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RESUMEN 

La fascioliasis humana y animal causa pérdidas económicas millonarias en el mundo, 

esto se agrava con la resistencia del parásito al triclabendazol (TCBZ). A nivel 

molecular, diferentes proteínas de Fasciola hepatica se estudian en relación con la 

resistencia al TCBZ y en relación a su empleo como vacunas para una respuesta 

protectora en el hospedero definitivo. Entre estas proteínas están las saposinas 

(FhSAP1 y FhSAP2), cuyas diferencias moleculares tendrían relación con la 

resistencia al TCBZ o por el contrario, la falta de variabilidad favorecería su uso en 

diferentes áreas geográficas. El presente estudio tuvo por finalidad determinar la 

constitución nucleotídica de algunos segmentos de las secuencias de FhSAP1 y 

FhSAP2 en cepas de F. hepatica de distinta sensibilidad al TCBZ y procedentes de dos 

áreas geográficas diferentes. Para ello, se obtuvo ADN complementario mediante la 

técnica RT-PCR a partir del ARN mensajero extraído de 24 fasciolas adultas: seis 

especímenes resistentes al TCBZ y tres susceptibles, procedentes de la Universidad La 

Trobe (Australia), y 15 parásitos resistentes al TCBZ procedentes de Cajamarca; 

luego, mediante PCR convencional y el uso de cebadores específicos se amplificaron 

fragmentos codificantes para saposinas en todas las cepas. Los resultados del análisis 

de electroforesis con el GelAnalyzer muestran bandas de 100 y 141 pares de bases que 

pertenecen a FhSAP1 y FhSAP2, respectivamente. Los cromatogramas, con el 

programa FinchTV y el análisis de secuencias con BLAST y Clustal-MFFT, revelaron 

alta homología entre las secuencias de nucleótidos de las cepas estudiadas y que no 

hubo diferencias significativas en la conformación de los aminoácidos al ser 

comparadas con las cepas reportadas en el Gen Bank. Se concluye que, entre las 

distintas cepas estudiadas, no hay diferencias moleculares significativas en las 

secuencias de las saposinas FhSAP1 y FhSAP2. 

 

Palabras clave: Fasciola hepatica, Saposinas, Triclabendazol, Reacción en Cadena de 

la Polimerasa.  
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ABSTRACT 

 

Animal and human fascioliasis cause millions of dollars in economic losses in the 

world, this is exacerbated with the triclabendazole (TCBZ) resistance in Fasciola 

hepatica. At the molecular level, different proteins of F. hepatica are studied in 

relation to TCBZ resistance and in relation to their use as vaccines for a protective 

response in the definitive host. Among these proteins are the saposins (FhSAP1 and 

FhSAP2) whose molecular differences would be related to TCBZ resistance or 

conversely, lack of variability favor its use in different geographical areas. The present 

study was designed to determine the nucleotide constitution of some segments of the 

FhSAP1 and FhSAP2 sequences in F. hepatica strains from different sensitivity TCBZ 

and from two different geographical areas. To make this, complementary DNA was 

obtained by RT-PCR technique from messenger RNA extracted from 24 adult flukes: 

Six specimens resistant to TCBZ and three susceptible one, from La Trobe University 

(Australia), and 15 parasites resistant to TCBZ from Cajamarca; then, by conventional 

PCR and using specific primers fragments coding for saposins in all strains were 

amplified. The results of the electrophoresis analysis show bands of 100 and 141 base 

pairs and belonging to FhSAP1 and FhSAP2, respectively. The chromatograms, with 

FinchTV program and sequence analysis with BLAST and Clustal-MFFT revealed 

high homology between the nucleotide sequences of the strains studied and no 

significant differences in conformation of amino acids when compared to the strains 

reported in the Gen Bank. We concluded that among the different strains studied, no 

significant molecular differences in the sequences of the FhSAP1 and FhSAP2 

saposins. 

 

Keywords: Fasciola hepatica, Saposins, Triclabendazole, Polymerase Chain Reaction. 
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CAPÍTULO I 

 

INTRODUCCIÓN 

 

 La fascioliasis producida por Fasciola spp. es una enfermedad que afecta a una 

gran variedad de animales mamíferos incluyendo al ser humano (1;2). Las pérdidas 

económicas generadas por esta enfermedad al sector agropecuario del mundo son 

millonarias (3;4), y en el Perú, en un subestimado de las pérdidas reales, estaría en 50 

millones de dólares/año (5), costos que se elevarían considerablemente con la 

resistencia del parásito a los fasciolicidas, como es el caso de la confirmada resistencia 

al triclabendazol (TCBZ) en el ganado vacuno en Cajamarca (6). 

 

 En el Perú, la infección humana por Fasciola hepatica ha sido diagnosticada en 

casi toda la región andina, desde los valles interandinos hasta el altiplano (7;8), en 

áreas urbanas cerca a Lima y en otros lugares de la costa (9), constituyéndose en un 

serio problema de salud pública. Cajamarca, clasificada como región hiperendémica, 

es una de las 17 regiones del país con fascioliasis humana (10;11), y sus características 

ambientales hacen sospechar de una gran cantidad de casos subclínicos sin 

diagnosticar (12;13). La infección humana sólo en la región andina de nuestro país ha 

alcanzado prevalencias de hasta 72% (14), con un panorama mundial que se agrava 

con el reporte de los primeros casos humanos de aparente resistencia al TCBZ, 

inclusive en el Perú (15-17). 
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 Las estrategias para el control de la fascioliasis, tanto en el hombre como en los 

animales, están centradas en el desarrollo de vacunas como propósito fundamental y 

común, a partir de los productos de excreción - secreción (PES) del parásito, muchos 

de los cuales han probado ser capaces de estimular una respuesta inmmunoprotectora 

en el hospedero definitivo (1;18;19). Entre los antígenos con este potencial están las 

proteínas tipo saposina de F. hepatica (FhSAPs), cuyas funciones importantes en el 

metabolismo del parásito juvenil y del adulto, las hacen potencialmente útiles en la 

inmunoprofilaxis y en el serodiagnóstico, al ser específicas de Fasciola (20-24). 

 

 Se ha teorizado que las variaciones genéticas poblacionales entre parásitos de 

diversas regiones ecogeográficas podría estar asociada con la resistencia a 

antihelmínticos (25), y por tanto, tendría importantes implicancias sobre la efectividad 

de los planes de prevención y control de la fascioliasis humana y/o animal; del mismo 

modo, frente al gran potencial que tienen los PES, algunos estudios han establecido 

que pequeñas variaciones poblacionales genómicas o proteómicas en algunos de estos 

antígenos tendrían implicancias más que funcionales para el parásito (26;27). 

 

 Existen reportes de variaciones regionales en proteínas tipo catepsinas, en trabajos 

en los que además se discute la posibilidad de que una única substitución en la cadena 

de aminoácidos, por ejemplo de la catepsina L (Cat-L), puede afectar la especificidad 

de la enzima por el substrato (26;27). También hay estudios en los que se ha 

establecido diferencias moleculares entre cepas susceptibles y resistentes a TCBZ en 

cuanto a sus glicoproteínas (glicoproteína P, Gp-P) (28) o en cuanto a sus isoenzimas 
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Glutation S-Transferasas (GST) (29); sin embargo, no hay reportes acerca de 

variaciones genéticas en las FhSAPs en especímenes provenientes de áreas geográficas 

diferentes, ni de las diferencias que podrían presentar en relación a cepas de distinta 

sensibilidad al TCBZ. 

 

 Debido al vacío teórico existente y a la importancia que han adquirido las 

FhSAPs, en este estudio se pretendió determinar las variaciones genéticas que podrían 

presentar estas proteínas en cepas susceptibles y resistentes al TCBZ, y al mismo 

tiempo que provienen de dos áreas geográficas diferentes. 

 

 La investigación se enfocó en aspectos teórico-metodológicos a fin de determinar 

diferencias en las secuencias de las FhSAPs expresadas en cepas de diferente origen 

geográfico y distinta sensibilidad al TCBZ, comparadas a nivel de sus cadenas de 

nucleótidos y/o de los aminoácidos proteína-codificantes. La resistencia al TCBZ, de 

las cepas empleadas en este estudio, ha sido comprobada en estudios previos (6;30). 

mediante pruebas de eficacia controlada y estandarizada, en las que se empleó como 

tratamiento las dosis de TCBZ recomendadas (31). Las fasciolas adultas del estudio 

fueron obtenidas de la Universidad Nacional de Cajamarca (Perú) y de la Universidad 

La Trobe (Australia). Se extrajo el ARN total de los especímenes, luego se obtuvo 

ADN complementario que fue amplificado con cebadores (primers) específicos para 

las proteínas de interés, la FhSAP1 y la FhSAP2, mediante la reacción en cadena de la 

polimerasa, técnica molecular conocida como PCR. Finalmente, los productos de PCR 

se secuenciaron y fueron analizados con softwares de alineamiento local y múltiple. 
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 En este punto, es oportuno indicar que una de las limitaciones más importantes de 

este estudio tuvo que ver con la dificultad actual para implementar protocolos estándar 

de purificación específica de saposinas (FhSAP1 y FhSAP2), lo que restringe realizar 

estudios genómicos y proteómicos completos; en este sentido, el estudio ha dependido 

fundamentalmente de la calidad del ARN total extraído de cada parásito. Además, una 

limitante adicional ha sido que no se ha evaluado la expresión cuantitativa de estas 

proteínas, ya que esto no es posible mediante la técnica de PCR convencional sino que 

requiere de equipos más sofisticados, como el que emplea la PCR cuantitativa (Real 

Time PCR). Adicionalmente, el acceso a los servicios de secuenciamiento sigue siendo 

una limitante muy importante en nuestro país, sumado a los altos costos de este 

servicio en el mercado internacional. 

 

1.2. Hipótesis de la investigación 

 Las saposinas de F. hepatica, en cepas susceptibles y resistentes al TCBZ y/o que 

provienen de áreas geográficas distintas, no presentan variaciones moleculares al 

comparar la cadena de sus nucleótidos y las secuencias de sus aminoácidos. 

 

1.3. Objetivo general de la investigación 

 Comparar las secuencias de nucleótidos de las saposinas FhSAP1 y FhSAP2 en 

cepas de F. hepatica susceptibles y resistentes al TCBZ, provenientes de áreas 

geográficas distintas, a fin de determinar la existencia o no de variabilidad molecular 

entre ellas. 
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CAPÍTULO II 

 

MARCO TEÓRICO 

 

2.1. La fascioliasis, su impacto en la economía y en la salud humana 

 La fascioliasis es una enfermedad zoonótica causada por helmintos trematodos de 

las especies F. hepatica y F. gigantica, que afecta a una amplia variedad de animales 

de interés económico, principalmente rumiantes (bovino, ovino y caprino), así como a 

otras especies domésticas y silvestres del mismo ecosistema (equinos, porcinos) y 

accidentalmente al ser humano (1;2). 

 

 Dentro de las enfermedades parasitarias del ganado, la fascioliasis es una de las de 

mayor impacto económico. Las millonarias pérdidas financieras en el sector 

agropecuario originadas por la infección masiva por Fasciola spp., suman pérdidas en 

producción lechera (de 20% a 80%), cantidad y calidad de la carne (de 8% a 50%), 

disminución de la fertilidad del ganado, muerte, uso de antihelminticos, etc. (3;32), 

pérdidas que llegarían a los 2000 millones de dólares anuales, en el mundo (4;33). En 

Suiza por ejemplo, se ha estimado que el promedio de pérdidas por fascioliasis bovina 

llegaría a 69 millones de dólares anuales (34); en Turquía se estimó en cerca de 43 

millones (35) y en el Reino Unido el promedio sería de 36 millones (5). En 

Latinoamérica, sólo en dos estados del Brasil las pérdidas estarían por encima de los 
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132 000 dólares anuales (3) mientras que en Cuba, según un estudio de cuatro años las 

pérdidas se estimaron en más de medio millón de dólares (32). En el Perú, la pérdida 

económica ganadera anual estaría por los 50 millones de dólares, estimada según la 

prevalencia de la infección y los decomisos de hígados de vacunos en mataderos (5). 

 

 En cuanto a la enfermedad en humanos, la fascioliasis ha adquirido un carácter 

cosmopolita debido a su amplia distribución mundial (4;36); al respecto, algunos 

estudios han estimado que hasta 17 millones de personas en el mundo tendrían 

fascioliasis (37) y más de 91 millones estarían en riesgo de infectarse con el parásito 

(38). Estimaciones más recientes y conservadoras indican que la carga de infectados 

estaría muy cerca de los 2.65 millones de personas (39), y que el 50% de estos estarían 

en Sudamérica (entre Bolivia, Ecuador y Perú). El parásito ha sido reportado en todos 

los países del continente americano, y en el Perú, las más altas prevalencias de 

fascioliasis humana (como también la animal) están en la sierra (de hasta 72%), 

principalmente en los valles andinos de Cajamarca, Junín, Cusco y Arequipa 

(10;14;40), así como, en la altiplanicie de la cuenca del Lago Titicaca (41), 

principalmente en la zona rural agrícola, aunque en la actualidad hay un número 

creciente de casos no autóctonos en otras ciudades debido al consumo de vegetales 

contaminados traídos de zonas endémicas (5;9). Pese a las estadísticas mundiales, la 

fascioliasis humana es una enfermedad desatendida por la Organización Mundial de la 

Salud (2;42;43), condición relacionada con la falta de vacunas para su prevención (44) 

y con el hecho de que, a la fecha, no se han reportado muertes humanas asociadas 

directamente con la enfermedad (4). 



 

7 

 

 2.2. El proteoma de Fasciola spp. y el control de la fascioliasis 

 El proteoma es el término que agrupa a todas las proteínas codificadas en el 

material genético de una célula (genoma), las mismas que son expresadas por 

instrucciones del genoma en un estado de desarrollo en particular o bajo ciertas 

condiciones fisiológicas, determinando el fenotipo biológico de un organismo (45). El 

estudio del proteoma (proteómica), ofrece nuevas herramientas para el estudio de los 

parásitos y las enfermedades que producen, ya que estas proteínas son el blanco para la 

mayoría de agentes terapéuticos (46), así como la materia prima para la producción de 

vacunas (2). 

 

 El control futuro de la infección humana y animal depende, al parecer, de 

moléculas producidas por el parásito, conocidas comúnmente como PES. Uno de los 

primeros estudios proteómicos en helmintos describió la naturaleza de los PES de F. 

hepatica identificando 29 proteínas mediante electroforesis en gel de dos dimensiones 

(47); varios ensayos vacunales han empleado estos productos, en sus formas natural o 

recombinantes, en el desarrollo de inmunógenos que en muchos casos han estimulado 

muy buena respuesta en el hospedero definitivo (1;48). Entre los antígenos con este 

potencial están las proteínas transportadoras de ácidos grasos (FABP, del inglés Fatty 

Acid Binding Protein), leucina aminopeptidasas (LAP), cisteina proteasas del tipo 

catepsinas (Cat-L), GST, y proteínas tipo saposinas (SAP, Saposin-like protein) 

(18;22;49-54). Todas estas moléculas pertenecen al proteoma del parásito adulto 

(proteínas), son PES con actividad enzimática (secretoma), o pertenecen en el mejor de 

los casos al proteoma de estadios juveniles del parásito o de la fase inicial de la 
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infección (2;55-57). Recientemente se han reportado además que algunas de las 

moléculas, como la ferritina y la FhSAP2, tienen localización y expresión diferencial 

según el estadio evolutivo de F. hepatica (58;59). 

 

 Además de su potencial vacunal, el secretoma de F. hepatica tiene importantes 

funciones metabólicas y por tanto es potencialmente útil en zonas endémicas, ya que 

sus componentes pueden emplearse en el inmunodiagnóstico (22;23;27;60). 

Asimismo, el análisis subproteómico de los principales sistemas de detoxificación en 

F. hepatica ha contribuido a mejorar en algo la comprensión de los mecanismos de 

resistencia a los antihelmínticos y a otros compuestos tóxicos para el parásito (61), 

como es el caso de la actividad diferencial de la isoenzimas GST-mu en cepas 

resistentes al TCBZ (62). Así, la manifestación del fenómeno de resistencia al TCBZ 

resulta ser una respuesta multienzimática que involucraría a más de una ruta 

metabólica, probablemente más de una de las proteínas o PES podrían estar 

involucradas en este fenómeno (63;64).  

 

 En cuanto al secretoma y las proteínas de la superficie del tegumento, aún no se 

conoce de estudios completos a este nivel para F. hepatica, debido probablemente a la 

falta de protocolos y/o técnicas estandarizadas y adecuadas para ello, aunque el 

número de proteínas analizadas ha ido creciendo exponencialmente (60), sobre todo 

por su alto potencial como blancos relevantes para vacunas y el diseño de drogas 

antiparasitarias (55). 

 



 

9 

 

2.3. La diversidad genética y su rol en la biología de F. hepatica 

 Dado el origen europeo de F. hepatica, todo indica que su expansión geográfica 

en los últimos cinco siglos es consecuencia de la colonización global europea y la 

exportación continua de ganado infectado a otros lugares del mundo, donde el parásito 

se adaptó a nuevas especies hospederas (65;66). El rango importante de hospederos 

mamíferos en Europa, incluyendo humanos, vacunos, ovinos, caprinos, porcinos, 

conejos, ciervos, búfalos, liebre, etc. (1), se amplió a hospederos a los cuales el 

parásito fue expuesto en recientes siglos, por ejemplo, llamas y alpacas en Sudamérica, 

camellos en África y canguros en Australia (67). 

 

 La diversidad genética de una especie es fundamental para enfrentar la presión 

selectiva ambiental y es esencial en el proceso de evolución de cualquier especie (68). 

Durante el ciclo biológico de Fasciola, dentro o fuera de los hospederos, el parásito es 

expuesto a diversas condiciones ambientales que han influido en la diversidad genética 

de estos trematodos y por consiguiente en su adaptabilidad a esa diversidad de 

hospederos y ambientes (65). Por ejemplo, el miracidio y el esporocisto pasan por 

varios ambientes expuestos a presiones ambientales distintas incluyendo las del 

hospedero molusco; dentro de los hospederos mamíferos hay mayores diferencias 

entre los ambientes al cual el trematodo es expuesto, como el entorno surfactante del 

conducto biliar, la viscosidad y presión de la sangre, etc., ambientes completamente 

diferentes al ambiente del tracto gastrointestinal, el peritoneo o el parénquima hepático 

(69), incluso el ambiente es diferente dependiendo de la respuesta inmune del 

hospedero (1;70). 
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 Diversos estudios han demostrado el alto nivel de polimorfismo en el genoma de 

F. hepatica, con variabilidad genética interespecie, intraespecie e incluso intra-

individuo, en un mismo hospedero animal (71;72). Este alto grado de variabilidad 

génica resulta válido para postular que dicho polimorfismo le otorga mayor capacidad 

de adaptabilidad frente al hospedero como también al medio ambiente (70). Es decir, 

la existencia de diferentes poblaciones genéticamente distintas dentro de la especie F. 

hepatica, podría permitir que, frente a cualquier presión de selección, ya sea natural o 

artificial (por ejemplo por el uso de fasciolicidas y/o medidas de control), una o varias 

poblaciones sean capaces de resistir o adaptarse a dicha presión selectiva (72;73). Es 

probable entonces que la gran diversidad de proteínas secretadas por F. hepatica 

adulto y en estados inmaduros tenga mucho que ver con la diversidad de hospederos a 

los que parasita y con la diversidad de ambientes y tejidos que el parásito debe 

enfrentar hasta instalarse en el conducto biliar. 

 

 La demostrada variabilidad genética de los trematodos hepáticos debería ser 

tomada en cuenta en los prospectos de tratamientos y vacunas, debido a que algunas 

variantes pueden ser capaces de escapar del sistema inmune del hospedero y/o del 

tratamiento (71). Para estos parásitos, además de contender con factores 

potencialmente dañinos como lo es la bilis, en el caso de tratamiento de su hospedero 

deben también enfrentar la acción de las moléculas antihelmínticas muchas veces 

exacerbada por la misma bilis. Varias de estas proteínas han mostrado proteger al 

parásito de la respuesta celular del hospedero (2). 
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 Diferencias regionales en el secretoma de F. hepatica, como las mostradas en Cat-

L1 son un reflejo de la diversidad genética encontrada dentro de las poblaciones (68). 

Por un lado, estas diferencias en los residuos de aminoácidos puede poner en peligro 

los test de diagnóstico serológico en desarrollo, porque siendo importantes las 

variaciones pueden no tener la misma especificidad y sensibilidad en cada región; o 

poner en duda los ensayos vacunales porque las diferencias pueden estimular 

respuestas diferentes e inespecíficas (26;27;74).  

 

 A pesar de la escasa información en relación al mecanismo de resistencia al TCBZ 

y la falta de un marcador genético para este fenotipo, se puede inferir, a partir de 

estudios análogos en nematodos, que la respuesta frente a la presión ambiental 

diferencial en el hospedero o en la selección de los trematodos resistentes después del 

uso antihelmíntico, puede ser más rápida si las infra-poblaciones (es decir, los 

trematodos contenidos dentro de un hospedero como individuo) que intervienen son 

genéticamente diversas (75). Finalmente, un mecanismo para eliminar la droga por 

eflujo involucraría diferencias importantes (como el cambio de una serina por arginina 

en el residuo 1144), en los alelos de la Gp-P transportadora (28), habiéndoselas hallado 

sólo en cepas TCBZ-resistentes y no en las susceptibles. 

 

2.4. Las SAPs: su función y utilidad inmunoprofiláctica y diagnóstica  

 Las SAPs pertenecen a una familia de diversas proteínas que interaccionan con 

lípidos de las membranas celulares; tienen diferentes funciones celulares entendidas 

sólo en parte pero al parecer esenciales. Su existencia se conserva en organismos 
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filogenéticamente muy distantes, desde protozoos hasta mamíferos, y con notable 

variabilidad en sus secuencias; no se les conoce un mecanismo común de acción y sólo 

algunos principios compartidos (76-79). Considerando que la interacción con lípidos 

es la base de sus funciones, las SAPs se definen a menudo por sus patrones de 

interacción con distintos lípidos aunque sin evidencia suficiente para establecer con 

claridad su función in vivo; sin embargo, dado que la caracterización in vitro de la 

mayor parte de proteínas empleadas como antígenos sugiere función antimicrobiana, 

estas podrían ser importantes también en resistencia antihelmíntica (77). 

 

 En Fasciola spp. hay cinco isoformas de saposinas reportadas, FgSAP1, FgSAP2 

y FgSAP3 en F. gigantica (23) y FhSAP1 y FhSAP2 en F. hepatica (24;80). Las SAP1 

son expresadas principalmente en estados inmaduros del parásito mientras que las 

otras dos son abundantes en estados juveniles y adultos (79). La SAP2 de F. hepatica 

(FhSAP2), un polipéptido de 11.5 kDa, es uno de los PES con un rol muy importante 

en el proceso digestivo del parásito en sinergia con otras proteasas como Cat-L y LAP 

(22;81;82), habiéndose demostrado que su forma recombinante es capaz de lisar 

eritrocitos y leucocitos mononucleares (80), para la alimentación del trematodo; esto la 

hace un antígeno relevante en los estudios que buscan obtener una vacuna efectiva y 

sistemas de diagnóstico específicos y sensibles.   

 

 Numerosos antígenos y sistemas de prueba han sido descritos para la detección de 

la infección en vacunos, entre ellas las pruebas ELISA, que emplean antígenos crudos 

o parcialmente purificados con muy buena sensibilidad (83), pero debido a la 
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existencia de antígenos comunes entre los helmintos el punto débil de la prueba ha 

sido su baja especificidad. Además, las inmunogenicidad de muchas de estas proteínas 

ha mostrado ser muy variable en vacunos, ovejas y humanos (84). Por su parte, la 

FhSAP2 provoca una fuerte respuesta por anticuerpos durante la infección activa (85) 

y en su forma recombinante ha sido empleada en un ELISA para la detección de 

anticuerpos en fascioliasis humana crónica con sensibilidad de 96,5% y especificidad 

de 97,6% (53). También se han ensayado el empleo de anticuerpos monoclonales 

contra antígenos recombinantes para SAP2 de F. gigantica (rFgSAP2) hallándose una 

alta especificidad (79). En ambos casos, el empleo de la SAP tipo 2 parece ser una 

alternativa importante para el inmunodiagnóstico de fascioliasis humana y animal, y 

un método para screening en áreas endémicas. También se ha investigado el empleo de 

una vacuna con ADN complementario construido a partir de FhSAP2, la respuesta 

inmune inducida por este constructo de ADN mostró más eficiencia que el antígeno 

recombinante al inducir protección en ratones contra la infección subsiguiente con 

metacercarias de F. hepatica (54). 

 

 A la fecha se han reportado dos saposinas para F. hepatica, la FhSAP1 (24;86) y 

la FhSAP2 (22;80). Varios estudios señalan que estas enzimas están entre los mejores 

candidatos junto con algunas catepsinas (Cat-L1 y Cat-L2), para obtener vacunas y kit 

diagnósticos de sensibilidad y especificidad importantes (20;21;54); sin embargo, no 

hemos hallado estudios en los que se evalúe diferencias genéticas o proteómicas de 

expresión, por ejemplo, entre cepas resistentes o susceptibles a antihelmínticos, o de 

diferentes áreas geográficas como los hay en Cat-L.  
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 Aun cuando varios investigadores, que emplearon catepsinas para el diagnóstico 

de fascioliasis animal y humana, no revelaron reacciones cruzadas sino por el 

contrario, alta especificidad y sensibilidad en las técnicas de ELISA (83;87), uno de 

los primeros estudios que refieren diferencias regionales entre los PES potencialmente 

utilizables como antígenos para diagnóstico fue descrito en Cat-L1 de F. hepatica (68). 

En otro trabajo, la Cat-L1 resultó ser una proteína inmunogénica en bovinos, ovejas y 

ratas, pero debido a su expresión en diversos helmintos la molécula completa no fue 

considerada como herramienta diagnóstica prometedora; frente a lo cual se 

seleccionaron algunos epítopos de Cat-L1 específicos de F. hepatica y se preparó un 

nuevo inmunógeno con hasta tres aminoácidos modificados, mejorando su 

especificidad (99%), frente al 94,6% obtenido con la Cat-L1 entera (84).  

 

 Cuando se reportó la Cat-L5 de F. hepatica, una proteinasa nueva que mostró 

hasta un 80% de identidad con la Cat-L2, se demostró que la sustitución de un único 

aminoácido en su secuencia podía afectar sustancialmente la estructura de la enzima y 

su especificidad por el sustrato (26).  

 

 Por otro lado, también se ha reportado diferencias en las secuencias de cinco 

aminoácidos de la Cat-L2 de especímenes de F. hepatica de una región geográfica en 

Turquía (cepa Firat), al ser comparada con una cepa reportada previamente en las 

bases de datos (la denominada cepa Dublin). Sin embargo, el análisis de las secuencias 

mostró 99% de homología con la Cat-L2 de F. hepatica reportada en la literatura y 

98% de homología con la “cathepsin L-like protease” de la misma especie de 
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trematodo. Los investigadores sugieren que el reconocimiento de diferencias 

regionales en Cat-L2 sería importante en la selección de antígenos para uso 

diagnóstico, ya que las diferencias en los cinco aminoácidos afectaban la 

inmunogenicidad de las proteínas involucradas (27). Esta hipótesis se basó en un 

estudio en el que las modificaciones en tres aminoácidos de un antígeno resultó ser la 

principal diferencia al evaluarse su potencial inmunodiagnóstico (84). 

 

 En base a todo esto, siempre será necesario considerar las diferencias regionales 

cuando se trata de seleccionar una proteína inmunogénica o un fragmento de ADN, 

para los estudios vacunales o para implementar los test diagnósticos, como es el caso 

de las SAPs de F. hepatica. 

 

 En cuanto a las variaciones genotípicas en SAPs, las más importantes podrían 

estar en el tipo de aminoácidos (p.e. 10 o más diferentes). Al compararse SAPs de F. 

gigantica con las de F. hepatica las variaciones en la estructura primaria son notables, 

y van de 89,1% a 98% entre SAP2 y SAP1 de ambas especies, respectivamente. Al 

comparar sólo las de F. hepatica la FhSAP1 tiene 58.8% de aminoácidos idénticos y 

78.4% de similaridad a la FhSAP2 (23). A pesar de ser tan parecidas, todas las SAPs 

tienen funciones y comportamientos diferentes; además, las variantes de F. gigantica 

tienen un patrón de localización y expresión diferencial distinto entre ellas y lo mismo 

sucede con las de F. hepatica (20-24;54;80;86), sin embargo, no hemos hallado 

estudios acerca de las variaciones genéticas que podrían haber entre SAPs del mismo 

tipo, como en el caso de las catepsinas, producidas por especímenes provenientes de 
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áreas geográficas diferentes. Tampoco se conoce si hay relación alguna de las SAPs 

con la resistencia antihelmíntica como si ha ocurrido con la GST (29;62) o las FABP 

(2), en cepas que expresen algún mecanismo o nivel de resistencia al TCBZ. Estas 

cepas son caracterizadas como susceptibles o resistentes a antihelmínticos mediante 

pruebas de eficacia in vivo, en modelos animales, siguiendo métodos estándar que han 

sido evaluados estadísticamente (88-90). 

 

 Por otro lado, aunque hay suficiente evidencia que indica que el blanco del TCBZ 

es la tubulina, el mecanismo de resistencia no está asociado con mutaciones en esta 

proteína (91); sin embargo si se ha demostrado que las cepas resistentes metabolizan la 

droga (92), o sobre-producen un número importante de proteínas parasitarias durante 

su exposición a la droga en comparación a una cepa susceptible al TCBZ, al parecer, a 

fin de proteger al parásito del estrés celular sugiriendo un mecanismo adicional de 

respuesta en cepas resistentes (93), en las que pueden estar involucradas las GST, 

enzimas antioxidantes como las FABP, o proteínas de respuesta al estrés (2;64), lo cual 

establecería a su vez una relación metabolismo-resistencia interesante.  

 

 Si un fasciolicida interactúa con diferentes sistemas dentro del parásito y ejerce 

una variedad de efectos (es probable que exista un efecto de arrastre sobre otros 

sistemas por lo que es difícil determinar si la acción fasciolicida se debe a un solo 

efecto o una combinación de efectos), es de esperar también que la respuesta del 

parásito emplee múltiples mecanismos de defensa (o enzimas, o moléculas), frente a la 

acción de los fármacos. 
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2.5. La biología molecular y el estudio de la diversidad genética 

 En las poblaciones parasitarias, la diversidad genética puede expresarse 

indirectamente mediante variaciones en caracteres fenotípicos del tipo morfológico o 

fisiológico en una misma especie, o por la aparición de cepas o variantes patogénicas 

entre los individuos que la conforman. Medir la magnitud y distribución geográfica de 

esa diversidad es actualmente muy importante, no sólo porque ayuda a conocer la 

biología, ecología y evolución de los parásitos, sino también porque permitiría diseñar 

estrategias para su control (94;95), como por ejemplo evaluar y seleccionar antígenos 

inmunógenos para ensayos vacunales o en el desarrollo de técnicas más sensibles y 

específicas para el diagnóstico. 

 

 La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), es un método para la amplificación 

in vitro de secuencias definidas del ADN objetivo e implica ciclos automatizados de 

desnaturalización, hibridación y extensión o síntesis utilizando un equipo conocido 

como termociclador. La PCR fue concebida y desarrollada en la década de 1980 por 

Kary Mullis (96), habiéndose consolidado como una técnica moderna con alto 

potencial para la detección de enfermedades infecciosas, incluyendo parásitos 

animales (97). La mayoría de las técnicas moleculares modernas empleadas para 

estudios de diversidad se basan también en la tecnología PCR, la misma que permite 

amplificar secuencias específicas de genes (de marcadores moleculares, de proteínas, 

de intrones, etc.) incluso si partimos de cantidades muy pequeñas de ADN inicial (94) 

o de ADN complementario. 
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 El número de técnicas descritas y basadas en PCR es cada vez más numerosa; y 

los estudios de diversidad parasitaria incluyendo a Fasciola spp. emplean 

frecuentemente técnicas moleculares como el RAPD (ADN polimórfico amplificado al 

azar) (25), y el RFLP-PCR (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de 

restricción), aplicados sobre marcadores moleculares como los espaciadores transcritos 

internos ITS1 e ITS2 principalmente del ADN ribosomal (98;99), aplicando además 

diversas enzimas de restricción. Estas mismas técnicas pueden aplicarse para el 

análisis del ADN mitocondrial y sus enzimas como parte de estudios de diversidad 

(100). 

 

 La técnica del RAPD se caracteriza esencialmente porque en la reacción de PCR 

se emplea sólo un cebador y la amplificación se realiza bajo condiciones de baja 

estrictez. Esto resulta en la amplificación de fragmentos de ADN anónimos que 

representan diversas regiones del genoma del individuo en estudio. Los productos de la 

amplificación se separan por tamaño mediante electroforesis en geles de agarosa. 

Mediante esta técnica se puede demostrar por ejemplo que un individuo animal puede 

ser simultáneamente infectado por más de un genotipo de Fasciola spp. y se puede 

estimar la variación genética dentro de la especie (101;102).  

 

 El RFLP-PCR, en cambio, consiste en amplificar una región de ADN definida con 

una pareja de primers específicos. Para el caso de algunos estudios, estos amplifican 

las regiones ITS (espaciador transcrito interno) del ADN ribosomal. Se obtiene de esta 

manera un sólo producto de amplificación, el que luego es sometido a digestión con 
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enzimas de restricción. Estas enzimas cortan el ADN en cualquier región donde se 

encuentre una determinada secuencia, la que corresponde al sitio de corte de la misma. 

Así, el fragmento de ADN obtenido es cortado en fragmentos menores según sean las 

veces que esté presente el sitio de corte de la enzima. Los productos de la digestión son 

finalmente separados electroforéticamente en geles de agarosa. Esta técnica puede 

emplearse para la diferenciación de especies en áreas geográficas dónde dos especies 

se superponen o tienen mucha similitud morfológica (100;102).  

 

 Los estudios experimentales que evalúan la susceptibilidad o la resistencia de las 

fasciolas al TCBZ generalmente emplean métodos estandarizadas en modelos 

animales, siguiendo las recomendaciones de instituciones internacionales que han 

normado al respecto (31), a su vez, en la detección y monitoreo de la resistencia 

antihelmíntica se emplea la prueba de reducción del conteo de huevos en heces, con 

sus limitaciones, por ejemplo, en la detección de resistencia desarrollada en estados 

inmaduros (88;90). Frente a esto, el conocimiento de los mecanismos moleculares de 

resistencia antihelmíntica a través de la biología molecular es una alternativa 

importante; en la literatura se describen antecedentes del empleo de la RFLP-PCR para 

comparar los genes que codifican la tubulina, entre cepas susceptibles y cepas 

resistentes a benzimidazoles (90). Las bases moleculares de resistencia a la mayoría de 

antihelmínticos siguen siendo desconocidas.  

 

 En ambas metodologías (las antes mencionadas), la diversidad se establece según 

sea que los individuos compartan o no los patrones de bandas. En las técnicas que 
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generan patrones de bandas de ADN es posible encontrar bandas monomórficas (es 

decir invariable en todos los individuos estudiados), o polimórficas (presentan 

variaciones). Este último tipo de bandas son las que finalmente permiten establecer las 

diferencias entre los individuos. Sin embargo, las técnicas de secuenciamiento de los 

productos amplificados permiten establecer comparaciones específicas de genes o 

grupos de genes, con las grandes bases de datos disponibles en el GenBank, a través de 

herramientas de acceso libre como las del NCBI. 

 

 En Fasciola, las variaciones genéticas han sido usadas para distinguir una especie 

de otra, pudiéndose inferir la relación filogenética entre las especies (100). Sin 

embargo, es muy poco lo que se sabe acerca de la variación genética dentro de F. 

hepatica, hecho que es potencialmente importante para el entendimiento de las 

interacciones hospedero-parásito, para evaluar la efectividad del tratamiento, para el 

desarrollo de métodos diagnósticos y vacunas, y para la interpretación epidemiológica 

de la fascioliasis. La genómica funcional es esencial para ello y para la comprensión de 

los complejos mecanismos a nivel molecular en un organismo o sus células; como 

consecuencia tenemos el análisis molecular del transcriptoma, a través de una PCR del 

ARN del individuo, a fin de atribuirle funcionalidad a los cambios de expresión 

revelados en diferentes individuos (103). Dado que el ARN usualmente es de una sola 

hebra y es sensible al calor, es necesario hacer una transcripción reversa (RT), antes de 

iniciar la amplificación por PCR. La RT-PCR representa el fórceps que ofrece la 

sensibilidad necesaria para validar los hallazgos a partir de genes individuales (103). 
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2.3. Definición de término básicos 

 

CAPÍTULO III 

 

DISEÑO DE CONTRASTACIÓN DE LA HIPÓTESIS 

 

3.1. Unidad de análisis, universo y muestra 

3.1.1. Unidad de Análisis 

 Correspondió a parásitos adultos de F. hepatica procedentes de cuatro diferentes 

áreas geográficas (una de Cajamarca, Perú); los parásitos de Cajamarca (cepa 

Cajamarca, resistente al TCBZ), fueron proporcionados por el Laboratorio de 

Inmunología e Investigación de la Universidad Nacional de Cajamarca (Perú), y las 

cepas de otras áreas geográficas han sido proporcionadas por el Departamento de 

Ciencias Agrícolas de la Universidad La Trobe, de Australia. 

 

3.1.2. Universo y muestra: 

 La población estuvo delimitada a parásitos adultos de F. hepatica provenientes 

de cuatro áreas geográficas. La muestra de estudio estuvo conformada por 24 

especímenes, 15 de la cepa resistente a TCBZ provenientes de Cajamarca, 3 

especímenes susceptibles de la cepa Sunny Corner, 3 resistentes a TCBZ de la cepa 

Tallangata y 3 resistentes a TCBZ de la cepa Gireke, provenientes de las regiones del 

mismo nombre en Australia. 
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3.2. Tipo de Investigación 

 Investigación básica, no experimental, de nivel analítico descriptivo. 

 

3.3. Técnicas e instrumentos de recolección de datos 

3.3.1. Mantenimiento de los parásitos adultos 

 Las muestras adecuadamente etiquetadas (parásitos adultos obtenidos del cepario 

correspondiente), se han mantenido congeladas a -70 °C en solución RNAlater
®
 

(Sigma) que protege el ARN del parásito. Las muestras parasitarias provenientes de 

Australia fueron transportadas congeladas en viales con RNAlater, y en un contenedor 

con hielo seco hasta su llegada al Laboratorio de Inmunología e Investigación de la 

Universidad Nacional de Cajamarca. 

 

3.3.2. Preparación previa y extracción del ARN parasitario 

 Los parásitos adultos conservados en RNAlater a -70 °C fueron procesados antes 

del aislamiento del ARN. El ARN total de los parásitos fue extraído por el método 

clásico con trizol, empleándose 1 mL del reactivo por espécimen de F. hepatica (100 

μg de peso aproximadamente), de acuerdo con el protocolo siguiente (104;105). 

 

 Previamente se limpió y desinfectó la superficie de trabajo (mesas), con alcohol al 

70 % y luego con NaOH 1M. Se utilizó siempre puntas libres de ARNasas, así 

como guantes y mascarilla para evitar la contaminación de las muestras con las 

ARNasas presentes en la respiración. 
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 Todos los materiales a emplearse en la extracción de ARN (mortero, pilón, pinzas, 

espátulas, etc.), fueron previamente lavados con lavavajilla, enjuagados en agua 

corriente, luego lavados con alcohol al 70 %, y luego con solución de NaOH 1 M 

para eliminar toda contaminación por ARNasas. Estos materiales, una vez secos, 

fueron enfriados a -70 °C por 30 minutos envueltos en bolsas plásticas de primer 

uso. Luego, al sacarlos del congelador, los materiales fueron colocados dentro de 

una caja de poliestireno expandido (tecnoport), con hielo picado, en cantidad 

suficiente para cubrir la base del mortero y mantenerlo frío. 

 Se colocó cada espécimen en un tubo Eppendorf de 1,5 mL, libre de nucleasas 

(ARNasas, ADNasas, proteasas), para ser congelado en nitrógeno líquido y luego 

descongelado a temperatura ambiente, proceso que se repitió hasta 3 veces (para 

facilitar la posterior homogenización). 

 Con el mortero mantenido en la caja de poliestireno con hielo picado, se colocó 

cada espécimen (uno cada vez), dentro de él, se machacó con el pilón frío y se 

homogenizó hasta que el parásito tomó consistencia pastosa o como polvo. El pilón 

siempre se mantuvo frío para evitar el choque térmico sobre el ARN a extraer, por 

lo que más de una vez debió ser puesto dentro del hielo picado (dentro de la bolsa 

plástica). 

 Se agregó 1 mL de trizol dentro del mortero con la muestra, homogenizando el 

contenido varias veces con la misma punta y luego se recolectó el macerado 

colocándolo en un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 mL, libre de nucleasas. 

 Se incubaron las muestras durante 5 min a 30 °C en baño maría previamente 

calentado, para la completa disociación de los complejos de nucleoproteínas. 
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 Se añadió 200 μL de cloroformo y se agitó enérgicamente a mano durante 15 

segundos y luego se volvió a incubar a 30 °C en baño maría por 3 minutos más. 

 Se centrifugó a 12 000 rpm durante 15 minutos a temperaturas entre 2 - 8 ºC. 

 La fase acuosa (la superior, translucida), que contiene el ARN, se pasó a otro tubo 

Eppendorf de 1,5 ml, libre de nucleasas, teniendo cuidado de no pipetear la 

interface (la fase blanca que contiene el ADN) y la fase rosa con las proteínas. 

 Se agregó 500 μL de isopropanol e incubó 10 min a temperatura ambiente, el ARN 

precipitó formando un pellet semitransparente en el fondo del tubo. 

 Se centrifugó nuevamente a 12 000 rpm por 15 minutos entre 2 - 8 ºC. 

 Se eliminó el sobrenadante y se lavó el pellet con 1 mL de etanol absoluto que 

previamente fue enfriado a -20 °C, agitando muy bien, este proceso se repitió 2 o 3 

veces quitando el etanol sucio cada vez. 

 Se centrifugó a 7 500 rpm durante 5 minutos a 4 °C. 

 Se secó el pellet en la estufa (a 36 °C de temperatura), dejando el tubo invertido 

sobre papel de filtro hasta que no quedaron restos de etanol en el tubo. 

 Se re-suspendió el ARN con 50 μL de agua libre de ARNasas y se disolvió el pellet 

mediante un vortex de 5 segundos.  

 Se incubó a 56 °C por 10 minutos en baño María previamente calentado.  

 

La evaluación de la calidad del ARN se hizo inmediatamente, cuando no fue así las 

muestras de ARN se guardaron a -70 °C. 
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3.3.3. Evaluación de la calidad del ARN por espectrofotometría 

 Las muestras de ARN fueron evaluadas mediante espectrofotometría UV a 260 

nm y 280 nm;  para determinar la concentración de ARN se midió a 260 nm y su 

pureza (calidad) fue determinada mediante la relación de absorbancia 260/280. 

Procedimiento: 

 Se encendió el espectrofotómetro y se colocó a 260 nm en modo absorbancia. Se 

colocó 1195 μL de agua libre de ARNasas en una cubeta de cuarzo, se agregó 5 μL de 

la muestra de ácidos nucleicos y se mezcló cuidadosamente. Se llenó otra cubeta solo 

con agua libre de ARNasas. Con el espectrofotómetro a 260 nm, primero se colocó la 

cubeta con agua y se llevó a cero, luego, se colocó la cubeta con los ácidos nucleicos y 

se hizo la medición (sin volver a llevar a cero). Después, se hizo lo mismo, siguiendo 

los pasos descritos anteriormente, pero con el espectrofotómetro en 280 nm.  

Evaluación de la pureza del ARN 

 Cuando el valor resultante de la relación 260/280 fue de 2 ± 0.1, el ARN se 

consideró de alta pureza (105), los valores mayores a 1.6 fueron considerados de buena 

calidad y a partir de estas muestras se obtuvo el ADN complementario (ADNc). Las 

muestras de ARN obtenidas fueron conservadas a -70 °C. 

 

3.3.4. Diseño de primers con secuencias completas del GenBank 

 Los primers para la amplificación correspondientes a las FhSAPs fueron  

diseñados a partir de las secuencias completas de nucleótidos disponibles en las bases 

de datos del GenBank. Para FhSAP1 el número de acceso en el GenBank es U58467 

(Fasciola hepatica amoebapore-like (FHAP) mRNA, 418 bp linear mRNA) (24), y para 
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FhSAP2 el número de acceso es AF286903 (Fasciola hepatica amoebapore-

likeproteinmRNA, 384 bp linear mRNA) (80). Se diseñaron tres pares de primers, pero 

sólo se seleccionó un par para FhSAP1 y uno para FhSAP2, adicionalmente se empleó 

un par de primers empleado en otro estudio (59). 

 

 Para el diseño de primers se emplearon las herramientas bioinformáticas Primer 

BLAST (106) del NCBI (National Center for Biotechnology Information), disponible 

en la web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/howto/design-pcr-primers/ y Primer 3 

(107), del Whitehead Institute for Biomedical Research, disponible en 

http://primer3.ut.ee/. Los primers u oligonucleótidos empleados fueron: 

 

Tabla 1. Denominación y secuencias de los primers empleados en el estudio 

Saposina Denominación Secuencia del primer 

FhSAP1 FhS1-1 Forward: 5′-CGAACACCCATCCGCAAATC-3' 

Reverse: 5'-TGGTTCCTCTGATTCCACGC-3' 

FhS1-2 Forward: 5′-GCGTGGAATCAGAGGAACCA-3' 

Reverse: 5'-TCAAGTAACCAACAGCGCCA-3' 

   

FhSAP2 FhS2-E Forward: 5′-CAAATAGCTCGCTCTCAGGAT-3′ 

Reverse: 5'-CAGATTTCCGTTGCGTTGTG-3' 

FhS2-2 Forward: 5′-ACTGTCGAGGAGCACATTGG -3' 

Reverse: 5'-GCAGATTTCCGTTGCGTTGT-3' 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/howto/design-pcr-primers/
http://primer3.ut.ee/
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3.3.5. Obtención del ADN complementario (ADNc) por RT-PCR  

 El ADNc fue sintetizado a partir de 5 μg de ARN de cada una de las muestras 

extraídas, de cada uno de los especímenes adultos de F. hepatica considerados en este 

estudio. Para ello se empleó el SuperScript
®
 III First-Strand Synthesis System for RT-

PCR (Invitrogen), siguiendo el protocolo siguiente: 

 Se mezcló y centrifugó brevemente (spin) cada componente del kit antes de usar. 

 Por muestra de ARN, en un tubo Eppendorf de 200 μL se colocó los siguientes 

componentes: 1 μL de oligo-dT 50 μM (500 μg/ml), 1 μL de mix dNTPs 10mM, el 

volumen requerido de ARN total para una concentración de 5 μg y el volumen 

necesario de agua libre de ARNasas para completar un volumen total de 10 μL. 

Todo esto se centrifugó brevemente. 

 Las muestras se incubaron en baño María previamente calentado a 65 °C por 5 min 

(para romper las estructuras secundarias presentes en el ARN). Luego se colocaron 

en hielo hasta agregar la mix de síntesis de ADNc. 

 Para preparar la mix de síntesis se agregó los siguientes reactivos por reacción 

(muestra): 2 μL de buffer RT 10X, 2 μL de DTT 0,1 M, 4 μL de Cl2Mg 25 mM, 1 

μL de RNase OUT (40 U/μL) y 1 μL de enzima Superscript III RT (200 U/μL); esto 

hizo un volumen de 10 μL que se adicionaron a los otros 10 μL del paso anterior, 

teniendo un volumen total de reacción de 20 μL de cada muestra, se mezcló 

suavemente y se colectó luego de una breve centrifugación. 

 Se colocó en el termociclador a 50 - 55 °C por 50 - 60 minutos y luego a 70 – 85 °C 

por 5 - 15 min, para terminar la reacción. 

 El ADNc sintetizado se preservó a -20 °C hasta su uso. 
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3.3.6. Amplificación del ADNc por PCR  

 La amplificación de los fragmentos de ADNc se realizó a partir de 2 μL del 

producto de la RT-PCR (templado obtenido por retrotranscripción reversa). Para este 

proceso se empleó el Novagen
®

 KOD Hot Start DNA Polymerase (Toyobo), siguiendo 

el protocolo siguiente: 

 El ADNc de cada cepa fue empleado como templado para la amplificación por PCR 

empleando los pares de primers (forward and reverse), previamente diseñados para 

cada FhSAP (Tabla 1). 

 La amplificación por muestra (de ADNc), fue llevada a cabo en tubo Eppendorf de 

200 μL donde se colocó los siguientes componentes: 5 μL de Buffer KOD Hot Start 

DNA Polymerase 10X, 5μL de dNTPs 2 mM, 3 μL de Cl2Mg 25 mM, 1.5 μL de 

cada primer (10 μM), 2 μL de templado, 1 μL de KOD Hot Start DNA Polymerase 

(1 U/μL) y 31 μL de agua grado molecular haciendo un volumen final de reacción 

de 50 μL. 

 Las condiciones de PCR en el termociclador fueron las siguientes: activación de la 

polimerasa a 95 °C por 2 minutos, con desnaturalización inicial por 20 segundos a 

95 °C, seguido del annealing por 10 segundos a la temperatura melting (Tm) más 

baja según el par de primers empleados, y elongación por 10 segundos a 70 °C. El 

número de ciclos varió entre 35 a 40 ciclos dependiendo del tamaño del fragmento a 

amplificar. 

 Finalmente las muestras amplificadas fueron conservadas a -20 °C hasta su 

secuenciamiento. 
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3.3.7. Detección de fragmentos amplificados por electroforesis en gel (bandas)  

 El producto de la PCR fue analizado mediante electroforesis horizontal en gel de 

agarosa al 2 % preparado con Tris Borato EDTA 0.5X (TBE), y teñido con SYBR Safe 

DNA Gel Stain (Invitrogen) (10 μL). Se continuó con el protocolo siguiente: 

 El gel solidificado se colocó en el sistema de electroforesis y también fue cubierto 

con TBE. En el primer pocillo o primera calle, se incorporó el marcador de peso 

molecular de 100 pb + buffer de siembra, a razón de 5 μL + 1 μL respectivamente, 

luego el control negativo (master mix sin ADN), y luego los amplificados, todos a 

razón de 4 μL + 1 μL de buffer de siembra. 

 Se conectó a la fuente de poder, se hizo una corrida inicial por 30 minutos a 80 

voltios y luego a 100 voltios por 45-50 minutos más. Finalizada la corrida, las 

bandas se observaron con transiluminación de luz UV con un Visi-Blue 

TransilluminatorTM (UVP) y fueron fotografiadas para su posterior análisis. 

 

3.3.8. Secuenciamiento de los productos amplificados y análisis  

 Los productos de PCR obtenidos fueron evaluados mediante electroforesis en gel 

de agarosa, purificados y enviados para su secuenciación a Macrogen (Korea) 

(http://www.macrogen.com). Las muestras se enviaron en las siguientes condiciones: 

volumen de 100 μL a concentración de 100 ng/μL en tubos Eppendorf de 200 μL, 

rotulados, y acompañados de los primers correspondientes a un volumen de 100 μL a 

concentración 10 μM. Los amplicones fueron secuenciados en ambas direcciones, 

mediante secuenciador automático de ADN, empleando los mismos oligonocleótidos 

usados en el PCR convencional. 

http://www.macrogen.com/
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3.4. Técnicas de procesamiento y análisis de los datos 

3.4.1. Análisis de los fragmentos amplificados 

 Las bandas de los fragmentos amplificados fueron obtenidas con un equipo foto-

documentador MicroDOC Basic System (Cleaver Scientific Ltd.); luego fueron 

medidas por aproximación al marcador de peso molecular (MPM) mediante la 

utilización del software GelAnalyzer 2010
®
, disponible en forma gratuita en 

www.gelanalyzer.com. Esto se hizo con la finalidad de comparar las bandas de las 

saposinas en todos los especímenes en busca de variaciones macromoleculares. 

 

3.4.2. Análisis de los amplicones 

 Las secuencias obtenidas en el cromatograma fueron editadas con el programa 

FynchTV 1.4.0 (de Geospiza Inc., Washigton, USA), disponible online en 

www.geospiza.com/finchtv.html y alineadas preliminarmente con el software BioEdit 

de Tom Hall, disponible en http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html. La 

búsqueda de datos para la comparación de las secuencias de consenso se realizó con el 

programa FASTA en la base de datos del GenBank, luego fueron alineadas mediante el 

Software BLAST para nucleótidos, disponible en forma gratuita en 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, y finalmente analizadas y comparadas con el 

programa Clustal-MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform), 

disponible en http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/ mediante el cual se realizó un 

alineamiento múltiple y se obtuvo los códigos para el árbol filogenético final 

construido con TreeView (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html.). 

 

http://www.gelanalyzer.com/
http://www.geospiza.com/finchtv.html
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html
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CAPÍTULO IV 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 Empleando los pares de primers denominados FhS1-1 y FhS2-2 (Tabla 1, del 

capítulo anterior), se obtuvo como producto de la amplificación del ADNc fragmentos 

de aproximadamente 100 pb (pares de bases) y de 141 bp (Figuras 1 y 2), los cuales 

pertenecen a las secuencias de FhSAP1 y FhSAP2, respectivamente. Ambas 

secuencias de proteínas también son conocidas como proteínas tipo saposinas 

(Saposin-like protein) o proteínas tipo amoebaporas (Amoebapore-like protein). 

 

 El inicio y final de los fragmentos estuvo ubicado entre las posiciones 154 y 293 

de las secuencias completas de las saposinas, cuyos números de acceso en el GenBank 

son: U58467 para FhSAP1 (F. hepatica amoebapore-like (FHAP) mRNA, 418 bp 

linear mRNA) (24), y AF286903 para FhSAP2 (F. hepatica amoebapore-like protein 

mRNA, 384 bp linear mRNA) (80). Mediante el análisis visual de los fragmentos, con 

el programa GelAnalyzer, pudimos confirmar que amplificamos las moléculas 

correspondientes a las saposinas del estudio, y no se evidenció diferencias ni el peso 

molecular ni en el tamaño de las secuencias amplificadas, aun cuando los especímenes 

provenían de diferente origen geográfico y han sido probados de presentar distinta 

sensibilidad al TCBZ (Figura 3). En este punto, es importante indicar que, midiendo el 
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peso molecular no es posible establecer la variación molecular de las proteínas 

estudiadas en las distintas cepas de F. hepatica, por lo que el siguiente paso fue hacer 

el secuenciamiento de los fragmentos amplificados, cuyos resultados sí permiten hacer 

las comparaciones correspondientes. 

 

 

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% mostrando bandas de aproximadamente 

100 pb correspondientes a la FhSAP1 en cepas de F. hepatica de diferente origen 

geográfico, susceptibles y resistentes al TCBZ. 

 
MPM: marcador de peso molecular (50 pb DNA ladder), C1: control positivo de 150 pb (FhGADPH), 

Sunny: cepa australiana “Sunny Corner” susceptible al TCBZ, Cax1: cepa “Cajamarca” resistente al 

TCBZ, Cax2: cepa de Cajamarca de sensibilidad desconocida al TCBZ, Gireke: cepa australiana 

resistente al TCBZ, Tallangatta: cepa australiana resistente al TCBZ, C2: control positivo de 100 pb. 

 

100 pb 

150 pb 

MPM 
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% mostrando las bandas de 141 pb 

correspondientes a la FhSAP2 en cepas de F. hepatica de diferente origen geográfico, 

susceptibles y resistentes al TCBZ. 

 

Cax1: cepa “Cajamarca” resistente al TCBZ, Sunny; cepa australiana “Sunny Corner” susceptible al 

TCBZ, Cax2: cepa de Cajamarca de sensibilidad desconocida al TCBZ, Gireke: cepa australiana 

resistente al TCBZ, Tallangatta: cepa australiana resistente al TCBZ, C1: control positivo de 150 pb 

(FhGADPH), MPM: marcador de peso molecular (50 pb DNA ladder). 

 

 

 

Cax1      Sunny      Cax2        Gireke     Tallangatta    C1  MPM 

141 pb 

150 pb 
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2% mostrando las bandas de FhSAP1 y 

FhSAP2 juntas, en cepas de F. hepatica de diferente origen geográfico, susceptibles y 

resistentes al TCBZ. 

 

C: control positivo de 150 bp (FhGADPH), Cax: cepa “Cajamarca” resistente al TCBZ, Sunny; cepa 

australiana “Sunny Corner” susceptible al TCBZ, Gireke: cepa australiana resistente al TCBZ, 

Tallangatta: cepa australiana resistente al TCBZ, MPM: marcador de peso molecular (50 pb DNA 

ladder). 

 

 

 

 

FhSAP1 

    C             Cax          Sunny          Cax         Sunny      Gireke     Gireke      Tallangatta   Tallangatta 
MPM 

150 pb 

100 pb 

FhSAP2 
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 Durante el análisis preliminar de las secuencias nucleotídicas siempre es necesario 

eliminar el ruido del cromatograma (background), antes de obtener las secuencias de 

consenso correspondientes, lo cual fue realizado empleando los editores de secuencias 

o programas como FinchTV, Chromas-Lite y/o BioEdit, (Figuras 4 y 5). Al analizar 

los cromatogramas, se ve una alta homología o identidad en la secuencia de 

nucleótidos de las cepas comparadas, a excepción de la secuencia de FhSAP2 para la 

cepa resistente australiana “Gireke”, donde es notoria una diferencia al inicio de la 

secuencia (Figura 5), manifestada fundamentalmente por la presencia de un triplete 

GGG que no se observa en las otras secuencias. De manera preliminar, estos datos nos 

indican que no hay variabilidad molecular significativa en la expresión de estas 

proteínas, y dicho de otro modo, la expresión de las proteínas tipo saposinas en F. 

hepatica podrían no estar relacionados con los fenómenos de resistencia al TCBZ.  

 

 Respecto a la secuencia FhSAP2 de la cepa “Cajamarca” resistente al TCBZ, 

editada, consensuada y sometida a un alineamiento local en BLAST para nucleótidos, 

los resultados devueltos evidencian, como era esperado, alineamientos significativos 

con las bases de datos del GenBank para tres moléculas de tres trematodos distintos: F. 

hepatica, Schistosoma mansoni y F. gigantica,  con homologías (identidad) de 100% 

con los dos primeros y de 93% con F. gigantica (Figura 6). La identidad con S. 

mansoni solo confirma lo que sugieren algunos estudios en cuanto a la existencia de 

genes ancestrales conservados en la filogenia de ambas especies (proteínas 

homólogas), lo cual explica además la existencia de epítopos en SAPs de reacción 

cruzada entre estos parásitos (85). 
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Figura 4. Cromatogramas de la FhSAP1 en cepas de F. hepatica de diferente origen geográfico, susceptibles y resistentes al TCBZ.

Cajamarca 

Sunny 

Gireke 

Tallangatta 
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Figura 5. Cromatogramas de la FhSAP2 en cepas de F. hepatica de diferente origen geográfico, susceptibles y resistentes al TCBZ. 

Cajamarca 

Sunny 

Gireke 

Tallangatta 
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Figura 6. Alineamiento local BLAST de la secuencia de FhSAP2 de la cepa resistente 

“Cajamarca” con la colección de nucleótidos del GenBank. 
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 Adicionalmente, en la figura 6 (recuadro inferior), se evidencia que no existe 

diferencias en la conformación de los aminoácidos al compararse la FhSAP2 de la 

cepa “Cajamarca” con la secuencia de la proteína reportada por Espino & Hillyer (80), 

con lo cual, más allá de que podemos remarcar que las SAPs de F. hepatica no 

servirían como marcadores de resistencia al TCBZ, su potencial como antígeno para el 

desarrollo de kits diagnósticos y para ensayos vacunales se ve favorecido, ya que este 

tipo de proteínas no sólo están entre los antígenos más fácilmente detectados en sangre 

(79;108), sino que además contiene una misma conformación de epítopos en diferentes 

regiones geográficas. 

 

 Durante los alineamientos por pares, de las secuencias de FhSAP1, enfrentando la 

cepa resistente “Cajamarca” con las demás del estudio, provenientes de Australia, se 

ha evidenciado diferencias nucleotídicas puntuales en un solo nucleótido, en este caso 

la cepa “Cajamarca” expresa una citosina (C), en lugar de las adeninas (A), que 

aparecen en todas las cepas de Australia, bajo un 97% de cobertura e identidad de 98% 

(Figura 7); sin embargo, en el alineamiento múltiple con una cobertura menor (de 

hasta 78,8%) la identidad de las secuencias llegó al 100% (Figura 8). Al parecer, estas 

pequeñas diferencias en la conformación de las secuencias no serían significativas para 

la expresión de la molécula en ninguno de los casos, ni por diferencias regionales ni 

por diferencias según la sensibilidad al TCBZ de los especímenes estudiados. De 

acuerdo con algunas investigaciones, se requieren diferencias significativas en la 

conformación de los aminoácidos para que estas tengan un impacto importante en la 

expresión de las enzimas del proteoma de F. hepatica (26;29). 
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Score de 61 b, Valor e: 2e-31, 98% de identidad, 0% de gaps, 1 mismath y cobertura de 97% 

Figura 7. Alineamiento por pares en BLAST nucleotide, de la secuencia de FhSAP1 de la cepa resistente “Cajamarca” (Cax) con cada una 

de las cepas australianas (Sunny Corner, Gireke y Tallangatta). 
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Figura 8. Alineamiento múltiple en BLAST nucleotide, de la secuencia de FhSAP1 de la 

cepa resistente “Cajamarca” con cada una de las cepas australianas (Sunny Corner, 

Gireke y Tallangatta). 

 

 

 

Alineamiento Multiple BLAST de Secuencias FASTA Editadas (61 b) Secuencia Acceso GENBANK N° AF286903 

Query 7534: cepa Cajamarca, 53 bases alineadas, 98,1% de identidad, 1 gaps (242), 78,8% de cobertura, 6e-
24

 

Query 7535: cepa Sunny Corner, 51 bases alineadas, 100% de identidad, 0 gaps, 77,7% de cobertura, 4e-
25

 

Query 7536: cepa Gireke, 50 bases alineadas, 100% de identidad, 0 gaps, 75,8 de cobertura, 2e-
24

 

Query 7537: cepa Tallangatta, 50 bases alineadas, 100% de identidad, 0 gaps, 75,8 de cobertura, 2e-
24
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 Al comparar las secuencias de la proteína FhSAP2, se apreció algo similar. En 

este caso una guanina (G), en la cepa australiana “Gireke” reemplaza a una Adenina 

(A), en las demás cepas, incluyendo la cepa “Cajamarca”. El porcentaje de identidad 

alcanzó el 100 % en los otros pares comparados con cobertura de hasta 99 % (Figura 

9), lo cual minimiza también la variación nucleotídica, ya que en el alineamiento 

múltiple la homología fue de 100 % con una cobertura máxima de 93,8 % en todos los 

casos (Figura 10). Es importante resaltar esta homología de 100 %, sobre todo porque 

la FhSAP2 es una molécula muy promisoria, con la que más se está investigando la 

obtención de vacunas, tipo recombinantes y tipo ADN (20;22;54).  

 

 
Score de 112-113 bp, Valor e: 1e-57, 99,1-100% de identidad, 0% de gaps, 1 mitsmach y cobertura de 99% 

 

Figura 9. Alineamiento por pares en BLAST nucleotide, de la secuencia de FhSAP2 de la 

cepa resistente “Cajamarca” (Cax) con cada una de las cepas australianas (Sunny 

Corner, Gireke y Tallangatta). 
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Figura 10. Alineamiento múltiple en BLAST nucleotide, de la secuencia de FhSAP2 de la 

cepa resistente “Cajamarca” con cada una de las cepas australianas (Sunny Corner, 

Gireke y Tallangatta). 

  

Alineamiento Multiple BLAST de Secuencias FASTA Editadas (113 b) Secuencia Acceso GENBANK N° AF286903 

Query 6924: cepa Cajamarca, 106 bases alineadas, 100% de identidad, 0 gaps, 93,8% de cobertura, 2e-
55

 

Query 6925: cepa Sunny-Corner, 106 bases alineadas, 100% de identidad, 0 gaps, 93,8% de cobertura, 2e-
55

 

Query 6926: cepa Gireke, 106 bases alineadas, 100% de identidad, 0 gaps, 93,8% de cobertura, 2e-
55

 
Query 6927: cepa Tallangatta, 106 bases alineadas, 100% de identidad, 0 gaps, 93,8% de cobertura, 2e-

55 
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En general, ante la falta de variación genética significativa en la secuencia de 

nucleótidos codificantes para proteínas FhSAP2 en las cepas de estudio, comparadas 

además con la secuencia reportada en el GenBank (80), podemos asumir que los 

avances en el desarrollo de técnicas diagnósticas y en los estudios de inmunización 

empleando éstas mismas moléculas podrían, en su momento, ser aplicadas en nuestra 

región. Por el contrario, si se hubieran hallado diferencias en las secuencias de 

aminoácidos, como las reportadas en la proteína Cat-L2 de cepas de F. hepatica 

también tomadas de áreas geográficas distintas (26;27), necesariamente se tendría que 

evaluar en cada zona geográfica la utilidad de la proteína FhSAP2 como herramienta 

diagnóstica, y se tendrían que implementar protocolos de prueba para ensayos 

vacunales con FhSAP2 obtenidas de cepas oriundas de cada región geográfica. 

 

 En los estudios mencionados se discute las implicancias que las diferencias 

nucleotídicas y su expresión de aminoácidos tienen sobre lo avanzado en 

inmunoprofilaxis y el diagnóstico, empleando antígenos como las Cat-L. En este 

sentido, los avances en el empleo de FhSAPs y sus moléculas recombinantes, como 

alternativas para el diagnóstico masivo y control de la enfermedad en animales y su 

prevención en humanos se ven fortalecidos con nuestros hallazgos, ya que empleados 

como antígenos para producir kits diagnósticos pueden ser útiles en cualquier lugar del 

mundo. Debido a que la inmunogenicidad de estas proteínas ya ha sido demostrada en 

diversos estudios (20;22;54), su empleo como vacuna para el control de la enfermedad 

en el ganado, en diferentes regiones geográficas, también se vería respaldada por la 

nula o escasa variación antigénica de las moléculas, hallada en este trabajo. 
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 Es importante señalar que, entre otras limitaciones, en este estudio sólo se 

evaluaron algunas fracciones de las secuencias completas de las proteínas FhSAPs, por 

lo que sería sustancial completar las secuencias de ambos extremos y alinearlas 

nuevamente para establecer completamente la homología de ambas saposinas. De 

encontrarse, en un nuevo alineamiento, diferencias que no hemos hallado en esta 

investigación, estas tendrían que ser significativas en el número y en el tipo de 

nucleótidos y/o aminoácidos para afectar la inmunogenicidad del antígeno involucrado 

(74). Por otro lado, la ausencia de variaciones genéticas en estas proteínas, entre 

individuos de diferente sensibilidad al TCBZ, ayuda poco a entender los mecanismos 

del fenotipo resistente y su relación con los PES o las rutas metabólicas involucradas 

(93), y más bien sirven sólo para reconocer que tales transiciones se deben a la 

variación alélica normal en los genes que las codifican. 

 

 Frente a los hallazgos hasta ahora indicados, también se optó por alinear las 

secuencias sin edición en el Software BioEdit (Tablas 2 y 3) y en forma múltiple en el 

Clustal-MAFFT (Figuras 11 y 12). Los resultados confirman el alto nivel de identidad 

entre las secuencias de las diferentes cepas estudiadas, aunque muestran también 

algunas diferencias al inicio de las secuencias comparadas; sin embargo, de acuerdo 

con los cálculos estadísticos de los programas empleados, valores e por debajo de 10
-6

 

son más que suficientes para afirmar que tales diferencias no son significativas, o para 

asegurar la alta homología entre las secuencias. 
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Tabla 2. Alineamiento de secuencias de nucleótidos, de la FhSAP1, de las cepas del 

estudio comparada con la secuencia FASTA de amoebapore-like de F. hepatica 

(disponible en el GenBank, con N° de acceso AF286903.1) en el programa BioEdit. 

 

 

 

 

Tabla 3. Alineamiento de secuencias de nucleótidos, de la FhSAP2, de las cepas del 

estudio comparada con la secuencia FASTA de amoebapore-like de F. hepatica 

(disponible en el GenBank, con N° de acceso AF286903.1) en el programa BioEdit. 
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Figura 11. Alineamiento múltiple con CLUSTAL-MAFFT de las cepas en estudio 

para FhSAP1. 
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Figura 12. Alineamiento múltiple con CLUSTAL-MAFFT de las cepas en estudio para 

FhSAP2. 

 
 Finalmente, en la figura 13, empleando las pequeñas variaciones de las secuencias 

de nucleótidos no editadas de la FhSAP2, se ha establecido la relación filogenética de 

parentesco entre las cepas de estudio (de manera correcta, esta relación debería 

establecerse mediante estudios de variación genética en marcadores moleculares 

intraespecie). La figura muestra un mayor acercamiento filogenético entre las cepas 

“Gireke” de Australia y la cepa correspondiente a la de la secuencia reportada por 

Espino y cols. (80); estas a su vez, estarían mejor relacionadas con la cepa resistente 

“Cajamarca”. Sin embargo, las cepas “Sunny Corner” (susceptible al TCBZ) y 

“Tallangatta” (resistente al TCBZ), que aparecen en ramas separadas, tendrían un 

menor grado de parentesco con la cepa “Cajamarca” o quizá una historia evolutiva 

distinta. 
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Figura 13. Árbol filogenético comparativo de las FhSAP2 para las cepas del estudio, 

empleando el software TreeView [*AF 286903 (80): Amoebapore-like 2 protein]. 

 

Cepa Sunny Corner 

Cepa Tallangata 

1 

Cepa Cajamarca 

Cepa Gireke

 
 Cepa Gireke 

AF 286903*

 
 Cepa Gireke 
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CAPÍTULO V 

 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

5.1. Conclusiones 

1. Este estudio concluye que, entre los fragmentos de ADN secuenciados, 

correspondientes a las saposinas FhSAP1 y FhSAP2 y provenientes de ARNm de las 

cepas Cajamarca (resistente) y las de Australia Sunny Corner (susceptible), Gireke 

(resistente) y Tallangata (resistente), no hubo variación nucleotídica significativa.  

2. Consecuentemente, también se concluye que no hay variabilidad significativa en 

la expresión de los aminoácidos, correspondientes a las mismas fracciones de 

proteínas, en las cepas Cajamarca (resistente) y las de Australia Sunny Corner 

(susceptible), Gireke (resistente) y Tallangata (resistente). 

 

5.2. Recomendaciones 

1. Realizar estudios con un mayor número de especímenes adultos de F. hepatica, 

así como con especímenes en sus formas juveniles. 

2. Aplicar la tecnología de la PCR cuantitativa para evaluar la expresión 

diferencial de las SAPs, en especímenes adultos y juveniles de F. hepatica. 

3. Hacer estudios con oligonucleótidos que abarquen mayor longitud de la 

secuencia de nucleótidos para ambas enzimas (FhSAP1 y FhSAP2). 
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