia conocida en helmintiasis (Matossian y col., 1972; Pinon y
col., 1987; Wattal y col., 1988), pero no aporté ninguna ventaja significativa en el
inmunodiagnostico. La determinacion de IgE especifica puede tener un valor
potencial para estimar los riesgos relativos a las reacciones anafilacticas por ruptura
del quiste (Blasco Navalpotro y col., 1993). La union de la IgE a los basofilos se
manifiesta provocando la liberacion in vitro de histaminas especificas al antigeno
(Leynadier y col., 1980; Sacdpraseuth y col., 1981; Acett y col., 1992).

Tanto las variaciones en la cepa del parasito como las diferencias en la
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relacién parasito-hospedador pueden influir en la respuesta serologica. Asi, por

ejemplo, estudios realizados en Kenia describen muchos casos de hidatidosis
hepatica, en los cuales los ensayos serologicos convencionales para la deteccion de

anticuerpos no han sido muy utiles (Chemtai y col, 1981).

Los principales problemas de sensibilidad y especificidad que presenta el

diagnostico debidos a las reacciones cruzadas parecen estar relacionados no con

infecciones heterélogas por otros helmintos sino, con la presencia de anticuerpos
anti-P1 (Ben Ismail y col., 1980b), autoanticuerpos, Cirrosis hepatica, (Iacona y col.,
1980) etc. En resumen, la estrategia actualmente recomendada para el
inmunodiagnostico de la hidatidosis es la utilizacion de un ensayo sensible, tal como
la ELISA, empleando antigenos del liquido hidatidico. En los resultados positivos
se debe tener en cuenta el origen geografico del paciente, y .los posibles problemas
de reacciones cruzadas. Consecuentemente, el diagnostico se debe confirmar
posteriormente con ensayos que demuestren respuesta de anticuerpos frente al

antigeno S5, u frente a otros componentes antigénicos especificos de los descritos

anteriormente.
2.4.2.2. Seroepidemiologia.

El diagnostico precoz de los pacientes asintomaticos es un requisito para un
tratamiento eficaz de la enfermedad. Se realizan por ello estudios
seroepidemiologicos en muchas zonas. Los ensayos mas ampliamente utilizados se
basan en la deteccion del arco 5, debido a su especificidad relativamente buena en
las areas no endémicas para E. multilocularis (Schantz y Gottstein, 1986). No
obstante, muchos estudios han demostrado claramente los limites del uso unico de
la serologia en los estudios epidemiologicos; ésto es el caso sobre todo de las areas
donde la seropositividad es baja, tal como en la comarca de Turkana en Kenia
(Craig y col., 1986). Consecuentemente, estudios recientes han empleado una

estrategia en el diagnostico basada en el examen por ultrasonidos de la hidatidosis
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abdominal, combinada con el inmunodiagnostico (Macpherson y col., 1987, Coltorti

y col., 1988), resultando ser una combinacion fiable, especialmente util para la

deteccion de los quistes hepaticos.
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3. MATERIAL Y METODOS.
3.1. Matenial biologico utilizado.

3.1.1. Matenal parasitano.

Liquido hidatidico de dos procedencias ha sido empleado como fuente
antigénica.
- Liquido hidatidico (LH) y protoescoleces de origen humano, suministrados por el
hospital Ibn Sina Rabat, Marruecos. El liquido ha sido centrifugado a 2000g durante
30 min a 4°C, dializado, liofilizado y almacenado a -80°C. Los protoescoleces han
sido homogeneizados y sonicados. El sobrenadante obtenido tras la centrifigacion
(10.000g, 30 min), ha sido dializado frente a tampon Fosfato salino pH 7.4
conteniéndo 0.02% de azida sodica. Luego se almacena a -20°C.
- Liquido hidatidico de origen ovino suministrado a nuestro laboratorio por los
laboratorios GIRESA de Madrid, procedente de mataderos locales. Previamente a
la utilizacion. el LH se centrifuga a 4000g durante 30 min, afadiéndosele al
sobrenadante azida sédica a lg/l vy 5mM de EDTA (Acido Tetraacético
Etilendiamina), para prevenir la actividad de proteasas. Repartiéndose en alicuotas
de 100 ml de volumen, manteniéndose a -20°C.

Extractos y liquido vesicular de cisticerco, fueron obtenidos a traves el

Instituto de Biomedecina, Universidad Autonoma de Mexico.

3.1.2. Sueros.

Los sueros humanos empleados han sido un total de 38 distribuidos:
- 20 sueros de pacientes con hidatidosis confirmada quirurgicamente, con presencia
de titulos variados de anticuerpos. 11 de ellos proceden del hospital Virgen de las
Nieves de Granada y los otros 9 del hospital Ibn Sina de Rabat (Marruecos).
- 4 sueros de pacientes con cisticercosis, 4 de pacientes con toxoplasmosis y 4 con

leishmaniosis, todos ellos proceden del hospital Virgen de las Nieves de Granada.
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- 6 sueros de donantes sanos.

3.2. Precipitacion de proteinas.

Siguiendo el método propuesto por Schleif (1981), alicuotas de 100 ml de
liquido hidatidico fueron tratadas con sulfato amonico (SO,(NH,),) (MERCK) al
70% de concentracion (P/V) agitandose durante 15 minutos y almacenandose a 4°C
durante un tiempo minimo de 12 horas. Tras esto, se centrifugé a 16.000 rpm y a

4°C., en una centrifuga BECKMAN (J2-21M). El sobrenadante fue retirado

cuidadosamente, y el precipitado se sometio a dialisis.

3.3. Eliminacion de las sales por dialisis.

Se utilizaron membranas de dialisis suministrada por Medicell International

LTD. con tamafio de poro entre 5 y 8 kDa. La activacion de las membranas se

realizaba siguiendo el método descrito por Schleif y Wensink (1981).

El método consiste en varios lavados de las mismas con solucion EDTA
0,2M en agua bidestilada a ebullicion. Luego se lavan y se almacenan a 4°C en una

solucién al 0,1% de EDTA 0,2M, hasta su uso.

La solucién que contiene las proteinas se introduce en las membranas, mediante una
pipeta Pasteur y se dializan frente a un volumen de 2 litros de agua destilada, con

cambios de agua cada tres horas, durante unas 72 horas. Al cabo de este tiempo,
concentrandose posteriormente mediante liofilizacion, congelandose a - 80°C para

ser utilizado y estudiado en posteriores ensayos experimentales.

3.4. Determinacion de la concentracion de proteinas.

Para determinar la concentracion total de proteinas se ha utilizado el método

de Micro-Lowry (Lowry y col. 1951).
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La reaccion de Lowry para la determinacion de proteinas es una modificacion
del procedimiento de biuret. El primer paso implica la formacion de un complejo
de cobre proteina en una disolucion alcalina. La reaccion de biuret para la
determinacion de proteinas fue uno de los primeros métodos desarrollados para el
analisis colorimétrico de proteinas y todavia goza de un extenso uso hoy en dia. Se

emplea con mas frecuencia en aplicaciones que requieren rapidez, pero no elevada

exacititud.

3.4.1. Método de Micro-Lowry.

En los casos en que la cantidad de proteinas a determinar es muy pequeno

o existen problemas de interferencia de alguna sustancia en el medio se utiliza este

método segun Findlay, J.B.C. (1986).

Se basa en la medida del color resultante de la reaccion de Biuret de los enlaces

peptidicos con el cobre en medio alcalino y de la reduccion del reactivo de Folin.

3.4.1.1. Reactivos.

Disoluciéon A - Carbonato sodico al 2 % (p/v) en hidroxido sodico 0.1 M.
Disolucion B: Sulfato de cobre al 0.5 % (p/v), Tartrato sédico-potasico al %
(p/v).

Disolucion C: Se prepara mezclando las disoluciones A y B en proporcion

50:1 (v/v). Esta disolucion se puede utilizar durante un dia.

Disolucion D: Reactivo de Folin-Ciocalteu comercial diluido 1:1 (v/v).

Disolucion E: Lawril sulfato sodico al 10 % (p/v).

3.4.1.2. Procedimiento.

A una muestra de proteina se le afnade agua destilada hasta un volumen de

0.200 ml. A continuacion se le afiaden 1 ml de disolucion C, se agita y se deja

reposar 10 minutos a temperatura ambiente, seguidamente se afiade 0,1 ml de

disolucion D y E, se agita y dejandose reposar 30 minutos, tras los cuales se mide

36



MATERIAL Y METODOS

la absorbancia a una longitud de onda de 660 nm en un espectrofotometro Milton

Roy (Spectronic 3000).

[.a curva patron se obtiene realizando este procedimiento con una disolucion
de seroalbumina bovina (BSA) de 1 mg/ml, de la que se toman volumenes entre 2
y 32 ul.

Con los valores de la densidad optica de los patrones se construye una recta
de regresion por el método de los minimos cuadrados y su correspondiente
correlacion lineal, representando densidades opticas frente a la cantidad de proteinas.
extrapolando los valores de las cubetas problema a la recta patron, se obtiene la

concentracion de proteinas de la muestra.

Para estimar de forma tan rapida la concentracion proteica se utiliza la
seguiente relacion descrita por Leslie Hudson, Frank C.Hay, (1989):

Concentracion proteica (mg/ml)= 1,55 x A, - 0,77 x Ay
A, - Valor de la absorbancia a 280 nm
A,., : Valor de la absorbancia a 260 nm

3.5. Técnicas cromatograficas.

Las proteinas pueden interaccionar con un gran numero de fases solidas, por
lo general, de forma selectiva. Por ello el uso de técnicas cromatograficas, permite

discriminar entre diferentes tipos de proteinas y tiene una gran aplicacion en la
purificacion de las mismas, especialmente aquellas que se llevan a cabo sobre una

columna. En general, el uso de las técnicas cromatograficas en una etapa de la

purificaciéon supone un gran incremento en la pureza de la proteina.

Nosotros hemos aplicado diferentes técnicas cromatograficas para purificar
proteinas y caracterizarlas. A continuacion pasamos a resefiar brevemente los tipos

de cromatografias utilizadas y la preparacion del material cromatografico, asit como

algunas caracteristicas técnicas de interes.
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3.5.1. Cromatografia liquida convencional.

En este apartado se describiran aquellos materiales cromatograficos en los que
el desarrollo de la cromatografia se puede llevar a cabo pasando el liquido a traves
de la columna por la accién de la gravedad. Por motivos de control de la elucion y
comodidad se han utilizado de forma general bombas peristalticas para llevar a cabo
las eluciones. También se han utilizado colectores de fracciones y detectores de flujo

continuo para medir la absorbancia a 280 nm y de esta forma obtener el perfil de

la elucion.

3.5.1.1. Cromatografia de afinidad.

I.a base de las técnicas de cromatografia de afinidad es fijar covalentemente
las moleculas a reconocer a una matriz solida inmovil. Una mezcla que contenga la
macromolécula deseada se deja que filtre a través de esta matriz. La gran mayoria
de las moléculas no tienen afinidad por la molécula unida o ligando y fluyen a
través de la matriz sin retenerse. La macromolécula deseada no obstante reconoce
la molécula unida, uniendose a ella. Después de que todos los componentes no
deseados se han eluido de la columna, las condiciones de la disolucion de lavado
se modifican para originar la disociacion de la macromolécula del ligando unido. La
macromolécula deseada en consecuencia aparece en el eluyente purificada.

Debe hacerse un planteamiento cuidadoso antes de llevar a cabo
procedimientos especificos de laboratorio. Las principales consideraciones incluyen:

- El tipo de matriz utilizada.

- La naturaleza del ligando y medios de union covalente a la matriz.

- Las condiciones utilizadas para absorber y eluir la macromolécula deseada
de la columna.

Aunque algunas pautas generales son utiles, debe recalcarse que las

condiciones necesarias para purificar una determinada macromolécula deben hacerse

especificamente en funcion de las propiedades biologicas de la molecula.
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- Matniz cromatografica.

[as caracteristicas deseadas de una matriz para la cromatografia de afinidad
se parecen en muchos aspectos a las requeridas por un medio de tamiz molecular:

- Absorcion inespecifica baja.

- Caracteristicas para mantener un buen flujo.

- Estabilidad quimica y mecanica en un amplio rango de pH, fuerzas
i6nicas y concentraciones desnaturalizantes.

- Disponibilidad, en gran cantidad de grupos quimicos capaces de ser

activados.

- Porosidad alta.

- Seleccion del ligando.

La seleccién del ligando a utilizar en la construccion de una columna requiere

una consideracion cuidadosa.

1) El ligando debe tener capacidad para ligar de forma especifica y reversible la

sustancia a purificar.

2) El ligando debera tener grupos quimicamente modificables que queden retenidos

a la matriz sin destruir su capacidad ligante.

El ligando debe tener una constante de disociacion comprendida entre 107 y
10*M_ Envolventes con constante de disociacion superiores a 10*M, por ejemplo

la reaccién de unidn entre un enzima y un inhibidor pesado, no constituye base para

una buena cromatografia.

Es importante considerar la region del ligando que se une a la matriz, si
existen varios grupos fucionales, el ligando se debera acoplar a través del grupo que

sea menos probable que intervenga en la interaccion especifica con la molecula a

ser aislada.

- Montaje de las adsorbentes.

Los procedimientos utilizados para unir covalentemente el ligando a la matriz
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implican: La activacion de los grupos funcionales de la matriz 'y la union del ligando
a estos grupos activados. Las reacciones quimicas utilizadas para producir la unidén
deben ser lo suficientemente suaves para que sean toleradas bien, tanto por el
ligando como por la matriz. Una vez unida la matriz soporte debe lavarse
exhaustivamente para eliminar cualquier ligando libre y debe determinarse la cantida
de ligando unido. Esta ultima medida es mas util expresarla en términos de calidad
por mililitro de matriz de relleno mas que en su peso seco.

Como matriz se ha empleado CNBr Sepharosa 4B activada, que es un
derivado pre-activado, que reacciona espontaneamente con ligandos que tienen
grupos amino libres, produciendose un acoplamiento rapidoy facilmente controlable
del ligando a la matriz mediante enlaces covalentes.

Esta reaccion resulta de la introducciéon de grupos reactivos, probablemente
imidocarbonato y grupos cianato. El acoplamiento de un ligando con grupos amino

libres a la CNBr-Seph 4B activada, lo podemos esquematizar asi:

O\C_ y NH

| |
0o— >I"NH »-0-C-NH-L
0 C=N

Los grupos imidocarbonato o éster cianato de la matriz, se acoplan al ligando
através de los grupos amino libres, en condiciones suavemente alcalinas para dar
uniones del tipo de la urea.

LLa CNBr Sepharosa 4B activada, se adquiere en paquetes de 15g conteniendo
una serie de sustancias conservantes, y se debe mantener a temperatura de 4-8°C
hasta su uso. En estas condiciones, puede conservarse al menos durante 18 meses.

Toda clase de ligandos (de bajo peso molecular), que tengan grupos amino
primarios, tales como proteinas, pueden quedar acoplados cuando usamos una matriz
de este tipo. Las condiciones 6ptimas como son pH, temperatura, concentracion,

composicidon del tampon ete..., dependen de las propiedades del ligando en particular
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que pretendemos usar.

Los ligandos que hemos utilizado han sido:
- Anticuerpo monoclonal de ratéon anti-IgA humana (Dakopatts).
- Anticuerpo monoclonal de raton anti-IgE humana (Dakopatts).
- Anticuerpo monoclonal de raton anti-IgM humana (Dakopatts).
- IgA de suero de pacientes purificada por cromatografia de afinidad (figura 3.1).
- IgE de suero de pacientes purificada por cromatografia de afinidad (figura 3.1).
- IgM de suero de pacientes purificada por cromatografia de afinidad (figura 3.1).
- Extractos homogenizados de quiste hidatidico de raton.
- Extractos homogenizados de tejido de raton (huésped).
- Una fraccion llamada suero especifico obtenida por cromatografia de afinidad (ver
figura 3.2).
- Una fraccion llamada suero inespecifico obtenida por cromatografia de afinidad
(ver figura 3.2).
- Proteina-A (Sigma).
- Anti-P1 (Gamma Biologicals, Inc).

Para la preparacion del adsorbente con un ligando determinado, se deben
segulr los siguientes pasos:

1) Pesar la cantidad nesesaria de CNBr Sepharosa 4B activada, sabiendo que
lg de la misma da aproximadamente 3ml de gel. En nuestro caso, preparamos 0,5ml
de gel para lo cual pesamos 0,166g del producto seco.

2) Hinchar el gel con HCl ImM (200ml/g) durante 15 min.

3) Lavar después de hinchar el gel, se puede realizar sobre un filtro de vidrio
poroso, adicionando alicuotas de HCl 1mM sobre el gel. El uso de HCI para lavar,
preservar y proteger los grupos reactivos del gel que se hidrolizan a pH alto.

4) Disolver el ligando, en el tampon acoplador a una concentracion de 5-
10mg de proteina por ml de gel. Los tampones que contienen amonio O Zrupos
amino (glicina, acétato amdnico, tris o bicarbonato amoénico) deben evitarse porque

competiran con el ligando. Los tampones de borato o bicarbonato sodico son
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adecuados.

Tampoén acoplador: NaHCO, 0,1M, NaCl 0,5M, pH 8-9.

5) El gel activado y lavado se resuspende en un volumen igual del mismo
tampon que contiene el ligando deseado. Esta mezcla se agita lentamente durante
16 a 20 horas a 4°C, quedando unido covalentemente al medio soporte. No es
recomendable el uso de agitadores magnéticos porque podrian destruir las bolitas.

El proceso de acoplamiento es eficaz en un rango de pH entre 8 y 9, donde
los grupos amino del ligando estan predominantemente en la forma no protonizada.
El acoplamiento a pH mas bajo (pH 6), puede ser util s1 un ligando queda muy
fuertemente retenido a pH mas alto con lo cual su actividad biologica empeora.

6) La produccion de una afinidad absorbente es la eliminacion del ligando no
unido. Aunque se espera que los grupos activados de la Sepharosa no perduren por
mas de 12 horas, es conveniente bloquear el absorbente a temperatura ambienté con
una disolucién tampén Glicina 0,1M de pH 9, agitandose suavemente. Esto asegura

que cualquier posible grupo activado superviviente sea bloqueado. Tras lo que se

efectiia un exhaustivo lavado.

- Proceso de purificacion.

Para llevar a cabo los procesos de cromatografia y su monitorizacion, hemos
utilizado el equipo de Pharmacia Fine Chemicals compuesto por:
- Un monitor de ultravioleta UV-1 compuesto, a su vez, por una unidad optica con
una célula de flujo y una longitud de onda de operacion de 280 nm, y una unidad
de control ajustada a una sensibilidad de 0.1 unidades de absorbancia (UV).
_ Un colector de fracciones FRAC-100 programable, acoplado a la unidad de de

control del monitor.

- Un registrador grafico acoplado también a la unidad de control.
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Figura 3.1: protocolo general 1.
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(*) Liquido hidatidico (total y Frac. proteica) humano, suero de pacientes con hidatidosis,
suero de donantes sanos, liquido vesicular de cisticerco y el homogeneizado total de

cisticerco.

Una vez montada y conectada la columna, se procede a equilibrar haciendo
pasar el tampoén fosfato salino (PBS) a pH 7.4 atraves la columna a una flujo de 10
ml/h. Tras equilibrar la columna y ajustar la linea base se procedio acromatografiar

la muestra correspondiente (ver la figura 3.1, 3.2).

- Tras lavar la columna pasando a través de ella PBS (pH 7.4) para remover
completamente la fraccion no ligada, realizamos la elucion pasando atraves la
columna el tampén de elucion compuesto de Glicina-HCI 0.1M a pH 3, para obtener
la fraccion reconocida especificamente. Tras lo que fue regenerada la columna.

La fracciéon eluida entonces, se neutraliza con Tris (pH 8) y se concentra

mediante dialisis y liofilizacion.
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Figura 3.2: protécolo general 2.
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(*) Liquido hidatidico (total y Frac. Proteica) y el homogeneizado total de protoescolices
de origen humano. |

3.5.1.2. Cromatografia en gel de Concanavalina A-Sepharosa.

Concanavalina A es una lectina hemaglutinante aislada de Canavalis
ensiformis (Jack bean), que aglutina de forma especifica a ningun grupo sanguineo
pero tiene afinidad por restos terminales 1-D manosil, 1-D-glucosil y 1-D-N-Acetil-
glucosamina, en orden decreciente de afinidad.

Para su actividad son necesarios los iones Ca” y Mn" . La ConA-Sepharosa
se suministra en tampon acetato (0,1M, pH 6) conteniendo (1M NaCl, ImM CaCl?,
ImM MgCl%, ImM MnCl?, Merthiolato 0,02%) por Pharmacia, presenta una gran
afinidad y es fundamentalmente aplicable en:

- La separacion y purificacion de glicoproteinas, polisacaridos y glicolipidos.
- Purificacion de conjugados enzima- anticuerpo.

- Aislamiento de glicoproteinas de superficie celular a partir de membranas

solubilzadas.

En base a esto, quisimos realizar la purificacion de las glicoproteinas
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presentes en el liquido hidatidico, y posteriormente estudiar su composicion y su

valor antigénico.

Para ellos, y después de lavar y equilibrar la columna en tampon de lavado
(Tris-HCI 0.02M, NaCl 0.5M, pH 7.4) ajustando el flujo a S5ml/h, hicimos pasar el
LH diluido en tampo6n de lavado através la columna. La cromatografia se mon!torizo
de forma similar a la descrita en el apartado anterior.

Tras recoger la fraccion no ligada a la columna, realizamos la elucion de las
glicoproteinas unidas a la Con A.

Elucién: Se han hecho muchos estudios sobre métodos de eluir la fraccion
glicoproteica, y se han descrito varios procesos, pero la elucion competitiva es el
método mas especifico y suficiente para liberar las macromoléculas ligadas a la
lectina del absorbente. Consiste en hacer que fluya através de la columna, el azucar
especifico de la lectina empleando un gradiente de metil-O-D manopirandsido (0.1-
0.4M, Sigma) en tampdn Tris, con lo cual éste se une especificamente a la lectina
saliendo la fraccion de macromoléculas que estaban retenidas.

Tras cromatografiar la muestra las columnas fueron regeneradas de la

siguiente manera:

1) Lavar con 10 volumenes de la columna de tampon Tris 0,1M con NaCl

0.5M, a pH 8.5.

2) Lavar con 10 volumenes de Tampon acetato sodico 0,1M con NaCl 0,5M,

ajustando el pH a 4,5.
3) Re-equilibrar la columna.

De esta forma, la columna queda lista para volver a ser usada, mientras se

almacena a temperatura inferior a 8°C con 0,02% de Azida sddica.

3.5.1.3. Cromatografia de exclusion molecular.

Este tipo de cromatografia permite la separacion de proteinas en funcion de
su peso molecular, asi como el intercambio de tampones en los que se encuentran

disueltas las proteinas, mediante el retardo en la elucion de las sustancias de menor
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peso molecular.

Con este método, se pretendio separar determinantes de alto peso molecular
de la fraccion antigénica (AgB,5) purificada como se describe en el apartado 3.7 de
material y métodos.

En este caso es inprescindible usar columnas largas (normalmente del orden
de 1m), y que la columna tenga un empaquetado uniforme. El volumen de la
muestra aplicado no debe superar el 5% del volumen total de la columna. En
nuestro caso hemos utilizado el sephadex G-75 con un rango de separacion entre 3
y 70 kDa. El sephadex se suministra en polvo, y para su utilizacion es necesario
hincharlo en agua o tampén durante 24 horas a temperatura ambiente.

Una vez preparada y empaquetada la columna, se introdujeron 2ml de la
muestra, manteniendo un flujo de 10ml x cm™” x h'. La monitorizaciéon de la

recogida de fracciones se llevo a cabo utilizando el equipo de Pharmacia Fine

Chemicals.
3.6. Precipitacion del inmunocomplejo en los sueros de pacientes.

El enriquicimiento del inmunocomplejo en sueros de pacientes con hidatidosis
ha sido llevado a acabo mediante precipitacion con polietilenglicol (PEG) 6000 (2,5
% en tampon borato 0,1M pH 8,4) de acuerdo con el método de Creighton y col.

(1973).

En la presente memoria hemos seguido el método descrito por Paganelli y

col. (1981).

3.6.1. Procedimiento.

1) Mezclar 100ul de suero con 100ul de EDTA, 0,2M a pH 7,5 y 50ul de PEG
6000 al 12% en tampon borato 0,1M a pH 8.,4.

2) Incubar toda la noche a 4°C.

3) Centrifugar a 2000g durante 20 min a 4°C.
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4) Poner los tubos en hielo picado y remover quitando el sobrenadante suavemente.
5) Resuspender el precipitado en 2,4% de PEG 6000 en tampon borato 0,1M a pH
8,4.

6) Centrifugar a 200g durante 20 min a 4°C.

7) Quitar el sobrenadante y disolver el precipitado en 100 ul de tampon borato,

incubandolo una hora a 37°C, tiempo para disolver completamente el precipitado.

3.7. Método de purificacién del complejo antigénico b y S.

Es un método descrito por Rogan y col. (1990) basado en el método de Oriol

(1971) y Williams (1971).

3.7.1. Procedimiento.

1) Concentraciéon del liquido hidatiico por dialisis en Polietilenglicol 20.000.

2) Dialisis del L.H frente tampén acétato 0,005M pH 5 toda la noche.

3) Centrifugar a 50.000 g durante 30 min.

4) El precipitado se disuelve en tampon fosfato, 0,2M, pH 3, la preparacion se
hierve en el bafio durante 15 min.

5) Centrifugar a 50.000 g durante 60 min.

6) El pelet se descarta, y el sobrenadante se pasa a traves de una columna proteina
A-sepharosa para remover y eliminar cualquier IgG contaminante. Al final se dializa
frente a tampon fosfato salino pH 7,4. Esta fraccion contiene mayoritariamente las
subunidades del antigeno B.

Mediante la técnica de Oriol y col. (1971), cuando el liquido hidatidico se
dializa contra un tampon de baja fuerza i6nica pH 5, la albimina permanece en
solucion, mientras que los antigenos parasitarios y las euglobulinas precipitan. La
fraccion globulinica se elimina por precipitacion, mientras que los componentes

parasitarios mayoritariamente permanecen en solucion.
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3.8. Electroforesis.

Las técnicas electroforéticas se han convertido en herramientas principales
para la caracterizacion de macromoleculas y para determinar su pureza. El método
se basa en el hecho de que moléculas tales como DNA, RNA y las proteinas poseen
una carga electrica siendo capaces de moverse cuando se colocan en un campo
eléctrico. No obstante, aqui solo es significativa la carga neta de la molécula. Si una
molécula de carga neta "q" se coloca en un campo eléctrico, se ejerce sobre ella una
fuerza "F" que depende de la carga que posee la molécula y de la fuerza del campo

en el que se ha colocado. Esto se expresa matematicamente como:
E
F= =
= q

Donde "E" es la diferencia de potencial entre los electrodos y "d" es la distancia
entre ellos. Si esta situacidn ocurre en el vacio, la molecula se aceleraria hacia el
electrodo y finalmente, chocaria con €l. Sin embargo, en disoluciones esto no ocurre
porque la fuerza de empuje del campo eléctrico se opone al arrastre o friccion que
hay entre la molécula acelerada y la disolucion. La extension del arrastre, descrita

por la ecuacion de Stokes, depende del tamafio, forma de la molecula y de la

viscosidad del medio a través del que se mueve:

F=6llrnv

Donde "F" es la fuerza de arrastre ejercida sobre una molécula esférica, "r" es el

radio de la molécula, "n" es la viscosidad de la disoluciéon y "v" es la velocidad a

que se mueve la molécula.

En definitiva la velocidad a que se mueve la molécula es proporcional a la
fuerza del campo y carga de la molecula pero es inversamente proporcional a su

tamaifio y a la viscosidad de la disolucion.

Las primeras aplicaciones de los métodos electroforéticos se efectuaron en

disoluciones de sacarosa. Sin embargo, la naturaleza embarazosa de estos metodos
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y el costoso equipo necesario han limitado mucho su empleo. Pero fue la llegada de
los geles de acrilamida lo que proyecto este método a la actual popularidad, donde

la migracion de macromoléculas a través del gel esta fuertemente influenciada por

la propia estructura del gel.

3.8.1. Electroforesis en Gel de Poliacrilamida en presencia de Launil Sulfato
Sodico (SDS-PAGE).

Los geles de poliacrilamida estan formados por copolimerizaciéon de
acrilamida y bis-acrilamida (N,N'- metilenbisacrilamida). La reaccion es una vinil-
adiciéon - polimerizacion iniciada por un sistema generador de radicales libres. La
polimerizacion es iniciada por TEMED (tetrametilendiamina) y persulfato amonico,
el cual produce un radical libre persulfato que rodea y activa al TEMED. El
TEMED actua como un electréon carrier para activar los monomeros de acrilamida.
Asi. los mondmeros activados reaccionan con mondémeros inactivados para Iniciar
la elongacion de la cadena del polimero, formando bucles cerrados y un complejo
polimero "membranoso" con una caracteristicas de porosidad que dependen de las
caracteristicas de polimerizacion y de la concentracion de monomeros.

El dodecil sulfato sédico (SDS) es un detergente que permite la solubilizacion
de las proteinas convirtiendolas en mas hidrofilas y en complejos fuertemente

negativos. Asi, la movilidad de estos complejos en una solucion, depende

unicamente del tamano molecular.

Se usd esta técnica (SDS-PAGE) para detectar y caracterizar moleculas
inmunoprecipitadas y otros antigenos previamente purificados.

Hemos seguido el método de Laemmli, (1970) con ligeras modificaciones. En
todos los casos se ha utilizado la electroforesis discontinua (Ornstein, 1964,
Wyckoff, M. y col. 1977) que permite una mayor resolucion en la separacion de las
bandas de proteina. En esta electroforesis, ademas de un gel separador, donde se
realiza la separacion de las proteinas en funcion de su peso molecular, se utiliza un

gel almacenador sobre el mismo que es donde se aplica la muestra. Este gel
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almacenador tiene un bajo porcentage de acrilamida para que la exclusion molecular
sea minima. Las diferentes caracteristicas de los geles almacenador y separador,
ademas de la composicion del tampén de desarrollo producen un estrecho
apilamiento de las proteinas en el gel y las mismas llegan a la interfase de los geles

almacenador y separador formando una estrecha banda lo que aumenta

sensiblemente la resolucion.

3.8.1.1. Aparato de electroforesis.

Tanto el corrido de los geles como su tincion, se realizo en el aparato
PhastSystem ' (Pharmacia) que consiste en unidades de separacion, desarrollo y de
control, junto con varios accesorios para llevar a cabo la técnica electroforética en

condiciones de alta resolucion.

Esquema del aparato

3.8.1.2. Composicion de los geles.

Se utilizaron geles de poliacrilamida al 12.5% comercializados por Pharmacia
(PhastGel Homogeneous 12.5), en condiciones desnaturalizantes, estos geles
permiten un rango de separacion de 14-250 kDa. La zona del gel separador tiene

una longitud de 32 mm y la del gel almacenador de 13 mm, con 0.45 mm de
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anchura.

También se utilizaron pastillas de separacion, igualmente comercializadas por
Pharmacia (PhastGel SDS Buffer Strips), compuestas de tampon de electrodos en

un 2% de agarosa, que se colocan en los extremos superior e inferior del gel.

- Reactivos.

Composicion del gel y de algunas soluciones que fueron utilizadas durante
la experiencia.
Soluciéon A: Solucién de acrilamida/Bis. 29.1g de acrilamida y 0.9g de Bis-
acrilamida, en 100 mL de agua destilada. Disolver y filtrar. Mantener a 4°C en
oscuridad, es estable durante 2 semanas.
Solucion de persulfato de amonio (A PS): Disolver 400 mg de persulfato de amonio
en 1 mL de H,O destilada. Estable durante una semana a 4°C.
Solucion B: Tampon del gel almacenador. 6.06 g de tris, 0.4 g SDS y 0.01 g de
azida sodica. Afiadir hasta 80 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 6.8 con 4M
HCI y completar hasta 100 mL con H,O destilada.
Solucion C: Tampon del gel separador (1.5M Tris-HCI, pH 8.8). 18.18 g de tris mas
0.4 g SDS y 0.01 g de Azida sodica. Anadir hasta 80 mL de agua destilada. Ajustar .
el pH a 8.8 y completar hasta 100 mL con agua destilada.
Solucion D: Tampon de electrodos. 3.03 g de tris, 14.4 g de glicina, 1 g SDS y 0.1

g de azida sodica. Afiadir hasta 100 ml de agua destilada.

Solucion E: Tampoén de disolucion de la muestra. 10 mM de tris/HCl y 1 mM

EDTA a pH 8. Se le afiade SDS al 2.5%, [B-mercaptoetanol al 5% y el azul de
bromofenol al 0.01%.

- Procedimiento de preparacion de los geles y de las pastillas.

Se prepara el gel separador y almacenador mezclando volimenes de las

soluciones como viene especificado en la tabla 3.1.

51



MATERIAL Y METODOS

Tabla 3.1: Volumenes en mL de las soluciones necesarias para hacer un gel

(12.5) en el sistema discontinuo de Laemmli.

—

Solucién Solucién
del gel separador (12.5%) del gel almacenador (6%)

Glicerol 0.5 4
Soluc. A 4.16 2
Soluc. B - 2.5
Soluc. C 25 -
Agua 2.84 1.5
TEMED 0.005 0.005

1) Para el gel separador a 5 mL se le afiade 6 pl de APS, se mezclan y se

introduce en el espacio entre las placas.

2) Se adiciona 2 pl de APS a 1.5 mL de la solucion de gel almacenador, se

mezclan y se vierte en la placa.

Se deja polimerizar durante 3 horas o prefereblemente toda la noche.

- Preparacion de pastillas: Para 10 pastillas, se necesitan 30 mL de la solucion con

agarosa al 2%.

Pesar 0.6 g de agarosa en 15 mL de la solucion D (Tampoén de electrodos).
Afiadir agua destilada hasta 30 mL, hervir hasta disolver completamente la solucion

de agarosa, luego enfriar hasta 65°C y vertir la solucion en las casillas o estuches

(PhastGel Buffer Strip case). Almacenar a 4°C.

3.8.1.3. Preparacion y aplicacion de las muestras.

Las muestras se diluyen a 1:1 en la solucion E (Tampon de muestra) dando
una concentracion final entre 0.5 ng et 0.1 ug/ul. Tras ello, se agitan y se calientan

en ebullicion durante 5 min.

Después de colocar el gel y las pastillas de contacto, las muestras se pinchan

con ayuda de un aplicador (PhastGel Sample Appl. 8/1, Pharmacia).

La separacion se realiza en las condiciones siguientes, que se programan en

la unidad de control del aparato (PhastSystem' ):
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——

Paso 2 250V 1.OmA 3.0W Gihe B
Paso 3 250V 10.0mA 3.0W e, B

Paso 1~ 250V 10.0mA  3.0W 15°€

1Vh
1Vh
70Vh

(*) El primer paso es un precorrido.

Transcurrido el tiempo de corrido, se extrae el gel y se procede a su

colocacion en la unidad de desarrollo para su tincion.

3.8.1.4. Tincion con nitrato de plata.

La técnica de tinciéon de plata descrita en este apartado, es derivada del

método de Heukeshoven y Demick (1985), y ha sido optimizada por Pharmacia

LKB Biotechnology.

Los procesos de tincion se realizan de una manera automatica, tras su

programacion.
Soluciones Tiempo Temperatura
Etanol 50%, Ac, acético 10% 2 min 50°C
Glutaraldehido 8.3%6 6 min 50°C
Agua desionizada 2 min 50°C
Agua desionizada | 2 min 50°C
Nitrato de plata al 0.25% 13 min 40°C
Agua desionizada 0.5 min 30°C
Agua desionizada 0.5 min 30°C
Solucidon de desarrollo 0.5 min 30°C
Solucién de desarrollo 4 min 30°C
Acido acético 5% 2 min 50°C
Acético 10%, glicerol 5% 3 min 50°C

(*) Las soluciones no deben reciclarse.

La solucion de desarrollo se prepara disolviendo 25 g de Na,CO; en 200 mL

de agua bidestilada. A continuacion se anaden 800 mL de agua bidestilada y 400

ul de formaldehido al 37%. Esta solucion y la de nitrato de plata son extemporaneas

con una duracion maxima de 12 horas.

Una vez tefiido el gel se extrae de la unidad de tincion y se seca a 30°C.
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3.8.1.5. Calculo del peso molecular por electroforesis en presencia de SDS
(SDS-PAGE).

El peso molecular de las subunidades de una proteina se determina por
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS. La determinacion de
pesos moleculares de polipéptidos por electroforesis en presencia de lauril sulfato
sddico (SDS) en geles de poliacrilamida (PAGE) tue introducida por primera vez,
empiricamente por Shapiro y col. (1967). Se basa en que todos los polipéptidos unen
la misma cantidad de SDS por unidad de peso (1,4 gramos de SDS por cada gramo
de polipéptido) de forma que la relacion carga/masa es constante y la estructura
resultante es una varilla cuya carga global (negativa y debida fundamentalmente a
la cabeza polar del SDS) es proporcional a la longitud. Cuando las mismas son
sometidas a electroforesis en un gel, que actua como tamiz, se demuestra
empiricamente que existe una relacion lineal entre la movilidad relativa (Rf) de estos
polipéptidos y el logaritmo de su peso molecular.

Este tipo de electroforesis se utiliza para caracterizar las subunidades

protéicas en funcion de sus pesos moleculares.

Para ello es necesario construir una recta patron con proteinas de pesos
moleculares conocidos. El calculo del peso de las subunidades de la proteina
problema se lleva a cabo midiendo los Rf de las bandas que presenta ésta y a partir
de la recta patron se obtiene los pesos moleculares (Wyckoff, M. y col.. 1973).

El patron de pesos moleculares se componia de las siguientes proteinas de

referencia:
Albumina bovina = -------- 66.000 daltons (Sigma)
Albumina huevo  -------- 45.000 2 o
pepsina @ -------- 34.700 K .
Lactoglobulina -------- 18.400 ’ g
LySGEimm. 1. . weeaeate 14.300 " »»

3.8.2. Isoelectroenfoque (IEF).
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El isoelectroenfoque esta clasificado dentro de las técnicas electroforéticas
como una electroforesis en presencia de un gradiente de pH (Andrews, 1986). En
este tipo de electroforesis las macromoléculas son sometidas a un campo eléectrico
donde emigran en el gradiente de pH mientras presentan una carga neta, y cuando
alcanzan el punto del gradiente de pH correspondiente a su punto isoeléctrico, donde
la carga neta es cero, la migracion cesa. El gradiente de pH se obtiene con una serie
de sustancias anfotéricas o anfolinas de bajo peso molecular. Cuando el catodo de
una célula electrolitica se pone sobre una disolucion de base fuerte y el anodo en
un acido fuerte, y en el espacio entre ambos electrodos tenemos la disolucion de
anfolinas, éstas adquieren carga neta positiva en el area cercana al anodo y carga
neta negativa en el area cercana al catodo. Si se establece una diferencia de
potencial entre ambos electrodos, las anfolinas son repelidas por los electrodos y se
moveran a una region central, hasta alcanzar un estado estacionario en el cual el pH
del electrolito que rodea a la anfolina determinada es igual al punto isoeléctrico de
la anfolina. De esta forma las anfolinas mas basicas permaneceran cerca de la
disolucion basica del catodo y las otras anfolinas se ordenan segun su punto
isoeléctrico hasta llegar a las anfolinas mas acidas que se situaran cercanas a la
disolucion acida del anodo.

Estas anfolinas deben cumplir una serie de requisitos para su uso en
isoelectroenfoque, que son los siguientes (Andrews, 1986):

(1) Buena capacidad de tamponamiento, de forma que sean ellas las que

impongan el pH en su punto isoeléctrico, incluso en presencia de anfolitos

de alto peso molecular tales como las proteinas que pueden estar  presentes
en la misma zona.

(2) Buena conductividad en su punto isoeléctrico con el fin de mantener h
conductividad eléctrica en ausencia de otros electrolitos.

(3) Bajo peso molecular para facilitar la separacion de las macromoléculas

estudiadas.

(4) Una composicion que no interfiera con los ensayos utilizados para la
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deteccion de las macromoléculas.

(5) No deben desnaturalizar o reaccionar con las macromoléculas a

separar.

Las anfolinas que cubren estos requisitos suelen ser acidos policarboxilicos
o poliaminas, que pueden adquirirse a casas comerciales que la suministran bajo
diferentes nombres.

El isoelectroenfoque puede llevarse a cabo en varios tipos de matrices como
geles de poliacrilamida, de agarosa o geles granulados (Sephadex), y su eleccion

depende del propodsito para el cual se realiza el 1soelectroenfoque.

El isoelectroenfoque es una técnica que permite una gran resolucion en la
separacion de proteinas y péptidos segun su punto isoeléctrico. Puede llegarse a
obtener resoluciones de 0.01-0.02 unidades de pH. Esto hace del i1soelectroenfoque

una potente técnica analitica para estudiar la homogeneidad de muestras de proteina,

o bien para analizar su composicion.

La separacion y tincion se realizo en el aparato PhastSystem' " (Pharmacia).
Se utilizaron geles de poliacrilamida al 5% con un rango de pH entre 3 y 9
(PhastGel IEF 3-9) comercializados por Pharmacia Biotech., para determinar el
caracter acido o basico de las proteinas problema (Los inmunocomplejos circulantes,

las fracciones antigénicas B y 5 del liquido hidatidico).

3.8.2.1. Composicion y preparacion del gel.

Para preparar 15 mL de gel, a 2.5 mL de la solucion acrilamida/bis al 30%
se le afiade 0.75 mL de amfolinas o farmalitos (3-9), llevar hasta 15 mL con agua.
Adicionar 7 ul de TEMED, mezclar y desgasear, y afadir 30 pul de APS (Persulfato
amonico al 40%). A continuacion se vierte el gel entre las placas y se deja

polimerizar durante una hora. Conservar en humedad entre 4 y 8°C.

3.8.2.2. Procedimiento y aplicacion de la muestra.

Hemos siguido el proceso descrito en el manual de Pharmacia (PhastSystem '
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Separacion Technique File No. 100). Se coloca el gel en el camara de separacion,
e inmediatamente pinchamos las muestras (diluida adecuadamente en PBS) en un
soporte plastico de aplicacion (PhastGel, Sample Appl. 8/1), poniendo en un carril
proteinas marcadoras de punto isoelectrico (Isoelectric Focusing Calibracion Kit,

Pharmacia). Colocamos el soporte con las muestras, en una posicion media sobre el

gel.

La separacion se lleva a cabo bajo las condiciones siguientes, que se

programan en la unidad de de control.

Paso 1 2000V 2.5mA 3.5W 15°C 75Vh

Paso 2 200V 2.5mA 3.5W 15°C 15Vh
Paso 3 2000V 2.5mA 3.5W 15°C 410Vh

El primer paso es un preenfoque de aproximadamente 10 min donde las

anfolinas adquieren un estado estacionario creando asi, el gradiente lineal de pH

(Williams, et al. 1979).

En el paso 2, se depositan las muestran sobre el gel, a partir del cual se

produce la separacion de las bandas segun su punto isoeléctrico.

Al final del proceso se extrae el gel y se procede a su desarrollo y tincion,

para visualizar las bandas separadas en el gel.

3.8.2.3. Tincion con nitrato de plata.

La tincidon con nitrato de plata detallada en este apartado para los geles de
IEF, presenta ciertas modificaciones respecto a la utilizada para tenir los geles de

electroforesis (SDS-PAGE), compensando asi las diferentes propriedades existentes

entre ambos geles.

La tincidn se realiza de forma automatica, después de programar en la unidad

de control los pasos de tincion:

-
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Soluciones Tiempo Temperatura

Tricloroacético 20% S min 20°C
Etanol 50%, Ac. acetico 10% 2 min S0°C
Etanol 10%, Ac. acetico 5% 2 min 50°C
Etanol 10%, Ac. acetico 5% 4 min Sre
Glutaraldehido 8.3% 6 min 50°C
Etanol 10%, Ac. acetico 5% 3 min 50°C
Etanol 10%, Ac. acetico 5% S min 50°C

2

Agua desionizada min 50°C
Agua desionizada 2 min 50°C
Nitrato de plata 0.5% 10 min 40°C
Agua desionizada 0.5 min 30°C
Agua desionizada 0.5 min 30°C
Sol. de desarrollo 0.5 min 30°C
Sol. de desarrollo 4 min 30°C
Acido acetico 5% 5 min 50°C

(*) Las soluciones no deben recicladas.

La solucién de desarrollo se prepara como viene en el apartado 3.8.1.4 de

material y métodos.

Para la determinacion de los puntos isoeléctricos (pIs) se construye una curva
patron con las distancias al catodo frente a los pls de cada proteina marcadora
(Isoelectric Focusing Calibration Kit, Pharmacia). Se mide la distancia al catodo del

problema y se calcula su pl aproximado por extrapolacion a la curva.

3.8.3. Electroforesis bidimensional (2D-PAGE).
La primera dimensiéon consiste en una separacion de los polipéptidos

mediante isoelectroenfoque (IEF) en gel de poliacrilamida y la segunda mediante

SDS-PAGE en funciéon del peso molecular.

En todo el proceso, hemos siguido las instrucciones descritas en el manual
de Pharmacia (Two-dimensional electroforesis with PhastGel separation media.

Technical Note No.2), basadas en el método descrito por Jagersten, C. y col. (1987).

3.8.3.1. La prnmera dimension (IEFK).
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Se emplearon geles de poliacrilamida al 5% con un rango de pH 3-9, como
viene descrito en el apartado... de material y métodos.
- Preparacion y aplicacion de la muestra.

Tampon de muestra:

- Urea: ... ... R - T 2.9¢

- Nonidet P-40 10% V/V ... 0,1ml
- Amfolitos rango 3-9 .. 0,1 ml
- 2-mercaptoetanol ... ... ... 0,25ml
- Glicerol ... ... ... ... ... 0,1ml
- Agua bidestilada ... ... ... 5,0ml

[.a muestra se diluye en tampon de muestra, obteniendo una concentracion
de 1pg/ul. Se aplica la muestra utilizando un soporte de 6 dientes (PhastGel Sample
Appl. 6/4) con capacidad de captar 4ul de muestra para cada pocillo.
Inmediatamente, colocamos el soporte con las muestras en la camara en una

posicion media sobre el gel.

El corrido se realizd en las siguientes condiciones:

Paso 1 200V 2.5mA 3.5W et 30Vh
Paso 2 2000V 2.5mA 3.5W Bl 770Vh

Para obtener mejores resultados, no se uso el pre-enfoque en este apartado,

de acuerdo con los trabajos de Frey, y col. (1936).

Después de de la separacion se extrae el gel, se corta cuitdadosamente la tira
del gel que contiene la muestra, y se trata con la solucion de equilibrado como a

continuacion se detalla.

- Equilibraciéon de las tiras.

1/ Equilibrar las tiras durante 2.5 min en la solucion siguiente: Tris 0.112M, acido

acético 0.112M, 1% de DTT (Ditiotreitol) o 5% de B-mercaptoetanol y 2.5% SDS.
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Esta fase sirve para lavar el gel, eliminar la urea y los amfolitos.

2/ Equilibrar de nuevo durante 2.5 min en la soluciéon: Tris 0.112M, acido aceético
0.112M, 2.5% de SDS, iodo-acetamida 0.26M y 0.1% de azul de bromofenol, se
ajusta el pH a 6.4.

Una vez equilibradas las tiras se procede a iniciar la segunda dimension.

3.8.3.2. Segunda dimension (SDS-PAGE).
La tira equilibrada se coloca sobre el gel de poliacrilamida al 12.5% (en la
parte del gel almacenador), dejando un espacio para aplicar las proteinas marcadoras

del peso molecular. Los detalles del proceso de colocacion, se representan en la

figura 3.3.
Figura 3.3:
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Una vez colocada la tira, se insertan las pastillas de separacion (SDS Buffer
Strips, Pharmacia) en la camara correspondiente. A continuacion se procede a la

separacion aplicando las condiciones siguientes:
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Paso 1 250V 2.5mA 3.0W 15°C 5Vh

Paso 2 250V 5.0mA 3.0W 15°C 5Vh
Paso 3 250V 10.5mA 3.0W i A @ 60Vh

Al final se extrae el gel y se coloca en la camara de desarrollo para su

tincion.

3.8.3.3. Tincion con nitrato de plata.

Para obtener mejor resolucion, en la electroforesis bidimensional se ha
elegido un método de deteccion con plata distinto que los métodos de tincion
desarrollados en los apartados anteriores. Empleamos la metodologia descrita
descrita por Pharmacia LKB Biotochnology (PhastSystem Technical Note No. 2).

Para este propdsito, se incubo el gel con las soluciones siguientes.

— —— —

Soluciones’ Tiempo (min) Temperat. (°C)
Metanol 40%, ac. acético 10% 5 30
Agua desionizada 5 20
Glutaraldehido 12.5% 7.5 20
Agua desionizada 5 20
Agua desionizada 5 20
Etanol 20% 7.5 20
Soluciéon de plata 7.5 20
Etanol 20% 5 20
Etanol 20% 5 20
Solucién de desarrollo 4.5-6 20
Ac. acético 10%, glicerol 5% 5 20

(*) Las soluciones no deben reciclarse.
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