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El tercer nimero de Paralournal sale a la luz en el
verano de 2023, tras un intenso curso que tuvo como
comun denominador la vuelta a la normalidad. En este
afo, la Sociedad Espafiola de Parasitologia (SOCEPA)
también ha vuelto a este estado, realizando actividades
y propuestas acordes a los nuevos tiempos. Asi, hemos
disfrutado de espléndidos ParaWebinar, todos ellos
recogidos en nuestra web. También se han impulsado
nuevos grupos de trabajo y se han destinado ayudas a
doctorandos para realizar su aprendizaje en laboratorios
especializados. Hace unos dias se anuncié la préxima
reunién de la Sociedad, a principios de septiembre,
donde de nuevo la normalidad serd una realidad,
retomando las comidas de antafio o disfrutando de los
nuevos galardonados con la medalla “Lépez Neyra”.
Sobre este tema hablaremos en este editorial.

El Instituto de Medicina Tropical, creado en los 30 del
pasado siglo XX, tuvo una vida efimera y la guerra
civil(1936-39)contribuyé a su posterior extincién. Las
cétedras de Parasitologia eran escasas en las Facultades
de Medicina y la Parasitologia Veterinaria tardé mucho
en florecer, lo hizo tan sélo pasada la primera mitad del
siglo XX. La Parasitologia como materia universitaria
persistié en tres de las cuatro Facultades de Farmacia
clésicas: Madrid, Barcelona y Granada. La tradicién
contina, en muy disfinto grado, en las ahora 25 Facultades
de Farmacia de las Universidades pdblicas y privadas
espafiolas.

La tradicién procede de una disciplina antigua en la
formacién de los boticarios: Historia Natural (siglo
XVIII) que derivd en la Materia Farmacéutica de los
Tres Reinos, y ésta, en la Materia Farmacéutica Mineral
y Animal, escasa en farmacos simples pero abundante
en causas de enfermedad. Asi, se fransformé en Mineralogia
y Zoologia aplicadas a la Farmacia y finalmente en
1945 en Parasitologia Animal. El mds importante de los
cultivadores en este dmbito fue el profesor Don Carlos
Rodriguez Lépez-Neyra. Hijo de un Catedrdtico de
instituto de Cérdoba y de una rica heredera de Cadaqués.
Excelentemente dotado, se doctoré en la Universidad
Central alos 20 afios, pasando a ser auxiliar interino en
la Cdtedra de Mineralogia y Zoologia, que en Madrid,
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junto con la Botdnica, desarrollaba el Profesor Marcelo
Rivas Mateos. Su otro hermano, Manuel Rodriguez
Lépez-Neyra, dos afios mayor, explicaba Quimica
Inorgdnica. Manuel obtuvo la Cétedra granadina de
Mineralogia y Zoologia y de inmediato se trasladé a
Quimica Inorgdnica. Asi, vacante Mineralogia y Zoologia,
tras brillante oposicién, Don Carlos, con 26 afios,
obtuvo la catedra en el afio 1911 e inaugura una fructifera
vida universitaria con dedicacién exclusiva hasta su
jubilacién en 1955, continuando como emérito hasta
1958. Su trabajo pionero, original y extenso se evidencia
en el hecho de que antes de 1945 se crearan las Cétedras
de Parasitologia y el CSIC elevara en 1942 a Instituto
Nacional de Parasitologia la Seccién de Helmintologia,
que dirigia el profesor.

“Hace unos dias se anuncidé
la préxima reunion de
la Sociedad, a principios
de septiembre, donde
de nuevo la normalidad
serd una realidad”.

Don Carlos Rodriguez Lépez-Neyra amplié sus cono-
cimientos en el Instituto Pasteur de Paris, Instituto de
Higiene de Berlin o Instituto de Zoologia de Viena.
Fue, en su tiempo, el cientifico espafol mas citado,
después de Cajal. Tras su muerte, el Instituto pasé a
denominarse Instituto Lépez Neyra. La medalla
creada por la Sociedad Espafiola de Parasitologia
(SEP) es un bello resumen de esta vida cientifica, es un
homenaje al pasado y una exigencia del presente
para los que la han recibido.

Muchisimas gracias,

Antonio R. Martinez Ferndndez

Presidente de Honor de la Sociedad Espafiola de Parasitologia

Antonio Muro

Presidente Sociedad Espafiola de Parasitologia
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a Asamblea Fundacional se celebré el 29 de diciembre de 1963, en la sede del Consejo

Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) en Madrid, Calle de Serrano, 117. Los asistentes

a esta asamblea, a la que se convocé a todos los profesores, investigadores y becarios
trabajando en Parasitologia, tienen la consideracién de socios fundadores.

Los primeros Estatutos de la Asociacién se estudiaron y redactaron en la | Asamblea General
Extraordinaria celebrada el 18 de diciembre de 1965, en el Instituto Lépez-Neyra de
Parasitologia de Granada, fueron aprobados por la autoridad gubernativa (Ministerio de
Gobernacién) el 8 de junio de 1966.

El 4 de julio de 1966 se celebrd la | Reunidn del Consejo Directivo de la APE, de acuerdo
con sus estatutos. Lo componian: Valentin Matilla Gémez, Presidente; Diego Guevara Pozo,
Vicepresidente; Miguel Cordero del Campillo, Tesorero; Dimas Ferndndez Galiano, Vocal
y José Gonzdlez Castro, Secretario. Excusaron su asistencia los vocales Jaime Gdllego
Berenguer y José Antonio Romagosa Vila, asi como el secretario adjunto José Aparicio
Garrido. Se acordé celebrar en Granada, en el otofio de 1967, la | Asamblea General
Ordinaria, con cardcter de reunidn cientifica.

Desafortunadamente no se convocé tal asamblea y la APE languidecié bajo una direccién
pasiva hasta 1975.

El 13 de marzo de 1975 se convocd una Asamblea Extraordinaria en la Escuela Nacional
de Sanidad, aneja a la Facultad de Medicina de la Universidad Central, Madrid. Se puede
considerar esta asamblea como una auténtica refundacién de la APE. Se aceptd la renuncia
del Profesor Matilla y se nombré para sustituirle al Profesor Diego Guevara Pozo. Un afio
mas tarde, en Asamblea General Extraordinaria de 25 de julio de 1975, se presentaron los
nuevos Estatutos - aprobados gubernativamente en 1981 -, en los que se cambiaba el Consejo
Directivo por una Junta Directiva con 13 vocales que representan los diferentes grupos
que trabajan en Parasitologia a lo largo del pais. Comenzé asi la vida ordinaria de la
Asociacién. Posteriormente, los Estatutos fueron adaptdndose a los tiempos, con modificaciones
aprobadas en 1986 y 1992. En el afio 2002 se acordé cambiar el nombre de la asociacién
desde APE a SEP. Los estatutos vigentes de la actual SOCEPA datan de las modificaciones y
adaptaciones efectuadas en el afio 2014.




, catedrdtico de Microbiologia, Parasitologia e Higiene, Facultad de
Medicina de la Universidad Central, 1965-1975.

, catedrdtico de Parasitologia, Facultad de Farmacia de Granada, 1975-1978.

, catedrdtico de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias, Facultad
de Veterinaria de Leén, 1979-1982.

, catedrdtico de Parasitologia, Facultad de Farmacia de Barcelong,
1983-1986.

, catedrético de Parasitologia, Facultad de Farmacia, Universidad
Complutense, Madrid, 1987-1990.

, catedrdtico de Parasitologia, Facultad de Farmacia, La Laguna, Tenerife,

1991-1994.

, catedrdtico de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias, Facultad
de Veterinaria, Ledn, 1995-1998.

, catedrético de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias,

Facultad de Veterinaria, Cérdoba, 1999-2002.
, catedrético de Parasitologia, Facultad de Farmacia, Valencia, 2003-2006.

, por eleccién sustituyendo al fallecido Ignacio Navarrete, vocal més anfiguo
de la Junta de Gobierno, catedrdtico de Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria de Lugo,
9
que actué como presidente durante los préximos afios 2007-2010.

, el entonces Vicepresidente electo, catedrdtico de
Parasitologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Granada; tomé posesién en la Asamblea
General celebrada en 2011 (2011-2015).

presidente electo en la reunidn entre congresos y Asamblea
General celebrada en Madrid, 2016, catedrdtico de Parasitologia, Facultad de Farmacig,
Universidad de Tenerife (2016-2019).

, presidente electo en la Asamblea General celebrada de manera
virtual en 2020, catedrético de Parasitologia, Facultad de Farmacia, Universidad de Salamanca.



, Granada, 1976. Es la primera
manifestacién cientifica de la sociedad. Fue organizada conjuntamente por la Cétedra de
Parasitologia de la Facultad de Farmacia y el Instituto Lépez-Neyra de Parasitologia.

, Madrid, octubre de 1977 con cardcter
de microcongreso. Asamblea General de la APE.

, Madrid, Escuela Nacional de Sanidad, 27-28 de octubre de 1978. Dos mesas
redondas: Apicomplejos (Ponente Antonio R. Martinez Ferndndez) y Entomologia
Sanitaria (Ponente Juan Gil Collado).

, Ledn, 1979. Organizado por la Cétedra de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias
de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Ledn.

, 1980, Sede Central del CSIC, Madrid. Ademdés de la Asamblea General se
celebré mesa redonda sobre ELISA y nuevas técnicas de diagnéstico, actuando de
ponentes los doctores J.M. Sénchez Vizcaino y J. Ruitenberg.

, Granada, 1981.0rganizada por
el Instituto Lopez-Neyra y la Cétedra de Parasitologia de la Facultad de Farmacia y
Ciencias.

, 1982, a modo de minicongreso con comunicaciones orales y carteles, en
Madrid. Organizada por el Departamento de Parasitologia, Facultad de Farmacia.
Asamblea General.

, Barcelona, 1983. Organizado bdsicamente por el Departamento de Parasitologia
de la Facultad de Farmacia de la Universidad Central de Barcelona, con colaboraciones
de otros centros.

, Madrid, 1984, a modo de minicongreso con conferencias sobre diddctica de
la Parasitologia y comunicaciones. Organizada por el Departamento de Parasitologia,
Facultad de Farmacia y el grupo de Parasitologia de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad Complutense de Madrid. Asamblea General de la APE.

, Tenerife, 1985. Organizado por la Cétedra de Parasitologia, Universidad de La Laguna,
con la colaboracién de la Universidad de las Palmas y los organismos de Sanidad de la
Administracién Autondmica e Insular.

en Majadahonda, 1986, monogréfica sobre Leishmaniosis. Organizada por
el grupo de Parasitologia de la Facultad de Veterinaria y el Centro de Microbiologia,
Parasitologia y Virologia del Instituto de Salud Carlos II1.



, Salamanca, 1987. Fue organizado por el Instituto de Orientacidn y Asistencia Técnica
del Oeste (IOATO), centro propio del CSIC con la colaboracién de la catedra de Parasitologia
de la Facultad de Farmacia.

, Alicante, 1988. Simposio sobre "Perspectivas del control Inmunolégico de
las Helmintiasis” organizado por el Departamento de Parasitologia de la Facultad
de Farmacia de la UCM. Este evento coincidié con la VII ICT (Seventh International
Conference on Trichinellosis), siendo Presidente del Comité Organizador el Prof. Dr. D.
AR. Martinez Ferndndez, a la sazén Vicepresidente de la International Commission on
Trichinellosis (ICT). Se presentaron trabajos sobre fisiologia, bioquimica, biologia
molecular, relaciones pardsito-hospedador, genética, especiacién, inmunologia
experimental y aplicada, patologia experimental y clinica, transmisién en animales
domésticos y salvaijes, salud piblica y quimioterapia.

(I Congreso Ibérico de Parasitologia), Caceres, 1989. Por accidn conjunta del presidente
de la APE, a la sazén Prof. Dr. AR. Martinez Ferndndez y el Prof. Dr. I. Ignacio Navarrete,
organizador del Congreso de Céceres, por parte espafolay del Dr. Rui da Costa Pinhdo y el
Prof. Manuel Carvalho Varela de Portugal. Se acordé asociar en un Gnico evento, a celebrar
cada 2° afio, alternativamente en uno y ofro pais, los congresos de las respectivas sociedades,
APE espafiola y SPP portuguesa. La organizacién fue realizada por el Departamento de
Sanidad Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Extremadura.

, Madrid, 1990. Mesas redondas sobre Biologia Molecular y Parasitologia.
Asamblea en la que se asume la cabecera de la Revista Ibérica de Parasitologia,
cedida por el CSIC. Asamblea Extraordinaria, sesién necrolégica y concesién de
la medalla Lépez-Neyra a titulo péstumo al fallecido don Francisco de Paula Martinez
Gémez, primer catedrdtico de Parasitologia de la Facultad de Veterinaria de Cérdoba.

(Il Congreso Ibérico de Parasitologia), Valencia, 1991. La organizacién corrié a cargo
del Departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valencia.
Se transformé en el ICASEP | (I Congreso Internacional de las Asociaciones Sudoccidental-Eu-
ropeas de Parasitologia). Reunié a 10 sociedades de Parasitologia de Francia, ltalia, Portugal
y Espaiia.

, celebrada en la Facultad de Veterinaria de Leén, 1992, en homenaije al Prof. Dr.
Miguel Cordero del Campillo, por su reciente jubilacién. Conté con la conferencia
invitada de Lord Soulsby y comunicaciones sobre la ensefianza e investigacién de la
Parasitologiaenlasdiferenteslicenciaturasdelauniversidadespafiola.Laorganizaron
conjuntamente Francisco Rojo, Yolanda Manga y Antonio R. Martinez Ferndndez,
alumnos que fueron del Prof. Dr. Miguel Cordero.

(I Congreso Ibérico de Parasitologia), Lisboa, 1993. Organizado por la Sociedad
Portuguesa de Parasitologia con el apoyo del Ministerio de Sanidad, el Instituto de Medicina
Tropical, el Instituto Nacional de Salud y la Universidad de Lisboa.

, celebrada en Arenys de Mar, Barcelona,1994, en homenaije al Prof. Dr. Jaime
Gallego Berenguer en ocasién de su jubilacién como catedrédtico de Parasitologia.
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(IV Congreso Ibérico de Parasitologia), Santiago de Compostela, 1995. Organizado
por el Departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Santiago
de Compostela.

, Madrid, 1996, Departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de
la Universidad Complutense. Exposicién de las principales lineas de investigacidn en
Parasitologia. Ponencias invitadas. Se analizan las principales lineas de investigacidn
que se siguen en el pais.

(V Congreso Ibérico de Parasitologia), Evora, Portugal, 1997. Organizado por la SPP
en colaboracién con la Universidad de Evora.

, Madrid, 1998, Departamento de Parasitologia, Facultad de Farmacia.
Conferencia invitada, Dr. Pedro Morera Villalobos de Costa Rica, descriptor con el

Dr. Rodolfo Céspedes Fonseca del nematodo Angiostrongylus costaricensis. Asamblea
General de la APE.

(VI Congreso Ibérico de Parasitologia), Cérdoba, 1999. Lo organiza el Departamento
de Sanidad Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Cérdoba.

, Madrid, 2000. Conferencia invitada, Prof. Cordero del Campillo, sobre 100
afios de Parasitologia Espafiola. Premios SYVA a las mejores tesis doctorales y Asamblea
General.

(VI Congreso Ibérico de Parasitologia), Oporto, Portugal, 2001. Organizado por las
Facultades de Ciencias, Farmacia y Estudios de Veterinaria de la Universidad de Oporto, en
colaboracién con el Instituto Nacional da Satde (INSA) Dr. Ricardo Jorge, de Porto.

, Madrid 2002, Departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia
de la Universidad Complutense de Madrid. Asamblea General. Se acuerda romper
el ritmo de la celebracién cada dos afios del Congreso, para que coincida en 2004
el correspondiente congreso ibérico con el EMOP IX que se organizard en Valencia.

, Asamblea General en Madrid, 2003, Facultad de Farmacia. Conferencia del
Prof. J.M. Alunda sobre “La investigacién en Parasitologia en Espafia: revisién
bibliométrica y otros elementos que determinan su estatus”.

, Valencia, 2004 (VIII Congreso Ibérico de Parasitologia), coincidiendo con el IXEMOP
(European Multicolloquium of Parasitology). Organizado por el Departamento de Parasitologia
de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valencia. Coincidiendo con el Congreso, se
celebré la Il Reunién Anual del European Veterinary Parasitology College, organizado por el
Prof. Rojo Vézquez y en el que participaron algunos miembros de la SEP.

, Madrid, 2005. Departamento de Parasitologia. Asamblea General. Homenaje
al Prof. Ignacio Navarrete y concesién a titulo pdstumo de la Medalla Lépez-Neyra.

(IX Congreso Ibérico de Parasitologia), Coimbra, 2005, organizado por la SPP en
colaboracién con la Facultad de Farmacia de Coimbra.

, Madrid, 2006, Departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia
de la UCM. Asamblea General. Conferencia invitada: Prof. Dr. George Hillyer,
Universidad de Puerto Rico.

12



(X Congreso Ibérico de Parasitologia), Madrid, 2007. Organizado por el Departamento
de Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria de la UCM. Primer libro de resimenes en formato
digital. En soporte CD.

, Madrid, 2008, Facultad de Farmacia de la UCM. Asamblea General. Confe-

rencia invitada. Prof. Dr. Antonio R. Martinez Ferndndez, con motivo de su jubilacién.

(XI Congreso Ibérico de Parasitologia). Lisboa, 2009. Organizado por la Sociedad
Portuguesa de Parasitologia.

, Madrid, 2010. Facultad de Farmacia de la UCM. Conferencia invitada Prof. Dr.
D. Santiago Herndndez Rodriguez, con motivo de su jubilacién.

(XII Congreso Ibérico de Parasitologia). Zaragoza, 2011. Organizado por el
Departamento de Sanidad Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de
Zaragoza. Resimenes en formato digital.

, Madrid 2012, Asamblea General. Concesién de la Medalla Lépez-Neyra al
Prof. Francisco A. Rojo Vdazquez.

Se interrumpe la serie de congresos ibéricos. Los parasitélogos portugueses organizan su congreso de
forma independiente. La Sociedad Espafiola de Parasitologia intenta ampliar el dmbito de asistencia,
invitando a participar a asociaciones de otros paises vecinos.

(XVIII Congreso de la Sociedad Espafiola de Parasitologia y | Encuentro Internacional
de Parasitélogos de Espafia, Francia, ltalia y Portugal). Las Palmas de Gran Canaria, 2013.
Organizado por el Departamento de Sanidad Animal de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Las Palmas.

, Madrid, 2014. Organizada por el Departamento de Parasitologia de la UCM
y el Centro de Investigaciones agropecuarias del CSIC de Le6n. Conferencia del Dr.
Don Santiago Merino Rodriguez, director del Museo Nacional de Ciencias Naturales.

, (XIX Congreso de la Sociedad Espafiola de Parasitologia y Il Encuentro Internacional
de Parasitélogos de Espaiia, Francia, Italia y Portugal). Vitoria, 2015. Organizado por el
Departamento de Inmunologia, Microbiologia y Parasitologia de la Universidad del Pais
Vasco.

, Madrid, 2016. Facultad de Farmacia. Asamblea General. Eleccién de nueva
Junta directiva y de nuevo presidente, Prof. Dr. Basilio Valladares Hernandez.

, La Laguna, Tenerife, 2017. Organizado por Instituto de Enfermedades Tropicales y
Salud Piblica de Canarias y la Universidad de La Laguna. XV encuentro del European
Veterinary Parasitology College (EVPC).

, Madrid, 2018. Facultad de Farmacia. Asamblea General.

, Pontevedra, 2019. Organizado por la Universidad de Vigo.

, 2020. Asamblea General realizada de manera virtual con motivo de la
pandemia por SARS-CoV-2. Eleccién de nueva Junta directiva y de nuevo presidente,
Prof. Dr. Antonio Muro Alvarez.
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El escudo de la SEP (actual SOCEPA) heredado de uno de la APE fue ideado por el Prof. M. Cordero
y dibujado por el Dr. Simén Vicente, representa en vista frontal el escélex de la tenia Hispanolepis y
su estrébilo.

En la Asamblea General, celebrada de manera virtual el 26 de noviembre de 2021, se aprobé el
logo que es utilizado en la actualidad por la SOCEPA.

socepo-




La Sociedad Espafiola de Parasitologia otorga su méximo
galardén, la Medalla Lépez-Neyra a destacadas
personalidades de la Parasitologia. Se ha concedido
catorce veces a parasitélogos en ejercicio, mds
dos a fitulo péstumo, a los Profesores Doctores
Francisco de Paula Martinez Gémez e Ignacio
Navarrete Lépez-Cézar. El listado de los
galardonados es:

Diego Guevara Pozo . Santiago Mas Coma

Juan Gil Collado . Manuel Luis San Martin Durdn

Miguel Cordero del Campillo . Santiago Herndndez Rodriguez

Fernando Simén Vicente . Francisco Antonio Rojo Vazquez

*

Francisco de Paula Martinez Gémez ™. . Jorge Guisantes del Barco

Ignacio Navarrete Lépez-Cézar*. . Antonio Osuna Carrillo de Albornoz

José Maria Tarazona Vilas . Basilio Valladares Ferndndez

Antonio Ramén Martinez Ferndndez . Maria Cristina Arias Ferndndez

Conclusiones

El texto original de esta resefia fue redactado por el Profesor Doctor Antonio Ramén
Martinez Ferndndez en Madrid en diciembre de 2016. Se han incluido posteriormente
anotaciones realizadas por los Profesores Doctores Francisco Antonio Rojo Vazquez,
Jorge Guisantes del Barco, Santiago Mas Coma, Maria Cristina Arias Ferndndez, José
Maria Alunda Rodriguez, Carmen Cuéllar del Hoyo y Antonio Muro Alvarez.
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Il INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1. PHYLUM NEMATODA

1.1.1. Caracteristicas generales de los nematodos

Los nematodos o gusanos redondos son un grupo de helmintos con forma cilindrica o filariformes, no
segmentados con simetria bilateral. Comprende uno de los grupos de invertebrados mds abundante
en casi cualquier tipo de ambiente y hébitat, asi como con la mayor diversidad de especies. Se piensa
que existen mds de un millén de especies de nematodos (Lambshead, 2004), sin embargo, hasta la
fecha, se conocen aproximadamente 25.000 especies (Navone y col., 2017). Ocupa el tercer lugar
entre los phyla més ricos en especies dentro del Reino Animalia (junto con Arthropoda y Mollusca).
La mayoria de las especies son de vida libre y en menor proporcién de vida pardsita. Tienen papeles
criticos en el flujo de la energia y en el ciclo de nutrientes. Es un phylum de gran importancia por la
gran diversidad de especies pardsitas que habitan en todos los grupos de vertebrados, en plantas y
en invertebrados. Desde un punto de vista antropocéntrico, parasitan a las plantas, humanos, animales
domésticos y salvajes, algunos causantes de enfermedades del humano, y pueden servir como
indicadores de cambio ambiental. Muchas de estas especies son de importancia agricola, sanitaria 'y
veterinaria (Navone y col., 2017).

El tamafio de los adultos varia mucho, desde unos pocos milimetros hasta més de un metro de largo.
La mayoria son incoloros o de color blanquecino. El cuerpo de los adultos estd cubierto con una
capa exterior conocida como cuticula. La capa intermedia es la hipodermis y la més interna es la capa
muscular. Los nematodos son dioicos y presentan dimorfismo sexual. La hembra es generalmente
mds grande que el macho y presenta su extremo posterior acabado en punta roma o recta, mientras
que el macho presenta su extremo posterior curvo o enrollado ventralmente. El aparato reproductor
masculino consta de testiculo, conducto deferente, vesicula seminal y conductor eyaculador que se
abre en la cloaca. También pueden presentar estructuras accesorias copuladoras como espiculas,
bolsas copulatrices, o ambas. El aparato reproductor femenino estd compuesto por el ovario, el oviducto,
receptdculo seminal, Gtero, que puede ser sencillo o doble, vagina y vulva. Las hembras de los
nematodos pueden producir huevos (oviparas), larvas (viviparas) o poner huevos que contienen
larvas que eclosionan inmediatamente (ovoviviparas) (Navone y col., 2017). El modo de infeccidn
es por ingestién de huevos embrionados (infectantes) o larvas enquistadas en el misculo. En algunos
casos, los huevos también pueden ser inhalados y posteriormente tragados. Ademds, la infeccidn también
puede ocurrir por la penetracién a través de la piel de larvas filariformes infectantes o transmitidas por
insectos chupadores de sangre (Mahmud y col., 2017).

Los nematodos pardsitos causan una gran morbilidad y mortalidad en animales y humanos en todo el
mundo, ademds de grandes pérdidas en la produccién de alimentos (Jex y col., 2013; WHO, 2022).
Destacan los geohelmintos causantes de las infecciones transmitidas por el suelo (STH = “Soil-transmitted
helminths”) por encontrarse entre los parasitismos mds comunes en todo el mundo, afectando a las
comunidades mds pobres y desfavorecidas (WHO, 2022).



1.1.2. Taxonomia y filogenia de los nematodos en base a estudios morfolégicos,
biométricos y moleculares

Tradicionalmente, los pardsitos se han clasificado segin sus semejanzas morfolégicas y biométricas,
debido a la inmediata fuente de informacién que proporciona la morfologia externa de un pardsito y
la evidente comparacién entre especies.

Taxondmicamente, segin Chitwood y Chitwood (1937) y posteriormente segin Chabaud (1974),
el phylum Nematoda se divide en dos grandes clases: Adenophorea (portadores de gldndulas)
y Secernentea (secretores). Esta divisién estd basada en las caracteristicas morfolégicas y en los
rasgos ecolégicos. La clasificacién morfolégica estd fundada principalmente en la presencia o
ausencia de fasmidios, un par de érganos glédndulo-sensoriales que desembocan en cada lado
de la regién posterior. Incluyen formas de vida libre, pardsitas de plantas, de invertebrados y de
vertebrados (Navone y col., 2017). La clase Secernentea incluye las especies pardsitas (Orden
Ascaridida, Spirurida, Strongylida y Oxyurida) y la mayoria de los nematodos terrestres de vida
libre (Orden Rhabditida y Tylenchida). La clase Adenophorea incluye las subclases Enoplia (Orden
Enoplida, Dorylaimida, Mermithida, Muspiceida y Trichocephalida), que incluyen vidas parésitas y
de vida libre, y, Chromadoria (Orden Aerolaimida, Desmodorida, Desmoscolecida y Monhysterida),
que incluyen formas de vida libre y marinos (Navone y col., 2017).

Actualmente, esta clasificacién se sigue utilizando por una gran cantidad de especialistas parasitélogos,
pero, se ha llegado a la conviccién de que la identificacidn especifica de los helmintos parésitos, a
partir de las caracteristicas externas, establece un gran problema, debido a sus ciclos de vida, a veces
complejos, que dan origen a unas formas larvarias y adultas diferentes que dificultan el establecimiento
de relaciones entre distintos estados de desarrollo de las especies.

Las restricciones de observacién, junto con el déficit de caracteres fenotipicos Utiles para el diagnéstico,
son principalmente las razones por las que algunos autores creen que los enfoques tradicionales nunca
pueden describir completamente la diversidad biolégica, y que los métodos moleculares en base al
ADN son probablemente los Gnicos caminos por seguir (Blaxter, 2003).

El uso de los marcadores moleculares para realizar clasificaciones de los seres vivos se establecié gracias
al impulso del “dogma central de la biologia molecular” (Hershey y Chase, 1952; Watson y Crick,
1953). El principal fundamento del uso de los caracteres moleculares era la evidencia del proceso
evolutivo, més directo que los morfoldgicos, y que eran compartidos por todos los seres vivos, y se
mostraban mds facilmente medibles y comparables entre todos ellos (Zuckerkandl, 1964; Sudrez-Diaz
y Anaya-Mufioz, 2008). Los marcadores moleculares proporcionan un mecanismo comparativo més
estandarizado y cuantificable. Ademds, esto se vio reforzado con la incorporacién de los algoritmos
computacionales a la reconstruccién filogenética (Fitch y Margoliash, 1967, 1968).

Blaxter y col. (1998) realizaron un estudio del phylum Nematoda baséndose en las secuencias de la
subunidad pequefia ribosémica (SSU), identificando cinco clados diferentes (Dorylaimida, Mermithida,
Mononchida, Rhabditiday Trichinellida). Esta clasificacién fue actualizada segin De Ley y Blaxter (2002,
2004) utilizando datos moleculares de la misma secuencia analizada anteriormente (SSU). Los datos
moleculares confirmaron la existencia de dos clados principales: Chromadorea y Enoplea, divididos a
su vez en tres linajes o subclases de nematodos: Chromadoria y, Dorylaima y Enoplia. Este estudio fue
completado por Meldal y col. (2007), corroborando la monofilia de los nematodos. Esta clasificacién
ha sido aceptada durante las Gltimas dos décadas, incluyendo muchos grupos parafiléticos y polifiléticos,
con la clasificacién de taxones no estrictamente equivalente a la del punto de vista filogenético. Desde
entonces se han publicado numerosos andlisis filogenéticos respaldando y rechazando varias partes de
la clasificacién de “De Ley y Blaxter” (Leduc y col., 2018; Ahmed y Holovachov, 2021).

Hodda (2007) proporcioné una clasificacién revisada de los nematodos introduciendo un rango de
superorden y un estado superior de muchos taxones. Sin embargo, esta clasificacién no fue aceptada
por los taxénomos. Recientemente, se ha realizado una nueva versién basada en la evidencia molecular
y morfoldgica actual (Hodda, 2022). Esta clasificacién refleja las relaciones evolutivas dentro del
phylum, asi como las dreas significativas de incertidumbre. Incluye 3 clases (Enoplea, Dorylaimia y
Chromadoria), 8 subclases, 12 superérdenes, 32 érdenes, 53 subérdenes, 101 superfamilias, 276
familias, 511 subfamilias, 3030 géneros y 28537 especies (Hodda, 2022).
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Recientes estudios filogenéticos basados en marcadores Unicos (Holterman y col., 2006, 2019) y
mdltiples (Smythe y col., 2019; Ahmed y col., 2022), apoyan la divisién del phylum en tres clases,
con la divergencia basal con Enoplia, siendo hermana con el clado de Dorylaimia y Chromadoria,
rechazando la clasificacién anterior.

1.1.3. Uso de la técnica MALDI-TOF MS en nematodos

Tradicionalmente, la espectrometria de masas (EM) fue utilizada como una técnica analitica de quimica
clinica, pero no fue hasta comienzos del siglo XXI, con la aparicién de las técnicas de “ionizacién
suave” cuando se consiguié analizar biomoléculas de gran tamafio usando un ldser como fuente de
ionizacién y una matriz orgdnica para facilitar el proceso. De ahi el nombre MALDI-TOF MS, que
obedece a las siglas “matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry” o
“espectrometria de masas por ionizacién-desorcién asistida por matriz con tiempo de vuelo”. De este
modo, MALDI-TOF MS es una técnica de ionizacién que permite el andlisis de moléculas complejas
como las proteinas, generando huellas dactilares de proteinas (espectros) a partir de extractos de
organismos (Figura 1) (Bizzini y col., 2010). La obtencién de espectros permite la creacién de una
base de datos espectral de referencia que se puede utilizar para identificar especies de manera
sencilla, répida y reproducible (Yssouf y col., 2014).
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Figura 1: Esquema del modo de trabajo de un sistema MALDI-TOF MS (Torres-Sangiao y col., 2021).

La aceptacién del uso del MALDI-TOF MS se atribuye a la relativa sencillez para la preparacién
de las muestras, la rapidez con la que se obtienen y analizan los resultados y la alta fiabilidad para
la identificacién especifica que posee. Ademds, compardndola con otras técnicas moleculares, la
relacidn coste efectividad es bastante competitiva.



La utilizacién de la EM comenzé en el andlisis de proteinas de muestras en laboratorios de quimica
médica (Tanaka y col.,, 1988; Marvin y col., 2003). En 1975, Anhalt y Fenselau (1975) propusieron por
primera vez la técnica de MALDI-TOF MS como un método para caracterizar bacterias, y demostraron
que diferentes especies bacterianas mostraban espectros de masas de proteinas especificas, pudiéndose
utilizar para una identificacién répida. En virtud de ello, desde su descubrimiento, esta técnica ha sido
intfroducida en la mayoria de los laboratorios de microbiologia clinica primero, en el andlisis rutinario
para la identificacién de microorganismos, estableciéndose como método de diagnéstico de referencia,
y, cada vez mds, en laboratorios clinicos. Ademds de bacterias (Seng y col., 2009; Sandrin y col.,
2013) se ha demostrado su uso para micobacterias (Clark y col., 2013; El Khéchine y col., 2011),
hongos (Angeletti, 2017), y mds recientemente, en virus (Sjsholm y col., 2008), protozoos (Villegas
y col., 2006; Cassagne y col., 2014), artrépodos (Yssouf y col., 2016; Zurita y col., 2019) y algunos
nematodos (Ahmad y col., 2012q; Millares y col., 2012; Marzano y col., 2020).

A diferencia de la bacteriologia clinica, se han realizado pocas investigaciones relacionadas con
la aplicacién de la técnica del MALDI-TOF MS para la identificacién de pardsitos de importancia
humana o veterinaria (Singhal y col., 2016).

Los primeros estudios utilizando esta técnica se realizaron a diferentes pardsitos protozoos como
Leishmania spp. (Cassagne y col., 2014), Giardia spp. (Villegas y col., 2006), Cryptosporidium spp.
(Magnuson y col., 2000), Trypanosoma spp. (Avila y col., 2016), Plasmodium spp. (Marks y col.,
2004) y Dientamoeba spp. (Calderaro y col., 2018).

Las infecciones causadas por los nematodos que pertenecen a las geohelmintiasis como Ascaris
lumbricoides (ascérido), Trichuris trichiura (tricocéfalo), y Ancylostoma duodenale y Necator americanus
(anquilostomas), representan una carga mundial considerable de morbilidad y se encuentran entre las
infecciones mds comunes en las poblaciones marginadas en los trépicos y subtrépicos (Hotez y col.,
2008), infectando a casi el 24% de la poblacién mundial (WHO, 2022). El diagnéstico es fundamental
para un tratamiento eficaz, pero se requiere al menos una infraestructura bdsica de laboratorio,
microscopios épticos y técnicos de laboratorio capacitados para realizar la tarea, que podria no
estar disponible en dreas remotas de los paises de zonas tropicales y subtropicales. Por el contrario, en
los entornos de altos recursos los conocimientos sobre identificacién microscépica de helmintos estdn
disminuyendo en muchos laboratorios. Por esa razén, sorprende que la aplicabilidad potencial de la
técnica de MALDI-TOF MS como herramienta de diagnéstico para helmintos de importancia humana
y veterinaria ain no se haya evaluado, en concreto porque la técnica ha sido empleada con éxito
para la identificacién de pardsitos nematodos de plantas (Ahmad y col., 2012b, 2014).

Fue en 2015 cuando se publicé el primer articulo sobre el MALDI-TOF MS como herramienta de
diagnéstico para la deteccién directa de nematodos con el objetivo de encontrar un nuevo método
de diagnéstico més rdpido, eficaz, sencillo, automatizado y econémico que las técnicas de andlisis
del ADN. En primer lugar, para diferenciar especies de Dirofilaria (Pshenichnaya y col., 2015),
permitiendo a través de este método la diferenciacién entre Dirofilaria repens y Dirofilaria immitis,
mediante el estudio de su espectro de proteinas. Poco después, lo siguié un estudio para la identificacién
y diferenciacién de Trichinella spp. con el mismo fin, de reducir tiempo y trabajo, creando ademds una
base de datos de espectros de referencia (Mayer-Scholl y col., 2016). Ambos estudios proporcionaron
evidencia de que MALDI-TOF MS podia diferenciar de manera fiable entre especies dentro de los
géneros de nematodos. Hasta la fecha, se han realizado pocos estudios en pardsitos nematodos,
dnicamente las especies citadas anteriormente, y Ascaris spp. (Nagorny y col.,, 2019), Coronocyclus
spp. (Bredtmann y col., 2017) y Anisakis spp. (Marzano y col., 2020), han sido objeto de estudio
para la identificacién a través de la técnica de MALDI-TOF MS. De este modo, en estos estudios se ha
puesto de manifiesto la utilidad de esta técnica.
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1.2. GENERO TRICHURIS

1.2.1. Morfologia

Las especies del género Trichuris son nematodos intestinales que se localizan principalmente en el
ciego, y con menor frecuencia, en otras partes del intestino grueso de sus hospedadores. A los adultos
pertenecientes a este género se les conoce cominmente como “gusanos ldtigos”, debido a su forma
caracteristica de latigo con la porcidn anterior del cuerpo, larga y fina, conteniendo el eséfago, y la
zona posterior mds ancha, gruesa y corta, que contiene el aparato reproductor y el intestino (Figura
2A-B). El nombre genérico Trichuris se acepté bajo la impresién de que la zona delgada del cuerpo
era la zona caudal. No obstante, posteriormente, se demostrd que la regidn delgada correspondia con
el extremo anterior, y consecuentemente, se le nombré como Trichocephalus (Trichos = pelo; kephale
= cabeza). Sin embargo, esta denominacién no fue aceptada debido al principio de prioridad del
Cédigo Internacional de Nomenclatura Zoolégica (ICZN), donde Trichuris tiene preferencia y el resto
de los nombres se consideran sinénimos de éste (Géllego-Berenguer, 2013).

Figura 2: Hembra (A) y macho (B) pertenecientes al género Trichuris.

Los vermes adultos pertenecientes a este género presentan un eséfago moniliforme muy largo y delgado,
ocupando aproximadamente dos terceras partes de la longitud total del cuerpo (Figura 2A-B).
El eséfago presenta en la parte anterior una pequefia zona muscular reducida, mientras que el res-
to consiste en un tubo de pared delgada rodeado por esticocitos o gldndulas grandes y unicelulares
(Bogitsh y col., 2005). Estos esticocitos forman una estructura conocida como esticosoma (Figura 3A). La
boca es una simple apertura sin labios. El sistema excretor estd ausente en ambos sexos. La superficie
ventral de la regién esofdgica tiene una banda de poros diminutos que conducen a células glandulares
y no glandulares subyacentes conocida como banda bacilar. Esta banda bacilar es tipica del orden (Figu-
ra 3B). La funcién de estas células no es conocida, sin embargo, su ultraestructura sugiere que las células
glandulares pueden desempefiar un papel en la regulacién osmética o de iones, y que las células no
glandulares pueden estar implicadas en la formacién de la cuticula y el almacenamiento de alimentos.
Son organismos dioicos, y ambos sexos presentan una sola génada (Skrjabin y col., 1957; Schmidt y

Roberts ", 2005).

Figura 3: Esticocitos (A) y banda bacilar (B)
pertenecientes a la zona anterior del adulto de Trichuris.




Los adultos del género Trichuris presentan un acusado dimorfismo sexual en la zona posterior del
cuerpo. El tamafio de las hembras es un poco mayor que el de los machos. En la hembra, el extremo
posterior estd ligeramente curvado, ocupado por el genital y el intestino, cuyo ano es terminal
(Figura 2A). El aparato reproductor presenta desde la regién distal el ovario-oviducto-itero y la
vagina (Figura 4A). La vagina presenta circunvoluciones marcadas en algunas especies y los huevos
dispuestos en filg, finalizando en la vulva, localizada cerca de la unién de la parte anterior y posterior
del cuerpo. La vulva es una protuberancia que sobresale por encima de la superficie del cuerpo y
rodea la abertura de la vagina (Figura 4B). La superficie puede o no estar rodeada de espinas (segin

la especie), que se asemejan a las de la vaina espicular de los machos. El Gtero se encuentra lleno de
huevos sin embrionar (Skrjabin y col., 1957; Schmidt y Roberts ", 2005).

Figura 4: Hembra de T. trichiura. Vulva y vagina (A). Vulva (B).

El macho presenta el extremo terminal curvado ventralmente (Figura 2B y Figura 5A). El aparato genital
es un tubo largo con diferentes secciones con funciones diferentes desembocando en una cloaca
terminal. Unicamente presenta una espicula que estd rodeada por una vaina retrdctil, conocida como
vaina espicular, que estd armada normalmente con unas caracteristicas finas espinas cuticulares
(Figura 5B). Cuando la espicula se encuentra invaginada, en ciertas especies, se aprecian un par
de papilas caudales. En ambos lados de la regién pericloacal estd presente un grupo de pequefias
papilas (Skriabin y col., 1957; Schmidt y Roberts ", 2005). Asimismo, algunas especies presentan la
espicula fuera del tubo cloacal distal, conocido como tubo espicular (Eberhardty col., 2019).

Figura 5: Macho de T. trichiura.
Extremo posterior enrollado
mostrando la espicula y

la vaina espicular (A).

Vaina espicular con espinas

y extremo anterior de

la espicula (B). .
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Los huevos tienen forma tipica de barril o de balén de rugby, con tapones operculares prominentes
en ambos polos, con apariencia de tapones mucosos (Figura 6A). Presentan ademds de la membrana
vitelina, una cubierta triple cuya capa mds externa se encuentra impregnada de bilis. Tras la oviposicidn,
los huevos contienen en su interior un cigoto no embrionado (Beaver y col., 2003).

Figura 6: Huevo de T. trichiura sin embrionar (A).
Huevo de T. trichiura con la larva desarrollada
en el interior (fase infectante) (B).

La fase infectante es el huevo larvado (Figura éB). El cuerpo de la larva es alargado con el extremo cefdlico
redondeado. La apertura bucal presenta un estilete afilado con protuberancias y el extremo caudal tiene
un pequefio tubérculo que sobresale (Skriabin y col., 1957).

Los nematodos pertenecientes al género Trichuris tienen una distribucién cosmopolita y parasitan a un
amplio espectro de hospedadores mamiferos abarcando primates y primates no humanos (PNH), roedores,
rumiantes y marsupiales (Eberhardt y col., 2019).

1.2.2. Ciclo biolégico

Las especies del género Trichuris presentan un ciclo de vida directo. Los adultos se localizan funda-
mentalmente en el ciego y en el colon de los hospedadores, donde viven enhebrados a la mucosa
intestinal por el extremo anterior del cuerpo, y la parte posterior se encuentra en la luz del lumen. Con
el extremo anterior se fijan al hospedador resistiendo los movimientos del intestino y permitiendo el
paso de un fermento digestivo secretado por el verme, el cual transforma el material de la mucosa en
un liquido que puede succionar el pardsito (Lapage, 1976).

Las hembras comienzan la oviposicién en el ciego entre 60 y 70 dias después de la infeccidn.
Las hembras ponen entre 3.000 y 20.000 huevos por dia. La vida 0til de los vermes adultos es de
aproximadamente 1 afio. Los huevos no embrionados se

eliminan con las heces en el suelo y ahi se desarrollan

hasta presentar la larva 1 en su interior. Estos
huevos con larva 1 son ya infectantes en 15

a 30 dias. Después de la ingestidn de los
huevos embrionados, a través de manos

o alimentos contaminados del suelo,
eclosionan en el intestino delgado,

en el duodeno, y liberan las larvas

que maduran en las criptas intestina-

les (Monroe, 1995). Después de un
periodo de tiempo de maduracién,

las larvas migran al colon proximal

y alli maduran a vermes adultos en un
periodo de 1-3 meses, vy, finalmente,

se establecen como adultos en el
ciego (Figura 7) (Fishman y Perrone,
1984; Monroe, 1995; Chandra y Long,
1998; Santos y col., 2005; CDC, 2013).

Adultos enhebrados en
la mucosa intestinal del
ciego

Larva en el intestino
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1.2.3. Generalidades de la parasitosis causada por Trichuris

1.2.3.1. Epidemiologia e importancia sanitaria

La infeccidn por especies de Trichuris se establece, fundamentalmente, en el ciego de los hospedadores.
T. trichiura es responsable de la “enfermedad del gusano latigo” o més conocida como tricuriasis en
los humanos. Es una enfermedad cosmopolita, es decir, afecta a hospedadores de todo el mundo,
pero desarrolldndose, con mayor frecuencia, en dreas con clima tropical. Constituye una de las
geohelmintiasis o STH, unas de las parasitosis mas comunes en el mundo, infectando a casi el 24% de
la poblacién mundial, afectando a las comunidades més desfavorecidas y pobres (WHO, 2022).
T. trichiura es la segunda geohelmintiasis mds comdn en los humanos, y se estima que aproximada-
mente 604-795 millones de personas en el mundo estén parasitadas con este parésito (CDC, 2020).
Més de 267 millones de nifios en edad preescolar y més de 568 millones de nifios en edad escolar
viven en dreas endémicas de STH y necesitan tratamiento e intervenciones preventivas o de control de
la infeccién (Figura 8) (WHO, 2019). Su distribucién geogrdfica se superpone a la de la ascariasis,
con el que se encuentra asociado frecuentemente (Gdllego-Berenguer, 2013). Estos parasitismos pueden
afectar al estado nutricional del hospedador al alimentarse del contenido del intestino o de los tejidos
de éste (por ejemplo, sangre), alterando la digestién o la absorcién de nutrientes, provocando una
respuesta inflamatoria.
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Figura 8: Prevalencia del nimero de nifios en edad pre-escolar y escolar, que requieren quimioterapia preventiva para las STH en 2021
(WHO, 2022).

Las personas que viven en los paises en vias de desarrollo, con redes de saneamientos y condiciones de
hacinamiento inadecuadas, combinado con la falta de acceso a la higiene personal y los bajos niveles
de educacién, hacen que sean més susceptibles a esta enfermedad. La fricuriasis estd asociada a lugares
donde no se dispone de acceso a la higiene personal y précticas de saneamiento adecuadas, un acceso
inadecuado al agua potable, que conduce a un aumento del riesgo de infeccién, lo que afecta a millones
de personas en poblaciones de regiones tropicales y subtropicales y, sobre todo, afecta a los nifios de 5 a
15 afios, que son més vulnerables por el alto riesgo de exposicién que presentan, con una disminucién de
la intensidad y frecuencia en la edad adulta (Bethony y col., 2006; Jourdan y col., 2018).
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1.2.3.2. Clinica

Las manifestaciones clinicas de la infeccién por STH en individuos, se correlacionan con el nimero
de helmintos, y, por lo tanto, con el nimero de huevos en heces, y la intensidad de la infeccién.

La infeccidn por Trichuris es normalmente asintomdtica, excepto en casos fuertes de infeccién.
Debido a que en el ciclo de vida no se produce migracién de las larvas, los sintomas clinicos estan
asociados con manifestaciones gastrointestinales agudas y crénicas resultantes del parasitismo por
los vermes adultos en el tracto intestinal (Bethony y col., 2006).

Los adultos se encuentran principalmente en el colon de los hospedadores humanos, pero también
pueden estar en el apéndice y el recto. La parte anterior del gusano estd enhebrada en la mucosa
del colon y, teéricamente, produciendo poco dafio al hospedador, ya que la carga parasitaria,
generalmente, no es elevada. Por esa razén, las infecciones leves se limitan al ciego y al colon
ascendente. En infecciones graves, podemos encontrar afectacién del extremo final del intestino
delgado, el ileon terminal, o incluso el recto (Bethony y col., 2006).

Una carga parasitaria de menos de 100 adultos apenas causa sintomas, en cambio, los nifios pequefios
son particularmente més susceptibles a infecciones graves que pueden involucrar a mas de 1000 adultos
pardsitos (Cooper y Bundy, 1987).

La inflamacién en el sitio de unién por un gran nimero de tricocéfalos produce colitis (inflamacién
de la mucosa del colon). La colitis de larga duracién produce un trastorno clinico semejante a la
enfermedad inflamatoria infestinal, que entre sus sintomas incluye dolor abdominal crénico y diarrea, asi
como retraso del crecimiento, anemia de enfermedad crénica y dedos en palillo de tambor (Figura
9A) (Bundy y Cooper, 1989; Kellerman y Rakel, 2021). El origen del extrafio engrosamiento de los
extremos de los dedos (dedos en palillo de tambor), se debe al nervio vago que une la rama aferente
de un arco reflejo, y sugiere que la afectacién al ileon y el colon proximal, inervados por el nervio
vago, es el responsable de este sintoma (Kitis y col., 1979). Es mds, las infecciones de moderadas a
graves afectan negativamente a la funcién cognitiva en los nifios (Nokes y col., 1992).

Figura 9: Imagen que muestra un paciente
con los dedos en forma de palillos de
tambor (A) (Desherinka, CC BY-SA 4.0,

via Wikimedia Commons) y paciente infantil
con prolapso rectal (B) (Argueta, 2015)
causado por T. frichiura.

La colitis se produce por el efecto traumdtico sobre el epitelio intestinal y la submucosa producido
por los delgados extremos anteriores de los vermes que quedan enhebrados en la mucosa intestinal.
Ademds, las respuestas inmunitarias Th2 a las infecciones por helmintos pueden causar patologias
al hospedador y dafiar érganos. Por esta razén, en infecciones parasitarias crénicas, la inmunidad
mediada por los linfocitos Th2 puede mediar respuestas fibréticas patolégicas (Zaccone y col.,
2003). Se ha demostrado que la infeccién da como resultado la produccién del factor de necrosis
tumoral (FNT)-a por parte de las células de la ldmina propia en el colon, lo que puede contribuir a
la falta de apetito y la emaciacién con una infeccidn significativa (Kellerman y Rakel, 2021). También hay
un aumento en la desgranulacién de mastocitos. Esto sugiere que la inflamacién puede ser considerada
una respuesta anafildctica tisular local (Cooper y col., 1992).

El sindrome de disenteria de Trichuris (SDT) es una manifestacién adn mds grave que una fuerte infeccién
por fricocéfalos, que se presenta con una fuerte infeccidn en el colon que cursa con disenteria crénica
y prolapso rectal. Ademés, puede cursar con nduseas, vémitos, diarrea mucoide, palpitaciones en los
dedos de las manos, anemia por deficiencia de hierro, retraso del crecimiento y desnutricién (Bundy y

Cooper, 1989; Mahmud y col., 2017).



El prolapso rectal es otro sinfoma comdn en infecciones severas por Trichuris (Figura 9B). Se produce
una invaginacién recto-rectal, es decir, del intestino en si mismo. Este mecanismo difiere del prolapso
rectal asociado a un debilitamiento de la musculatura pélvica y por ello el prolapso rectal en la
tricuriasis tiene un buen pronéstico tras la expulsién de los vermes. Ademds, también se han nofificado con
frecuencia apendicitis provocadas por la obstruccién de la luz de ese 6rgano a causa de los vermes

(Faust, 2003).

Finalmente, con frecuenciq, la respuesta inmune obtenida por la interaccién parésito-hospedador, en
este caso por Trichuris, induce una cascada de respuestas inmunolégicas caracterizadas por hiper-IgE
y por eosinéfilos o por respuestas humorales mediadas en el intestino grueso (Lillywhite y col., 1991;
King y col., 1993; Belhassen-Garcia y col., 2014). Hay dos factores criticos asociados con la expul-
sién de los vermes: el genotipo inflamatorio del hospedador y la carga de infeccién. La interaccién
entre las dos partes de la respuesta inmunitaria, tanto innata como adaptativa, son responsables de
la erradicacién del pardsito. Las células inmunitarias son las responsables de conducir la expulsién
de los vermes al aumentar el recambio de las células epiteliales intestinales y la secrecién de mucina.
Especificamente, las citocinas IL-4 e IL-13 promueven la contraccién del mdsculo liso acelerando la
expulsién (Marillier y col., 2008; Sharba y col., 2019; Darlan y col., 2021).

1.2.3.3. Diagnéstico

El diagnéstico de infecciones por Trichuris spp. puede realizarse a través de técnicas convencionales
o parasitolégicas, por técnicas moleculares o por otras técnicas de diagnosis.

La eleccién de los métodos de diagnéstico mds apropiados debe tener en cuenta la precisién del método,
la endemicidad de las infecciones y la disponibilidad de los recursos, incluido el costo del diagnéstico.
Ademds, las coinfecciones con otras especies pardsitas son comunes en dreas endémicas, lo que
dificulta el diagnéstico.

1.2.3.3.a. Técnicas convencionales o parasitolégicas

La técnica mds ampliamente utilizada para la deteccién de Trichuris es el examen de heces para
determinar la presencia y, si es posible, la cantidad de huevos (Else y col., 2020). Cabe destacar que
estos nematodos no liberan huevos a un ritmo constante, por lo tanto, es necesario una recoleccién
de muestras fecales miltiples (3 veces en dias alternos) para aumentar la sensibilidad de los métodos.

Actualmente existen varias técnicas para detectar la presencia de huevos de Trichuris en muestras
fecales de forma cuantitativa o cualitativa. Los métodos cuantitativos tienen la ventaja de registrar el
nimero de huevos por gramo de heces (EPG = “Eggs per gram of faeces”), una medida indirecta de
la intensidad de la infeccién, que es un indicador directamente asociado con la morbilidad a causa
de helmintos. Una de las primeras evaluaciones de diagnéstico cuantitativo de una tricuriasis antes y
después de recibir tratamiento, se remonta a 1950 (Burrows, 1950), y actualmente, sigue vigente.

Durante una infeccién intensa, los huevos se pueden detectar a través del examen fecal directo, en el
cual se coloca una gota de heces homogeneizada con solucién salina fisiolégica 0,9% (p/v) en un
portaobjetos y, posteriormente, se observa al microscopio. Sin embargo, esta técnica tiene una baja
sensibilidad. Asimismo, existen ofras técnicas para detectar el parasitismo, incluyendo la técnica de
concentracién de formol-éter (FECM = “Formol-eter concentration method”) (Allen y Ridley, 1970;
Knighty col., 1976), la técnica de concentracién por flotacién utilizando soluciones saturadas de azicar,
la técnica de Sheather (Gupta y Singla, 2013) o de cloruro sédico, la técnica de Willis (Euzeby, 1981),
la técnica de Kato-Katz (KK) (Katz y col., 1972; Ramsan y col., 1999), la técnica de McMaster (Rossanigo
y Gruner, 1991; Pereckiené y col., 2007), la técnica de FLOTAC (Cringoli, 2006; Utzinger y col., 2008),
la técnica de Mini-FLOTAC (Cringoli y col., 2013), la técnica de Mini Parasep® solvent-free (SF) (Zeeshan
y col.,, 2011; Kitvatanachai y Rhongbutsri, 2017), o la técnica de Midi-Parasep® (Zeeshan y col., 2011).
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En dreas endémicas, principalmente en lugares con recursos limitados, la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) recomienda el uso del KK para contabilizar el EPG, y también recomiendan usar
2 gotas de muestra por portaobjetos por muestra analizada (WHO, 2002), ya que Nikolay y col.
(2014) demostraron que preparar y analizar més de dos gotas de muestra de heces utilizando KK, solo
aumenta ligeramente la sensibilidad para la deteccién de Trichuris (84,8% dos muestras vs. 90,5% 3
muestras). Esta técnica ha sido ampliamente utilizada debido a que tiene una moderada sensibilidad
para dreas alta o moderadamente endémicas, es relativamente simple, y la mayoria de los materiales
se puede reutilizar para realizar varios exdmenes. Sin embargo, el examen de heces basado en el KK
depende en gran medida del observadory, en infecciones de baja intensidad, carece de sensibilidad,
especificamente cuando se acerca al final de la fase de eliminacién (Barda y col., 2015; Utzinger y

col.,, 2015).

En los Gltimos afios se han realizado mdas de 200 estudios para comparar las diferentes técnicas de
diagnéstico para identificar Trichuris. El uso no estandarizado de las diferentes técnicas se debe a la
falta de un estdndar de oro para el diagnéstico de infecciones causadas por helmintos intestinales
(Levecke y col., 2009, 2011; Albonico y col., 2013). Sayasone y col. (2015) llevaron a cabo una
comparacién entre KK por triplicado y FECM y demostraron que para la deteccién de infeccién por
Trichuris, FECM es menos sensible que KK. Estos datos fueron posteriormente confirmados por Funk
y col. (2013), que detectaron un mayor rendimiento de la técnica KK en comparacién con el método
de concentracién de formalina acetato de etilo y Midi Parasep®. También se comparé entre la técnica
KKy McMaster y se encontré un mayor rendimiento en KK, aunque no significativo estadisticamente
(Levecke y col., 2011).

La técnica FLOTAC ha sido comparada con las técnicas mencionadas anteriormente y resulté ser més
sensible (Knopp y col., 2011; Nikolay y col., 2014), aunque presentaba ciertas limitaciones. En primer
lugar, el procedimiento es complejo y largo, ademds de necesitar material adicional, que no siempre
estd disponible en entornos de bajos recursos. En segundo lugar, debido a las limitaciones de las
técnicas de flotacién, algunos desechos pueden flotar junto con los huevos, dificultando asi el conteo
de huevos (Cringoli y col., 2010; Knopp y col., 2011). Sin embargo, presenta la ventaja de poder
realizarlo en muestras fijadas, lo que permite el almacenamiento de las heces durante algunas semanas
(Cringoli y col., 2010). La técnica Mini-FLOTAC es una evolucién de esta Gltima, disefiada para ser
un método mds simple y de menos costo, demostrando ser una buena alternativa a KK y otros métodos
directos de diagnéstico (Barda y col., 2014).

Las técnicas mencionadas anteriormente también se utilizan en paises endémicos. Ademés, las técnicas
de McMaster y, mds recientemente, las de Mini-FLOTAC, también han sido recomendadas por la
OMS para monitorizar la eficacia de los medicamentos (WHO, 2013).

Existe una gran limitacién en las técnicas directas debido a que las muestras de heces deben ser frescas.
Por lo tanto, es necesario un método de diagndstico que permita la identificacién con muestras
conservadas (Ferndndez-Nifo y col., 2015).

Hay otros métodos de diagnéstico que han evolucionado a partir del perfeccionamiento de métodos
de parasitologia basados en el diagndstico a distancia. Muchas de estas innovaciones diagnésticas
tienen la ventaja de ser portables, de bajo costo, faciles de usar y que no requieren un suministro
eléctrico constante.

FecPak®? es una técnica de diagndstico basada en la flotacién de huevos usando una solucién
salina hipersaturada. Su innovacién consiste en el uso de un dispositivo de alta tecnologia para el
estudio de la muestra. Una vez la solucién se mezcla con la muestra, se llena un pocillo con ésta
y se lee a través de una cdmara conectada a una Tablet con internet, que recibe la imagen y se la
envia a parasitélogos expertos. Una vez los expertos analizan los resultados analizando la imagen,
le devuelven el resultado a la persona o técnico que procesé la muestra (Ayana y col., 2018; Rashid
y col., 2018). Sin embargo, la sensibilidad de esta técnica en comparacién con las técnicas conven-
cionales es todavia considerablemente inferior (Moser y col., 2018).



Otra técnica es la tecnologia lab-on-a-disk (LOD). Es una plataforma de microfluidos basada tanto
en la centrifugacién como en la flotacién de huevos para su concentracién dentro de una zona de
imdagenes, seguida de la captura de imagenes. Una evaluacién de esta técnica mostrd su éxito incluso
en entornos de baja intensidad de infeccién (Sukas y col., 2019).

En la misma linea de introducir dispositivos electrdnicos, estd el diagndstico mévil. Para ello, se
utiliza un teléfono mévil inteligente como microscopio. Este método presenta una alta sensibilidad
para el pardsito Trichuris, pero las imdgenes no eran de alta calidad y, a menudo, se pasaban por
alto infecciones leves (Bogoch y col., 2013). Posteriormente, se introdujo un nuevo dispositivo mévil,
el microscopio portatil Newton, el cual no mostré diferencias significativas entre infecciones leves y
moderadas/intensas (Bogoch y col., 2014).

Actualmente, se estén desarrollando métodos de inteligencia artificial basados en el diagnéstico de
muestras digitalizadas, realizando una cuantificacién objetiva y automética de la infeccién. Este método
incluye un sistema de digitalizacién basado en una aplicacién mévil que digitaliza muestras de un
microscopio utilizando un adaptador de microscopio impreso en 3D, una plataforma de telemedicina
para el andlisis y el etiquetado en remoto, y nuevos algoritmos de aprendizaje para evaluar y cuantificar
automdticamente las infecciones parasitarias (Dacal y col., 2021).

Recientemente, también se ha desarrollado el “kubic FLOTAC microscope (KFM)”, que es un microscopio
digital compacto, econdémico, versdtil y portdtil, que se ha disefiado para analizar muestras fecales
preparadas con Mini-FLOTAC o FLOTAC, tanto en el campo como en el laboratorio, aportando grandes
ventajas por la combinacién de técnicas diagnésticas sensibles, precisas y estandarizadas, como el
Mini-FLOTAC, con un sistema automatizado fiable que permite la observacién y cuantificacién en
tiempo real de estructuras parasitarias, gracias también al software de inteligencia artificial, que se
encuentra bajo desarrollo (Cringoli y col., 2021).

Por ofro lado, en dreas de baja endemicidad, donde las estrategias de control se acercan a la eliminacién
de la parasitosis y se deba construir un sistema de vigilancia robusto, se requieren herramientas de
diagnéstico mds sensibles y especificas. Estas técnicas pueden ser técnicas de diagndstico molecular o
serolégicas mds sofisticadas, aunque, mayoritariamente, mds costosas (Bergquist y col., 2009, 2015;
Cringoliy col., 2013).

1.2.3.3.b. Técnicas moleculares

En las ¢ltimas décadas, la aplicacién de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR = “Polymerase
chain reaction”) ha aumentado exponencialmente en parasitologia (Taniuchi y col., 2011; Verweij y col.,
2014) incluso para el diagnéstico de Trichuris (Liu y col., 2014). Esta técnica presenta muchas ventajas
frente a los métodos microscépicos directos utilizados anteriormente: presenta una mayor sensibilidad
frente a la deteccién del adulto parésito, especialmente con intensidades bajas de infecciones; permite
diferenciar especies de Trichuris estrechamente relacionadas (Cutillas y col., 2009; Liv y col., 2012¢;
Ravasiy col., 2012; Hawash y col., 2015; Callején y col., 2017), y a través de huevos de morfologia muy
similar (Liv y col., 2014); la cantidad de ADN necesaria para realizar la prueba es realmente pequefia,
por lo que la recogida de muestras de heces no depende de su peso, lo que puede limitar el diagndstico
cuando se usan métodos directos. Ademds, los ensayos de PCR a tiempo real (RT-PCR = “Real-time
polymerase chain reaction”) han permitido la deteccién de varios pardsitos dentro de la misma pruebaq,
que es una gran ventaja en entornos donde existe el multiparasitismo (Mejia y col., 2013). Asimismo, una
gran ventaja, dado que el ADN es una molécula estable, es que las muestras de ADN extraidas pueden
almacenarse durante muchos afios después de la recoleccién por si se necesitan andlisis posteriores,
como la investigacién de patégenos o la resistencia a fdrmacos (Barda y col., 2015).

La principal ventaja de los ensayos por PCR radica en su mayor sensibilidad y la capacidad de detectar
mdltiples infecciones, aunque la PCR simple es un poco mds sensible en comparacién con los ensayos
mdltiples (Pilotte y col., 2016; Meurs y col., 2017). Incluso, el uso de la RT-PCR proporciona estimaciones
de prevalencia mds precisas en comparacidn con el microscopio y se puede multiplexar (Papaiakovou y
col., 2019; Dunn y col., 2020).
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Aunque el método de PCR no es imprescindible generalmente para el diagnéstico de Trichuris, ya
que los huevos tienen una forma peculiar y se distinguen facilmente, este método es mds sensible y
puede ser Util en entornos de baja prevalencia donde el principal objetivo sea la eliminacién de la
infeccién (Demeler y col., 2013).

Asimismo, la principal desventaja de la PCR es su elevado costo, ya que no solo requiere costosos
instrumentos, sino también, una fuente de alimentacién constante, reactivos especificos y un alto
costo de mantenimiento (Barda y col., 2015).

Recientemente, se ha comercializado el primer ensayo de PCR mltiple utilizando un instrumento de
RT-PCR, el ensayo Allplex™ Gl-Helminth(l) (Seegene Inc., Seoul, Corea del Sur), que estd acoplado a un
dispositivo de extraccién de ADN automatizado, MICROLAB® STARlet (Hamilton Company, Reno,
NV, EE. UU.), el cual utiliza un pequefio volumen de muestra (200 pl) y permite la deteccién de 1
especie de protozoo y 8 de helmintos (Autier y col., 2021).

Finalmente, se ha desarrollado la tercera generacién de la PCR, ddPCR (“Droplet Digital™ polymerase
chain reaction”), utilizada en la cuantificacién absoluta de pardsitos gastrointestinales (EImahalawy
y col., 2018). Esta técnica es un refinamiento de los métodos convencionales de la PCR que se puede
utilizar para directamente cuantificar y amplificar mediante la clonacién el ADN, y proporciona una
deteccién mds precisa, sensible, y reproducible de patégenos de baja abundancia (Li y col., 2018).
Ademés, ha mostrado mejores resultados frente a la RT-PCR para el género Trichuris (Yu y col., 2020).

1.2.3.3.c. Otras técnicas

Dentro de otras técnicas de diagnéstico, destacamos los ensayos serolégicos, entre los que citaremos
la deteccién de anticuerpos en suero y la deteccién de coproantigenos. Todavia estos métodos no
son particularmente dtiles para el diagnéstico de las geohelmintiasis. Se han realizado pruebas ELISA
a muestras fecales infectadas experimentalmente con huevos de Trichuris vulpis, y se obtuvieron buenos
resultados comparados con los métodos de flotacién de heces debido a que se permitieron una deteccién
mds temprana de la infeccién, sin embargo, los resultados no fueron determinantes (Dopchiz y col., 2013;
Elsemore y col., 2014).

Ademds, hay ofros métodos de diagnéstico utilizados en clinicas hospitalarias, como la colonoscopia
o la sigmoidoscopia, 0fil en infecciones graves, ya que los tricocéfalos se pueden encontrar en el recto
(Mahmud y col., 2017; Ishizaki y col., 2022).

1.2.3.4. Tratamiento y control

Actualmente, las infecciones causadas por Trichuris son tratadas con benzimidazoles (mebendazol o
albendazol) o ivermecting, siendo el mebendazol el més efectivo y, por ello, utilizado en la primera
linea de tratamiento. Por ofro lado, en Estados Unidos, la FDA (“Food and Drug Administration”) no
aprueba ni el albendazol ni la ivermectina para el tratamiento de la tricuriasis, utilizando Gnicamente
el tratamiento con mebendazol (CDC, 2022; Viswanath y col., 2022).

Para el control de las STH, se ha introducido una estrategia central que consiste en la administracién
de quimioterapia preventiva a grupos de poblacién de alto riesgo mediante una distribucién de
medicamentos antihelminticos a gran escala (MDA = “Mass drug administration”), integrada con
saneamiento ambiental y educacién sanitaria (Gabrielli y col., 2011; Zeng y col., 2019). A nivel
mundial, més de 1 billén de nifios requieren una desparasitacién anual. En el afio 2019, 613 millones
de nifios recibieron quimioterapia preventiva, 27 ciudades alcanzaron el 100% de cobertura en los
nifios de edad escolary 23 ciudades consiguieron cubrir el 75% de cobertura en nifios de edad escolar,
adquiriendo una cobertura global del 58% (WHO, 2022). Sin embargo, en el afio 2020, fueron tratados
mds de 436 millones de nifios, lo cual corresponde al 42% de todos los nifios en riesgo, inferior al afio
anterior. La disminucién significativa en la cobertura se debe al cierre parcial durante la pandemia de

COVID-19 (WHO, 2022).



Los esfuerzos de control contra la trichuriasis arrojan resultados negativos, debido a que los medica-
mentos disponibles muestran tasas de curacién insatisfactorias y, ademds, las tasas de reduccién de
huevos son decepcionantemente bajas (Adegnika y col., 2015; Welsche y col., 2022). También, se ha
observado que T. trichiura tiene una susceptibilidad diferente a los medicamentos segin la ubicacién
geogrdfica (Hirlimann y col., 2022). Ademds, la administracién de MDA de forma periddica puede
contribuir a la aparicién de resistencias (Prichard, 2017; Tinkler, 2019).

En las ¢ltimas décadas, cientificos veterinarios han reportado la resistencia antihelmintica en nema-
todos que infectan al ganado después del uso frecuente de benzimidazoles como parte de MDA
(Kaplan y Vidyashankar, 2012). Estos férmacos se unen a los dimeros de la tubulina de los nematodos
e inhiben la formacién y la estabilidad de los microtibulos. La resistencia a los benzimidazoles se
caracteriza por polimorfismos de un solo nucledtido en el gen que codifica la B-tubulina que reduce
la afinidad de unién, especificamente, sustituciones de aminodcidos de fenilalanina a tirosina en los
codones 167 o 200 (F167Y o F200Y), y sustituciones de glutamato a alanina o leucina en el codén
198 (E198A 0 E198L) (Kwa y col., 1994; Silvestre y Cabaret, 2002; Ghisiy col., 2007; Prichard, 2017;
Martinez-Valladares y col., 2020).

Estos medicamentos reducen la intensidad de las infecciones y tienen el potencial de ejercer la seleccién
de genotipos portadores de mutaciones asociadas con la resistencia a los medicamentos con precisién,
lo que puede resultar en el establecimiento de poblaciones de vermes resistentes (Mendes de Oliveira
y col.,, 2022). Este hecho podria resultar en un problema de salud piblica mundial si se produjera una
resistencia antihelmintica documentada durante la campafia para eliminar las geohelmintiasis, ya que no
habré opciones terapéuticas eficaces para las personas con mayor morbilidad (Tinkler, 2019).

1.3. TAXONOMIA DEL GENERO TRICHURIS

1.3.1. Ancestro

Los humanos han estado parasitados por nematodos del género Trichuris durante milenios. Se han
encontrado huevos de pardsitos en coprolitos humanos (heces fosilizadas) de zonas arqueoldgicas
que datan del 7100 a.C. (Araujo y col., 2008; Ledger y col., 2019, 2020) incluyendo ubicaciones en
Europa y América del Norte, donde las infecciones ahora son inusuales (Goncalves y col., 2003; See
y col., 2018; Flammer y col., 2020; Ledger y col., 2021).

Respecto al lugar que ocupa el género Trichuris dentro del phylum Nematoda, actualmente la hipétesis
filogenética mds aceptada es la que establece este género dentro de la clase Enopleq, la subclase
Trichocephalia, el superoden Trichinelling, la superfamilia Trichinelloidea y la familia Trichuridae,
la subfamilia Trichurinae, la tribu Trichurini y la subtribu Trichurinii. Actualmente, dentro del género
Trichuris hay descritas 107 especies (Smythe y col., 2019; Ahmed y col., 2022; Hodda, 2022).

1.3.2. Taxonomia y filogenia clasica y molecular del género Trichuris

La diferenciacién morfolégica especifica de las diferentes especies del género Trichuris (Roederer, 1761)
ha constituido un gran problema debido a que los caracteres en la mayoria de las especies comparadas
estdn superpuestos (Gagarin, 1974). Se han evidenciado sinonimias y especies cripticas entre muchas
especies de este género como consecuencia de haber sido encontradas en un hospedador diferente
al hospedador habitual. Igualmente, se ha demostrado que las especies estdn influenciadas por los
hospedadores que los albergan, dando lugar a un individuo con dimensiones morfolégicas distintas
(Knight, 1972). Asimismo, las variaciones morfolégicas pueden manifestar adaptaciones fenotipicas
de un parésito al medio ambiente, independientemente de las diferencias genotipicas.
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Diversos estudios se han llevado a cabo para clarificar la sistemdtica de este género, intentando
determinar los caracteres morfolégicos que tienen valor especifico diferencial. La primera revisién
de este género fue realizada por Dujardin (1845). Posteriormente, muchos autores, basédndose en
caracteristicas exclusivamente morfolégicas y biométricas, han intentado diferenciar las distintas
especies de Trichuris, aceptando asi un gran nimero de especies dentro de este grupo.

En primer lugar, se consideré la longitud de la espicula como el cardcter més relevante para la diferen-
ciacién entre las especies (Schwart, 1926). Chandler (1930) estimé necesario afiadir otros caracteres
morfolégicos para su confirmacién. No obstante, durante estos primeros afios, y debido a la falta de
estudios con la mayoria de los caracteres analizados, las especies apenas pudieron ser diferenciadas
unas de ofras. Por ello, el principal criterio de identificacién fue su hospedador. Ademds, varios autores
estudiaron la variabilidad de algunas especies de Trichuris de varias regiones y hospedadores,
afirmando que el hospedador ejercia influencia en las diferencias morfo-biométricas de los pardsitos que
albergaba (Knight, 1972, 1984; Hinks y Thomas, 1974).

Gagarin (1972) llevé a cabo un estudio morfolégico y biométrico en 30 especies de Trichuris, y reveld
un considerable grado de variabilidad en los caracteres relacionados con el sistema reproductor.

Las hembras del género Trichuris son més dificiles de diferenciar que los machos. La estructura de la vulva,
de acuerdo con varios autores, puede utilizarse para la diferenciacién de las especies. Ademds, puede
establecerse que hay dos tipos de vulva, con o sin espinas (Kikuchi, 1974q, 1974b; Zaman, 1984; Tenora
y col., 1993). Este cardcter diferencial fue corroborado por Barus y col. (1978) en Trichuris skrjabini,
Trichuris lani, Trichuris globulosa y Trichuris ovis, en las que analizaron la estructura vulvar, la morfologia
y la presencia o no de espinas, concluyendo que se trataba de un elemento caracteristico de especie.

Varios estudios se han llevado a cabo sobre la diferenciacion de especies con caracteres morfolégicos
similares, como las especies T. trichiura y Trichuris suis. Los primeros estudios morfolégicos realizados
en adultos de estas especies revelaron que pertenecian a la misma especie (Creplin, 1825; Schwartz,
1926). Estudios posteriores confirmaron que esos dos pardsitos eran especies diferentes, asumiendo que
T. trichiura parasitaba naturalmente a los humanos y primates, y T. suis a los suidos (Sondak, 1948;
Pavlovsky y Sondak, 1951; Ooi y col., 1993). Otros autores consideraron que los huevos y las larvas
infectantes de T. trichiura eran significativamente mds pequefios que los de T. suis (Dinnik, 1938). Beer
(1976) no encontré diferencias visibles morfoldgicas entre los huevos y las larvas de estas dos especies.
Se daba por sentado que el principal criterio morfolégico para diferenciar T. trichiura y T. suis era la
existencia de la tipica papila caudal en T. trichiura y la ausencia de ella en T. suis, que habian sido
observadas mediante el microscopio electrénico (Gibbons, 1986; Tenora y col., 1988). No obstante,
Cutillas y col. (2009) encontraron, mediante microscopia electrénica, que esta papila caudal estaba
presente en ambas especies, y, por lo tanto, no podia considerarse como caracteristica diferencial entre
ambas. Para clarificar la clasificacién entre estas dos especies, estos autores complementaron el estudio
morfo-biométrico con estudios moleculares. Con este fin, utilizaron una regién del ADN ribosémico
(ADNIr), la regién ITS1-5,8S-ITS2, debido a que varios estudios previos habian demostrado que los
espaciadores transcritos internos (ITS) del ADNr contenian marcadores genéticos fiables para distinguir
especies de nematodos estrechamente relacionadas (Chilton y col.,, 1995; Gasser y Hoste, 1995; Hoste
y col.,, 1995; Oliveros y col., 2000; Cutillas y col., 2002, 2007), mientras que las regiones que codifican
el ARN ribosémico (ARNr), parecen ser menos fiables para la identificacién a nivel de especies debido
a su bajo nivel de divergencia de las secuencias (Zarlenga y col., 1994). Los resultados obtenidos del
andlisis molecular de las regiones ITS1 e ITS2 mostraron claras diferencias entre ambas especies. Sin
embargo, el gen 5,8S era similar. Finalmente, concluyeron que T. frichiura'y T. suis eran especies idénticas
morfolégicamente pero genéticamente diferentes, aunque muy cercanas (Cutillas y col., 2009).

El hecho anteriormente citado ocurria también en la diferenciacién de més especies, como por ejemplo
entre las especies T. ovis y T. globulosa aisladas de ovejas y cabras. Segin varios autores, ambas
especies eran muy similares en cuanto a la forma y tamafio del cuerpo y de los huevos (Skrjabin y col,
1957; Tenora y col., 1997). Ademds, presentaban muchas de las medidas, de los caracteres estudiados,
superpuestas. Morfolégicamente, los vermes eran similares y se encontraban ambas especies en ambos
hospedadores. En virtud de ello, propusieron sinonimias entre ambas especies (Cutillas y col., 1995).



Por otro lado, otras especies, como T. skrjabini, pudieron ser identificadas Gnicamente basdndose
en criterios morfoldgicos y biométricos, a pesar de encontrarse en mds de un hospedador, en este
caso en camellos y cabras (Skrjabin y col., 1957; Knight, 1972; Cutillas y col., 1996). Estos hechos
fueron ademds confirmados por estudios isoenzimdticos (Cutillas y col., 1995, 1996; Oliveros y col.,
1998; Feliv y col., 2000). También, entre las especies Trichuris muris y Trichuris arvicolae, en las que
ademds de los estudios morfo-biométricos e isoenzimdticos realizados por Felid y col. (2000), se
llevaron a cabo estudios moleculares basandose en la amplificacién y secuenciacién de la regién
ITS1-5,85-1TS2 del ADNF, corroborando la existencia de dos especies de Trichuris diferentes (Cutillas y
col., 2002).

La regién ITS1-5,8S-ITS2 del ADNr fue utilizada también para el estudio molecular de otras especies de
Trichuris: T. ovis, T. globulosa, Trichuris leporis, T. skrjabini, T. muris, T. arvicolae y T. vulpis. Los resultados
mostraron que no habia diferencias en las secuencias de los marcadores ITS1y 5,85 entre T. ovis y T.
globulosa. Sin embargo, se detectaron claras diferencias entre las secuencias de ITS1 entre T. skrjabini,
T. ovis, T. leporis, T. muris, T. arvicolae y T. vulpis. Asimismo, el estudio comparativo de la secuencia ITS2

sugirié que el uso combinado de ambos espaciadores podria ser dtil en la caracterizacién molecular de
tricocéfalos (Cutillas y col., 1995, 2002, 2004, 2007; Oliveros y col., 2000).

Sin embargo, en los Ultimos afios, se han evidenciado complejos de especies parasitando un mismo
hospedador, o una especie parasitando varios hospedadores, dificultando la identificacién entre las
diferentes especies. Por esa razén, para la clasificacién de las especies del género Trichuris, varios
autores han realizado estudios paralelos basados tanto en los andlisis morfolégicos y biométricos
como en andlisis moleculares, con el objeto de esclarecer la taxonomia especifica del género y asi
poder comparar las diferentes especies y caracterizar especies nuevas.

Por consiguiente, Callején y col. (2010) llevaron a cabo un estudio filogeogrdfico de T. muris para-
sitando diferentes hospedadores de la familia Muridae y de regiones geogrdficas distintas mediante
la amplificacién y secuenciacién del fragmento ITS1-5,8S-1TS2 del ADNr. Los resultados obtenidos
confirmaron la presencia de polimorfismos de ADN entre las secuencias analizadas de Europa.
Ademds, obtuvieron dos linajes geogrdficos y genéticos diferentes.

Hasta la fecha analizada, los ITS y el gen 5,85 eran marcadores moleculares ttiles en el estudio de
especies de Trichuris estrechamente relacionadas (Cutillas y col., 1995, 2002, 2004, 2007, 2009;
Oliveros y col., 2000; Callején y col., 2010). Sin embargo, Blouin (2002), sugirié que estas secuencias
obtenidas no se deberian utilizar para realizar andlisis filogenéticos, debido a que los datos obtenidos de
las secuencias de ITS no eran Utiles para identificar especies cripticas potenciales a partir de un nimero
pequefio de individuos. Dado que las secuencias del genoma mitocondrial aportaron marcadores
dtiles para la sistemdtica y la filogenia de los organismos (Avise, 1994; Hu y Gasser, 2006), Callején
y col. (2009) optaron por analizar el gen parcial de la citocromo c-oxidasa 1 (cox1) y la secuencia
parcial 16S (rrnl) del ADN mitocondrial (ADNmt), obteniendo buenos resultados para la especie
T. skrjabini.

En el afio 2012 se realizé un estudio morfolégico, biométrico y molecular comparativo de Trichuris
discolor y T. ovis aislado de un mismo hospedador (Bos taurus) de dos regiones diferentes (Espafia e
Irén) en el caso de T. discolor, y de una sola regién en el caso de T. ovis (Espafia). Morfolégicamente,
las hembras de T. discolor de ambas regiones no presentaban diferencias, ademds, muchos de los
pardmetros medidos estaban superpuestos, aunque el tamafio diferia segin la regién. Asimismo,
cuando compararon los valores medidos entre ambas especies, las medidas obtenidas en T. ovis
tendian a ser menores que en T. discolor. Este andlisis no se pudo realizar con los adultos machos.
Molecularmente, llevaron a cabo un estudio de la regién ITS1-5,8S-ITS2 del ADNr y del gen parcial
16S del ADNmt, donde concluyeron que los marcadores utilizados eran dtiles para discriminar entre
diferentes especies y, ademds, entre diferentes poblaciones con origenes geogrdficos distintos (Callején
y col., 2012).
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Igualmente, Callején y col. (2013) realizaron un estudio taxondmico molecular y filogenético del
género Trichuris, basdndose en las secuencias del gen parcial cox1 del ADNmt y del gen parcial
18S del ARNr, demostrando resolucién a diferentes niveles, pero combinando ambos marcadores,
resolvian las relaciones entre diferentes poblaciones geogrdficas y especies del género. El andlisis
de las secuencias apoyd la relacién estrecha entre Trichuris sp. procedente de Colobus guereza
kikuyensis y T. suis, formando un clado, que a su vez estaba separado de otro clado, que agrupaba
las demds secuencias de Trichuris de hospedadores humanos y PNH. Para confirmar dichos resultados,
Cttillas y col. (2014) llevaron a cabo un estudio morfolégico y biométrico de los tricocéfalos parasitando
C. g. kikuyensis, y realizaron un estudio comparativo con datos morfo-biométricos de T. suisy de T. trichiura
de PNH. En los resultados encontraron 7 variables en los machos y 3 variables en las hembras para la
discriminacidn entre estas especies. Asi, apoyados tanto con los datos moleculares (Cutillas y col., 2009;
Callejény col., 2013) como con los datos morfo-biométricos (Cutillas y col., 2014), propusieron una nueva
especie para Trichuris sp. procedente de C. g. kikuyensis, nombrada, Trichuris colobae.

Después, Callején y col. (2015) utilizaron por primera vez tanto el gen parcial cox1 como el citocromo
b (cob) del ADNmt para realizar estudios taxonémicos y filogenéticos de T. globulosa y mds especies
de Trichuris que parasitan herbivoros. Reafirmaron que utilizando los marcadores nucleares (ITS) no
podian diferenciar entre sinonimias (entre T. ovis y T. globulosa), mientras que los marcadores
mitocondriales diferenciaban entre ambas especies y corroboraban la existencia de diferentes
linajes de T. ovis procedente de ovejas de Sudafrica que estaban estrechamente relacionadas con
poblaciones de T. globulosa pertenecientes a camellos de Irdn.

Posteriormente, en 2017, se describié una nueva especie de Trichuris, Trichuris ursinus, procedente
de una especie de babuino, Papio ursinus, basdndose tanto en estudios morfo-biométricos como
moleculares. En el estudio biométrico, el andlisis comparativo de los valores medios de las variables
individuales entre T. suis, T. trichiura y T. colobae, sugirieron que T. ursinus constituia una nueva
especie. El andlisis combinado de tres marcadores moleculares (cox1 y cob del ADNmt e ITS2
del ADNIr), revel6 una relacién hermana entre T. colobae y T. ursinus. Distintos linajes genéticos
correspondientes a las diferentes especies del género fueron apoyados por las hipétesis filogenéticas
para ambos genes mitocondriales. De este modo, T. suis, T. colobae y T. ursinus aparecieron como
un grupo hermano, y se separé del resto de especies de Trichuris procedentes de humanos y otras
especies de primates (Callején y col., 2017).

Asimismo, recientemente, se han descrito numerosas nuevas especies de Trichuris encontradas en
roedores procedentes de Argentina basdndose tanto en estudios morfolégicos, biométricos y mole-
culares, utilizando marcadores del ADNr (ITS) y del ADNmt (cox 1y cob) para el andlisis molecular,
como por ejemplo, procedente de la familia Sigmodontinae, Trichuris navonae, Trichuris bainae y
Trichuris pardinasi (Robles y col., 2014; Callején y col., 2016), Trichuris massoiai procedente de
Holochilus chacarius (Robles y col., 2018) o Trichuris cutillasae procedente de capibara (Eberhardt

y col., 2019).

La sistemdtica del género Trichuris no ha podido resolverse exclusivamente con estudios morfolégicos
y biométricos. Por esa razén, en los dltimos 20 afios, se han introducido los estudios moleculares. Sin
embargo, muchos estudios se han basado exclusivamente en datos genéticos, dificultando la caracte-
rizacién de las especies por falta de datos. Asi, muchas especies de Trichuris encontradas en diferentes
hospedadores han sido caracterizadas Gnicamente de forma molecular.

Cavallero y col. (2015) utilizaron Gnicamente marcadores moleculares del ADNr (ITS) para caracterizar
genéticamente especimenes de Trichuris procedentes del macaco japonés (Macaca fuscata) y el
cercopiteco verde o tota (Chlorocebus aethiops), y estudiar la variacién genética y la filogenia de estas
secuencias y otras aisladas de otros hospedadores humanos y PNH. El andlisis filogenético revelé la
existencia de clados y subclados distintos, y la existencia de taxones adicionales separados, sugiriendo
que los especimenes encontrados en M. fuscata pueden ser distintos pero relacionados con T. trichiura,
mientras que los especimenes encontrados en C. aethiops estaban en el subclado de T. suis. Seguida-
mente, analizaron la diversidad genética y la filogenia de las especies de Trichuris que infectaban a
cinco especies diferentes de PNH mediante la secuenciacién de tres genes del ADNmt (cox 1, cob y rrnl).



Los andlisis filogenéticos sugirieron la presencia de dos linajes evolutivos principales. El primer linaje
incluia a especies de Trichuris parasitadas por C. g. kikuyensis, P. ursinus y Chlorocebus spp., agrupdn-
dose con T. suis; el segundo linaje incluia a especies de Trichuris que parasitaban a M. fuscata, Papio
hamadryasy a los humanos (Cavallero y col., 2019). Estos resultados confirman las evidencias previas
de la existencia de otras especies de Trichuris distintas de T. frichiura que infectan a PNH.

En los Gltimos estudios, se ha utilizado el genoma mitocondrial completo para caracterizar las especies
de este género. Varios autores han caracterizado los genomas mitocondriales completos de T. trichiura
(de origen humano y de PNH) y T. suis (del cerdo). Estos autores, en base a los andlisis moleculares y
filogenéticos, apoyan la propuesta de que ambas especies son especies diferentes (Liu y col., 2012¢;
Hawash y col., 2015). También han sido caracterizados los genomas mitocondriales completos de
las especies T. ovis y T. discolor, por su proximidad genética, y evidenciaron que ambas especies
eran diferentes (Liu y col., 2012b). Ademds, en base a esta tecnologia, se ha apoyado que la especie
T. skrjabini es una especie distinta (Ahmad y col., 2019).

Igualmente, la secuenciacién y el andlisis del genoma mitocondrial completo (Figura 10), ha sido Util
para la caracterizacién de nuevas especies y para comenzar a clarificar el complejo de especies
encontradas en PNH, reconocidas con anterioridad a todas las especies de Trichuris encontradas en
primates como T. trichiura. Otros autores propusieron una nueva especie de Trichuris procedente del
langur de Francois (Trachypithecus francoisi). Para ello, ademds del genoma mitocondrial completo,
analizaron los marcadores nucleares ITS1 e ITS2 del ADNr (Liv y col., 2013), y la especie Trichuris
rhinopiptheroxella procedente del langur chato dorado (Rhinopithecus roxellana) (Wang y col., 2019).
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Figura 10: Estructura esquemdtica del genoma mitocondrial completo de Trichuris procedente del langur de Francois (Liv y col., 2013).
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Finalmente, Doyle y col. (2022) realizaron un andlisis del genoma completo de tricocéfalos aislados
de humanos y PNH, junto con muestras antiguas conservadas de depésitos arqueoldgicos utilizando
“Whole-Genome Sequencing”. Los resultados revelaron una relacién genética cercana entre las
muestras de Trichuris de humanos de Uganday babuinos, pero con regiones que diferian dependiendo
del hospedador. Ademds, los tricocéfalos obtenidos de humanos y PNH eran genéticamente muy
distintos del grupo de los colobos.

Ademds, como se ha mencionado anteriormente, es relativamente frecuente que la EM curse con
trastornos emocionales, depresivos mayormente, que pueden verse incrementados por la pérdida de
movilidad del paciente, asi como, por un efecto secundario de los farmacos inmunomoduladores.
Por esta razdn, se recomienda terapia psicolégica del paciente desde el diagnéstico de la enfermedad
(Feinstein y col., 2014).
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Resumen

| sindrome a-Gal es una hipersensibilidad de tipo | mediada por anticuerpos IgE frente al

carbohidrato galactosa-a-1,3-galactosa (a-Gal) producida por el consumo de carne roja o

por la administracién infravenosa de fdrmacos que contengan el epitopo a-Gal como cetuximab.
Esta alergia tiene unas caracteristicas particulares que la diferencian del resto. Para empezar, la
sensibilizacién al oligosacdrido a-Gal se produce por la picadura de algunas especies de garrapatas
que en su saliva contienen este epitopo, entre ellas Ixodes ricinus o Amblyomma americanum. Otra
singularidad de esta alergia es que estd producida por un carbohidrato en lugar de una proteina
como es habitual. Una vez que el individuo estd sensibilizado frente a a- Gal puede o no desarrollar
una sinftomatologia por el consumo de carne rojq, y en caso positivo, los sintomas tendrdn lugar entre
las tres y seis horas posteriores a su consumo, a diferencia de los treinta minutos usuales en el resto de
alergias alimentarias. Este sindrome se presenta mayoritariamente con sintomas dermatoldgicos
pudiendo llegar a sufrir un cuadro anafiléctico, comprometiendo la vida de estas personas. En ocasiones,
se pueden manifestar ademds sintomas digestivos. Las pruebas diagndsticas utilizadas habitualmente
en las alergias alimentarias suelen dar negativas con los extractos comerciales por lo que para el
diagndstico de este sindrome se suele emplear la determinacién de anticuerpos IgE anti-a-Gal. En
cuanto a su tratamiento, no existe cura y la principal medida a tomar es evitar el consumo de carne
roja y cualquier otro producto cosmético o farmacéutico que contenga a-Gal y evitar las picaduras de
garrapata. Existen varias hipétesis que pueden explicar cémo se produce la sensibilizacién a a-Gal
aunque se requieren més estudios para determinar la causa con claridad. Lo mismo ocurre con la
respuesta alérgica retardada, la principal teoria es que la digestidn de los glucolipidos es més lenta
que la de las proteinas pero falta esclarecer el mecanismo celular que lleva a la sintomatologia.
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a-Gal
syndrome

Abstract

he a-Gal syndrome is an IgE-mediated hypersensibility reaction to the carbohydrate

galactose-a-1,3-galactose (a-Gal) produced by the consumption of red meat or by the

intravenous administration of a-Gal containing drugs, such as cetuximab. There are some
features that make unique this allergy and distinguish it from other food allergies. First, sensitization
to a-Gal occurs through the bite of some tick species that contain this epitope in their salivary glands,
including Ixodes ricinus or Amblyomma americanum. Another singularity is that this syndrome is
casued by a carbohydrate instead of a protein as usual. Once the individuals are sensitized to
a-Gal, they may or may not develop symptoms from consuming red meat, and if positive, the symptoms
will occur between three and six hours after consumption, unlike the usual thirty minutes in other
food allergies. This allergy is predominantly presented with dermatological symptoms and can even
lead to anaphylaxis, compromising the lives of these individuals. Ocasionally, digestive symptoms
may also occur. The commonly used diagnostic tests for food allergies often give negative results
with comercial extracts, so the determination of IgE antibodies against a-Gal is usually used for the
diagnosis of this syndrome. Regarding its treatment, there is no cure and the main measure to take
is to avoid consuming red meat and any other cosmetic or pharmaceutical product that contains
a-Gal and also to avoid tick bites. There are several hypotheses that can explain how sensitization
to a-Gal occurs, although more studies are needed to determine the cause clearly. The same applies
to delayed allergic response, where the main theory is that the digestion of glycolipids is slower than
the proteins one, but the celular mechanism that leads to symptomatology needs to be clarified.
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Il INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1. HISTORIA'Y DESCUBRIMIENTOS

El primer estudio publicado que hace referencia al sindrome a-Gal (SAG) tuvo lugar en el sureste
de los Estados Unidos en 2008 y describia las reacciones alérgicas que se produjeron por el uso de
cetuximab, un anticuerpo monoclonal quimérico frente al factor de crecimiento epidérmico utilizado
para el tratamiento del cancer colorrectal metastasico’. En este mismo estudio, se demostré que los
pacientes que presentaban reacciones de hipersensibilidad tenian anticuerpos IgE que se unian a la
fracciéna-Gal presente en el fdrmaco’. Ese mismo afio y en la misma regién de los Estados Unidos, se
comenzaron a observar pacientes que desarrollaban urticaria, angioedema o anafilaxia varias horas
después del consumo de carne roja?. En la mayoria de estos casos, los pacientes habian consumido
previamente carne de mamifero sin ningun tipo de reaccién alérgica®*. Posteriores investigaciones
revelaron que los anticuerpos IgE anti-a-Gal eran los causantes de estos sintomas alérgicos*. Ademds,
se observé que tanto las reacciones causadas por cetuximab como aquellas ocasionadas por el
consumo de carne roja se situaban en la misma zona geogrdfica donde es prevalente Amblyomma
americanum®. Por otro lado, en el afio 2007 en Australia ya se habian observado pacientes con un
historial de picaduras de Ixodes holocyclus que presentaban alergia a la carne roja, aunque en ese
momento no se sabia qué ocasionaba estas reacciones de hipersensibilidad®. En el afio 2009 publicaron el
estudio donde consiguieron demostrar la capacidad de las garrapatas de inducir alergia a la carne
roja en los seres humanos6. Desde entonces, diversos autores han aportado pruebas de la asociacién
entre la presencia de a-Gal en la saliva y el cemento de las garrapatas y la alergia a la carne de
mamifero. Los casos han seguido aumentando con el paso de los afios y cada vez se expanden a
més paises, siendo mds prevalentes en las zonas rurales donde son comunes las garrapatas’.

1.2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Se han descrito casos de SAG en todo el mundo excepto en la Antdartida®. En el sureste de los Estados
Unidos la principal garrapata causante es A. americanum, comunmente conocida como la garrapata
estrella solitaria? (Figura 1). Ixodes ricinus es la especie clinicamente mds relevante en Europa puesto
que se ha detectado el oligosacarido a-Gal en su saliva'®. A pesar de esto, en Espafia también se
han investigado algunas especies de Rhipicephalus observando el epitopo a-Gal en la saliva de
Rhipicephalus microplus". En algunas regiones de Japén y Korea se ha identificado a Haemaphysalis
longicornis como el principal causante de esta hipersensibilizacién aunque también se han observado
especies de Amblyomma en las regiones centrales y del oeste y especies de Ixodes en las regiones
centrales y del norte de Japén'. En Australia la alergia se asocia con la picadura de I. holocyclus a
pesar de que se desconoce si el oligosacdrido se encuentra en su saliva®™.

Ixodes holocyclus
N

/8

Figura 1: Mapamundi con las zonas de mayor prevalencia de sindrome a-Gal y las garrapatas que producen la sensibilizacién al epitopo.
Elaboracién propia.



1.3. SINTOMATOLOGIA

La caracteristica més peculiar de este sindrome es el retraso de tres a seis horas en la aparicién de los
sintomas alérgicos después del consumo de carne roja®. En contraste, si la administracién del alérgeno
se realiza a través de un medicamento intravenoso que lo contenga, la reaccién alérgica seré
inmediata’. Al contrario de lo que ocurre en el resto de alergias alimentarias, este sindrome normal-
mente se da en adultos que anteriormente consumian carne roja sin ningn tipo de reaccién adversa
y raramente se observa en nifios'. Los sintomas mds comunes después del consumo de carne de
mamifero son las manifestaciones cutdneas (290%) como picor, eritema, urticaria y angioedema que
pueden ir acompafadas de sintomas gastrointestinales (~70%) y en ocasiones se puede producir una
reaccién anafilactica (50-65%) que compromete la vida del paciente'. Los sintomas cardiovasculares
y respiratorios se dan casi exclusivamente en aquellos pacientes que tienen reacciones anafilacticas™®.
Es muy poco frecuente que se produzca picor en la boca o hinchazén al igual que no es comin
presentar Gnicamente sintomas gastrointestinales (~20%)10,17,18. En los pacientes que no toleran los
productos derivados de mamiferos es mas frecuente la aparicién de sintomas gastrointestinales con
cualquier consumicién mientras que en aquellos que si toleran estos productos los sintomas suelen
ser Unicamente mucocutdneos'®. Ademds, entre los pacientes con cateterismo coronario, aquellos
sensibilizados a a-Gal tienen una mayor carga de placas ateroscleréticas porque el epitopo a-Gal se
encuentra unido a glucolipidos y éstos podrian activar los mastocitos que contienen IgE anti-a-Gal
e inducir la liberacién de mediadores que contribuyen en la reaccién inflamatoria de la arteriopatia
coronaria®.

1.4. PRODUCTOS CON a-GAL

A pesar de que se ha demostrado que existen proteinas portadoras de a-Gal en la leche de vaca, la
mayoria de los pacientes con SAG no tienen reacciones alérgicas con la leche o productos derivados
de ésta, como el queso'“?. A su vez, el coldgeno fue sugerido como una de las proteinas portadoras
del oligosacérido y por ello se creia que la gelating, su forma desnaturalizada, causaria reacciones
alérgicas pero esto no ha sido demostrado todavia?. De hecho, en pruebas de provocacién oral con
gelatina no se ha observado ninguna reaccién de hipersensibilidad pero cuando se administran coloides
de gelatina por via intravenosa los pacientes con SAG desarrollan urticaria y broncoespasmo?.

Recientemente se ha observado en Japén que los pacientes alérgicos a a-Gal presentan también
sinftomas alérgicos tras el consumo de huevas de lenguado. Esta alergia tiene lugar en los meses de
invierno y al inicio de primavera cuando el lenguado estd poniendo huevas, lo que lleva a pensar
que la alergia es debida a una reaccién cruzada de los anticuerpos IgE anti-a-Gal con las proteinas
de las huevas del lenguado. Sin embargo, las huevas de otros pescados como salmén o bacalao no
presentan esta reactividad cruzada y no producen alergia?.

Los pacientes con SAG deben tener especial cuidado con los farmacos porque muchas de las sustancias
utilizadas para su fabricacién contienen a-Gal al provenir de mamiferos. Algunas de estas sustancias
son el dcido estedrico, la gelating, el &cido léctico, la glicerina o el estearato de magnesio, que se
utilizan en numerosos fdrmacos cominmente utilizados como lisinopril, naproxeno, ibuprofeno,
haloperidol, pregabalina o clonidina, entre otros. Ademés, algunos materiales de sutura son
fabricados con el intestino delgado de mamiferos que contienen a-Gal y pueden producir reacciones
alérgicas en estos pacientes?.
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1.5. ESTRUCTURA

La estructura bdsica del epitopo a-Gal, suficiente para el reconocimiento por parte de los anticuerpos,
es el disacdrido terminal no reductor galactosa-a-1,3-galactosa (Figura 2A), que habitualmente se
encuentra unido a una N-acetilglucosamina (Figura 2B), aumentando la eficacia de la unién? y
formando el trisacarido que se encuentra en las glucoproteinas y glucolipidos de todos los mamiferos,
exceptuando a los monos del Viejo Mundo, los simios y los humanos. Esto es debido a que hace veintiocho
millones de afios en el proceso evolutivo de los monos del Viejo Mundo se produjo una mutacién en el
gen que codificaba la enzima a-1,3-galactosiltransferasa que llevé a su inactivacién®. En las células
humanas se hallé una transcripcién truncada de esta enzima, observando una falta de dos exones
cataliticos que producen una enzima inactiva?.

1.6. ANTICUERPOS ANTI-a-GAL

Al no expresar a-Gal, estas tres especies generan anticuerpos de tipo IgG, IgM e IgA contra este
oligosacdrido, siendo el isotipo mayoritario IgG pero predominando IgA en las secreciones humanas
como saliva o leche?”. Se produce una transferencia transplacentaria de IgG anti-a-Gal al feto y a
partir de ese momento sus niveles comienzan a incrementarse afio tras afo. Se cree que la produccidn
de estos anticuerpos es la respuesta de una estimulacién antigénica continuada con epitopos a-Gal
descubiertos en la membrana externa de varias cepas de bacterias intestinales que muestran actividad
a-1,3- galactosiltransferasa, como Escherichia coli, Haemophilus influenzae y distintas especies de
Lactobacillus?. Esto hace que un 1% de los linfocitos B de memoria sea capaz de producir anticuerpos
anti-a-Gal. Experimentos en ratones a-Gal knot-out demostraron que la colonizacién intestinal por la
cepa de E. coli O86:B7 concluia con el desarrollo de anticuerpos IgM anti-a-Gal?. Todos estos
anticuerpos especificos ademds pueden llevar al rechazo de érganos xenotrasplantados puesto que
el oligosacdrido se expresa en las glucoproteinas y glucolipidos de las células del animal produciendo
interacciones con los anticuerpos presentes en humanos®.

Por otro lado, en pacientes con SAG se ha visto una diferencia en las subclases de anticuerpos IgG
circulantes. Se ha comprobado que en pacientes de distintos paises las IgG4 anti-a-Gal son indetectables
mientras que los subtipos IgG 1 e IgG3 tienen niveles superiores en los pacientes alérgicos®'. Esto
es interesante porque ninguno de los subtipos de IgG presentes en los individuos con SAG se han
asociado con un bloqueo de la actividad de IgE que pudiera prevenir el desarrollo de las alergias
alimentarias. Sin embargo, la IgG4 frente a alérgenos alimentarios se ha asociado con tolerancia a
los antigenos ingeridos a través de la alimentacién®?.

O Galactosa

. N-acetil glucosamina
A Fucosa

. Glucosa

Figura 2: Estructura molecular del carbohidrato galactosa-a-1,3-galactosa (A) que normalmente esta seguido de una N-acefilglucosamina (B)

y tiene una gran semejanza con el grupo sanguineo B (C). Modificada de Carrasco y col., 2021%.



OBIJETIVOS

- Describir los métodos diagnésticos y tratamientos utilizados en el ambito
sanitario para el sindrome a-Gal.

- Identificar los mecanismos de sensibilizacidn frente a a-Gal.

- Andlizar las explicaciones del retraso en la sintomatologia tras el consumo de
carne roja.

MATERIALES Y METODOS

ara elaborar esta memoria se ha llevado a cabo una revisién bibliogréfica sistematica de
revistas y articulos cientificos sobre el sindrome a-Gal y la alergia a la carne roja en los
dltimos diez afos.

Las fuentes utilizadas se han obtenido de bases de datos online como PubMed, Scielo, Elsevier y
Google Scholar. Para acotar la bisqueda se han elegido todos los articulos del Gltimo afio y los més
relevantes de los diez afios anteriores. Se han seleccionado Gnicamente aquellos articulos escritos en
inglés o espafiol.

Para la realizacién y modificacién de figuras se han utilizado las aplicaciones Photoshop y BioRender.

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Factores de riesgo y proteccion

Se ha observado que tanto el tipo de carne que se consume como algunos cofactores podrian
determinar la gravedad de los sintomas del SAG. El consumo de carne mds grasa o visceras de
mamiferos, como el rifidn de cerdo, desencadenan reacciones més rdpidas y graves debido a que
contienen mayor cantidad de a-Gal®. Ademds, el consumo de alcohol, realizar ejercicio fisico o el
uso de algunos farmacos, como los antiinflamatorios no esteroideos, incrementan la permeabilidad
gastrointestinal de los alérgenos alimentarios lo que afecta a la absorcién de a- Gal y a la liberacién
de histamina provocando una mayor gravedad en la sintomatologia®# 3. Al contrario de lo que ocurre
en ofros casos alérgicos, no es necesario presentar una atopia preexistente para desarrollar SAG.
Es decir, no se han descrito casos de desarrollo espontdneo de IgE anti-a-Gal en pacientes con
asma, dermatitis atépica o rinitis alérgica, a pesar de que si existan anticuerpos IgG anti-a-Gal en
todos los humanos36. Por otro lado, no existe evidencia de que el SAG esté asociado a ningin
sexo, por lo que el sexo no representa ni un factor de riesgo ni de proteccién'®.

Este sindrome estd intimamente relacionado con el trabajo y las actividades que tienen lugar en
ambientes rurales donde las garrapatas abundan. Por lo tanto, actividades como el senderismo, la
caza o trabajos forestales son consideradas factores de riesgo por tener una mayor probabilidad de
exponerse a continuas picaduras de garrapatas'?. Ademds, se ha observado que las pulgas de gato
también pueden producir sensibilizacién a a-Gal por lo que los duefios de gatos también pueden
representar una poblacidn en riesgo, aunque éste sea menor?’.
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En cuando a los factores de proteccién, cabe destacar la similitud entre la estructura quimica del epitopo
a-Gal y la del antigeno del grupo sanguineo B (Figura 2C). Ambos tienen dos galactosas terminales
unidas por un enlace 0-1,3 y solo se diferencian en una fucosa unida por un enlace glucosidico a-1,2
a una de las galactosas terminales en el caso del antigeno del grupo B?. Ademds, se ha demostrado
que algunos anticuerpos IgG anti-a-Gal reconocen también al antigeno B* y se ha observado que
los individuos de los grupos sanguineos B y AB tienen una menor reactividad de los anticuerpos IgG
frente a a-Gal*.

También se ha visto que en las regiones endémicas de malaria los anticuerpos IgM anti-a-Gal podrian
prevenir la infeccién por Plasmodium falciparum?. Esta podria ser una de las causas por las que, en
el proceso evolutivo, se perdié la capacidad de sintesis de la enzima a-1,3- galactosiltransferasa,
para obtener cierta proteccién frente a los microorganismos patégenos que presenten el oligosacarido
a-Gal en su superficie. Asimismo, se ha observado que estos anticuerpos confieren proteccién frente a
la enfermedad de Chagas*®*' y la leishmaniosis*2. Ademds, los anticuerpos IgA anti-a-Gal secretados en
el calostro de los humanos pueden inhibir la adhesién de Neisseria meningitidis a las células bucales
humanas, evitando de esta manera la infeccién en los bebés?. Por otro lado, algunos virus zoonéticos
pueden presentar a-Gal unido a sus glucoproteinas de la envoltura virica en caso de haberse replicado
en organismos que presentaran actividad a-1,3-galactosiltransferasa. Estos virus podrdn ser detectados
y eliminados gracias a los anticuerpos anti-a-Gal presentes en los humanos*. Recientemente, se ha
observado que los niveles de anticuerpos anti-a-Gal se correlacionan negativamente tanto con la
infeccién por SARS-CoV-2 como con la gravedad en los sinftomas de la COVID-1944.

4.2. Diagnéstico de pacientes alérgicos a a-Gal

El diagnéstico del sindrome a-Gal representa un desafio puesto que las técnicas habituales utilizadas
para detectar las alergias alimentarias no funcionan correctamente en estos casos®. La prueba de
puncién cutdnea in vivo produce reacciones débiles que se considerarian negativas si se utilizan
los extractos comerciales de carne de vaca, cerdo o cordero. Esto es asi por la baja concentracién
de a-Gal que contienen los extractos proteicos comerciales?. Para obtener resultados positivos se
deberian usar extractos de carne fresca o realizar la prueba por via intradérmica, pero esto no es
posible en la préctica de rutina®”. Al realizar la prueba por esta via los resultados se vuelven positivos
debido a la mayor densidad de mastocitos en la dermis comparado con la epidermis pero esto podria
ocasionarle al paciente una reaccién anafiléctica por esa mayor activacién de los mastocitos.

La provocacién oral con alimentos es considerada el esténdar de oro en el diagnéstico de alergias
alimentarias pero en este sindrome puede suponer un riesgo para la vida del paciente desencadenando
reacciones anafilacticas. Por ello, se reserva su uso a algunos centros especializados?.

La determinacién in vitro de los anticuerpos IgE anti-a-Gal utilizando las pruebas ImmunoCAP
es el método mas fiable para el diagnéstico de la sensibilizacién frente al polisacarido a-Gal".
Aunque la presencia de estos anticuerpos no se relaciona siempre con sintomatologia alérgica por
el consumo de carne rojq, si se ha logrado relacionar con las picaduras recientes de garrapatas®.
Es decir, con esta prueba no se puede diferenciar entre pacientes que presentan el SAG y aquellos
individuos asintomdticos con una sensibilizacién frente a a-Gal. Dado que los alérgicos al carbohidrato
son normalmente individuos no atdpicos con niveles bajos de IgE total se ha propuesto comparar los
niveles de IgE especifica anti-a- Gal frente a los niveles de IgE total, de manera que si el resultado es
superior al 2% se considera un diagndstico positivo".

Otra prueba sugerida para diferenciar a los alérgicos de los meramente sensibilizados ha sido la
prueba de activacién de baséfilos, una técnica basada en citometria de flujo que cuantifica
la expresién de marcadores de membrana de activacién, como CD63 y CD203c¢, para analizar la
degranulacién de baséfilos cuando es desencadenada por un alérgeno especifico, pero ésta se ve
limitada a ciertos laboratorios debido a su complejidad*.



Estas cuatro pruebas son los métodos convencionales utilizados en las alergias alimentarias y puesto
que ninguno termina de ser eficaz en el diagnéstico del SAG se deben implementar técnicas de nueva
generacién (Figura 3). La prueba de activaciéon de mastocitos es otro andlisis in vitro realizado
por citometria de flujo que cuantifica CD63, un marcador que también se ve aumentado con la
degranulacién de mastocitos. Esta prueba presenta una alta sensibilidad y respuestas dosis dependientes
del alérgeno. Ademds, mejora la principal limitacién del test de activacién de baséfilos puesto que en
esta prueba de nueva generacidn las muestras de suero pueden ser congeladas antes de su uso*“.
Por ofro lado, el test de medicién de histamina es una prueba estandarizada basada en la
intensidad fluorescente que mide la cantidad de histamina liberada por los baséfilos activados. Esta
prueba puede ser usada porque la reactividad de los baséfilos es mayor en pacientes atépicos en
comparacién con los meramente sensibilizados a a-Gal“. Las tecnologias émicas se basan en la
cuantificacién y caracterizacién colectiva de biomoléculas. Algunas de estas pruebas son la metabo-
|émica, metagendmica, protedmica y transcriptémica. Estos andlisis podrian aumentar el conocimiento
de la respuesta inmune en el SAG, permitiendo identificar objetivos bioldgicos para el diagnéstico
molecular de esta alergia®. En un estudio reciente se ha identificado por andlisis protedmico del
sialoma de las garrapatas, A. americanum e I. holocyclus, una familia de chaperonas que podria
constituir un biomarcador para el diagnéstico del SAG*’. Por Gltimo, los algoritmos de razonamientos
basados en modelos tienen como objetivo crear un modelo de toma de decisiones que utiliza un
razonamiento hibrido y basado en datos de la inteligencia artificial para obtener altos rendimientos en
el diagnéstico combinando el concepto de medicina integrativa®.
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Figura 3: Métodos convencionales y de nueva generacién para el diagnéstico de SAG. Modificado de Vaz y col., 20224
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4.3. Terapias establecidas y emergentes

Actualmente no existe cura para el sindrome a-Gal, a los pacientes que lo padecen se les recomienda
cesar completamente el consumo de carne roja y en algunos casos también de otros productos
derivados de mamiferos como leche o queso y evitar las picaduras de garrapatas®. Se ha observado
que los anticuerpos IgE anti-a-Gal van disminuyendo con el tiempo en nifios y adultos que evitan las
picaduras de garrapatas*®. Esto implica que el sindrome se puede resolver espontdneamente en
algunos pacientes permitiendo la reincorporacién de la carne roja en su alimentacién. Ademds, diversas
observaciones clinicas sugieren una mayor probabilidad de resolucién en aquellos pacientes que
toleran cantidades moderadas de productos derivados de mamiferos en su dieta*4°.

Puesto que evitar el consumo de carne roja y sus derivados es muy complicado ya que muchas
comidas, cosméticos o medicamentos los contienen, en caso de ingesta accidental de a-Gal y el
consiguiente desarrollo de sinfomas alérgicos y reaccién anafilctica se puede administrar adrenalina
intramuscular®. Para aquellos pacientes que siguen teniendo sintomas leves, incluso con la restriccidn
de a-Gal, se utilizan tratamientos con antihistaminicos orales y estabilizadores de mastocitos
como el cromoglicato de sodio®.

En el caso de la alergia al cacahuete existe una terapia aprobada por la Food and Drug Administration
(FDA) para su tratamiento llamada inmunoterapia oral (ITO). La ITO consiste en alimentar a un
paciente alérgico con dosis crecientes del alérgeno hasta que se consigue llegar a la dosis de tratamiento
y se pasa a administrar diariamente esa dosis®2. Esto se ha visto que altera las respuestas inmunoldgicas
celulares y humorales al alérgeno. En el caso del SAG, se ha descrito un caso de un nifio en el que este
tratamiento con carne de vacuno producia la desensibilizacién a a-Gal y permitia el consumo diario
de ternera®. A pesar de esto, actualmente no estd aprobado por la FDA el uso de la ITO para tratar el
sindrome a-Gal por lo que se necesitan mds estudios para evaluar su eficacia.

Por otro lado, algunas terapias biolégicas incluyendo los anticuerpos monoclonales omalizumab
y dupilumab se estdn investigando para utilizarse como tratamientos en alergias alimentarias.
Omalizumab se une ala porcién Fc del IgE, impidiendo su unién al FceRl en los mastocitos y baséfilos
sensibilizados con a-Gal. Se estd estudiando si este podria ser un tratamiento para aquellos pacientes
que continian presentando sintomas alérgicos a pesar de las dietas restrictivas y en un pequefio estudio
de catorce pacientes se ha probado su éxito®'.

4.4. Sensibilizacién a a-Gal

Actualmente, existen dos hipétesis para explicar la sensibilizacién a a-Gal y el posterior desarrollo
de la alergia a la carne roja. Estas teorias se fundamentan en que la sensibilizacién se produce por
la repeticién de picaduras de garrapatas, aunque en los Gltimos afios se ha visto que este sindrome
también podria estar provocado por picaduras de dcaros o pulgas®. La primera propone que el
antigeno a-Gal estd presente en las proteinas salivales de las garrapatas. Después de la picadura,
las glucoproteinas portadoras de a-Gal son presentadas por las células presentadoras de antigenos y
los linfocitos B en el contexto de inmunidad mediada por células Th2. La segunda hipétesis implica la
presencia de factores inmunomoduladores en la saliva de las garrapatas, como la prostaglandina E2,
que llevarian al cambio de clase de los anticuerpos a IgE anti-a-Gal”.



Una amplia evidencia cientifica defiende que las picaduras de garrapatas provocan el incremento de
los niveles de IgE anti-a-Gal. Sin embargo, recientes informes clinicos indican que la sensibilizacién
a 0-Gal también podria ser desencadenada por niguas (Trombiculidae) o por pulgas de gatos
(Ctenocephalides felis). Tanto las garrapatas como los dcaros son pardsitos obligados que necesitan
alimentarse de sangre en cada etapa de su ciclo vital. Los constituyentes de la sangre se absorben
durante la hematofagia y se almacenan en la hemolinfa. Durante la siguiente picadura, varios
constituyentes del anterior hospedador, incluidas las glucoproteinas con a-Gal, se secretan junto con
la saliva de la garrapata o nigua. Para disminuir las defensas del hospedador se establece un medio
donde predomina la respuesta Th2, creando condiciones inmunoldgicas que estimulan la produccién de
IgE anti-a-Gal. En el caso de individuos con IgE frente a a-Gal, después de la picadura se presentan
algunos sintomas como erupciones pruriginosas graves y duraderas junto con un aumento de los niveles
de IgE anti-a-Gal®?. Existen ciertas similitudes fisiolégicas entre garrapatas o dcaros y pulgas. En la
etapa adulta, las pulgas también son hematéfagos obligatorios aunque éstas muestran mayor movilidad,
mds cambios de hospedador y pueden tomar sangre a través de picaduras varias veces en un mismo
individuo. A pesar de que los hospedadores principales de C. felis son gatos y perros, el ser humano
puede ser un hospedador accidental. Debido a esto, al igual que ocurre con las garrapatas, las pulgas
pueden transferir trazas de glucoproteinas portadoras de a-Gal y desencadenar el SAG en los seres
humanos®.

Teniendo esto presente, se han realizado muchos estudios para saber si las garrapatas sintetizan por
si mismas a-Gal o si esta molécula proviene de la sangre de la que se alimentan. Se ha observado
que el oligosacdrido se encuentra en el intestino medio, la hemolinfa y las glandulas salivales de las
garrapatas sin importar su alimentacién53.

Asimismo, se han identificado tres genes involucrados en la sintesis de a-Gal en el genoma de Ixodes
scapularis®® y se ha demostrado que las garrapatas estrella solitaria alimentadas Gnicamente con
sangre humana tienen a-Gal en su organismo®. De esta manera se confirma que las garrapatas
producen este azlcar por si mismas. Sin embargo, todavia no se ha podido identificar el gen que codifica
para la enzima a-1,3-galactosiltransferasa®®. Ademds, se ha observado una mayor expresién de a- Gal
en la saliva de las garrapatas cuando éstas se alimentan de sangre humana o de mamiferos durante
mucho tiempo®’. Algunos investigadores han propuesto que esto pudiese servir a las garrapatas
como un mimetismo molecular desarrollado para evitar desencadenar una respuesta inmunoldgica
que facilitara su eliminacién masiva por parte del hospedador”. También se ha estudiado la relacién
entre el microbioma de las glandulas salivales de las garrapatas y la produccién de antigenos a-Gal*®.
Anaplasma phagocytophilum, una bacteria patégena transmitida por garrapatas, se ha vinculado con
un incremento de este oligosacarido54 y diversas especies de Francisella, unas bacterias presentes
en todas las etapas del desarrollo de las garrapatas, son capaces de modificar los genes de glucosi-
lacién como la glucosiltransferasa y la glucosidasa del hospedador®®. Recientemente, se ha observado
un cambio en las bacterias endosimbiontes de las garrapatas estrella solitaria en las que Francisella
ha reemplazado a Coxiella y esto ha coincidido en el tiempo con la aparicién de numerosos casos de
SAGS58. Esto apoya la teoria de que el microbioma de las garrapatas puede afectar a la expresién
de a-Gal en sus glandulas salivales.

Se ha visto que en la saliva de las garrapatas se encuentran proteinas que portan a-Gal pero también
otras moléculas bioactivas como la prostaglandina E2 que es capaz de producir un incremento
en la expresién de las citoquinas antiinflamatorias como TGF-f o IL-10, mientras que promueve
una disminucién de los mediadores proinflamatorios IL-12, IL-1 o TNF-a. Esto dirige la respuesta
inmune hacia una respuesta de tipo Th2 que conlleva el cambio a los anticuerpos IgE dirigidos frente
al oligosacdrido a-Gal (Figura 4)%.

Se ha especulado que la saliva de las garrapatas podria contener también glucolipidos portadores
de a-Gal. En este caso, como los linfocitos Th2 reconocen péptidos pero no glucanos, las células
T asesinas naturales invariantes (iNKT) son las que reconocerian los lipidos presentados por las
moléculas CD1d y producirian IL-4, contribuyendo al proceso de sensibilizacién (Figura 4)*°.
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A nivel celular, las células dendriticas (CDs) son importantes en el inicio de la respuesta inmune a los
alérgenos alimentarios. Las CDs inmaduras toman mds fécilmente proteinas glucosiladas con a-Gal y
las degradan con menor frecuencia. Ademds, los componentes de la saliva de I. ricinus imposibilitan
la maduracién y migracién de las CDs de la piel a los ganglios linféticos, impidiendo la promocién de
las respuestas de tipo Th1 o Th17 y favoreciendo la respuesta de tipo Th2¢°. Sin embargo, un subtipo
de CDs, la CD301b* subcuténeq, es capaz de migrar a los ganglios linfaticos de manera CCR7 y
CCR8 dependiente e iniciar una diferenciacién celular de CD4+ hacia una respuesta Th2 después
de la exposicién cutdnea al alérgeno, es decir, después de la picadura de garrapata®'. A pesar de
esto, las CDs no secretan la IL-4 necesaria para dirigir las células T nativas CD4+ hacia una respuesta
Th2 pero los baséfilos si producen IL-4 después de la estimulacién de los receptores tipo toll (TLR)
y expresan las moléculas coestimuladoras CD40, CD56 y CD86¢. Los baséfilos pueden conseguir
complejos péptido-MHC-II usados para la presentacién antigénica de células dendriticas, o bien
expresan MHC-II endégeno y pueden endocitar, procesar y presentar péptidos antigénicos a los
linfocitos T virgenes®?. Ademds, se ha visto que los baséfilos pueden producir linfopoyetina estromal
timica (TSLP) que junto con otras moléculas producidas por la ruptura de barreras epiteliales, crean un
ambiente tisular que favorece la respuesta Th2%2.

Los mastocitos también secretan factores activadores de los linfocitos B como IL-4 e IL-21 que favorecen
el cambio de clase de anticuerpos hacia IgE en los linfocitos B marginales®®

El hecho de que los niveles de IgE anti-a-Gal disminuyan después de un tiempo, si los pacientes evitan
el consumo de carne roja o las picaduras de garrapatas, ha llevado a la creencia de que estos
anticuerpos IgE son producidos por los plasmablastos circulantes y no por las células plasméticas
de larga vida?
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4.5. Respuesta alérgica retardada a a-Gal

Los pacientes sensibilizados a a-Gal pueden llegar a desarrollar una respuesta alérgica a este
oligosacérido entre uno y cuatro meses después de que se haya producido la sensibilizacién'. Los
sintomas relacionados con esta respuesta alérgica tienen lugar tres o cuatro horas después de haber
ingerido carne de mamifero o de manera inmediata si el carbohidrato a-Gal se ha administrado
intravenosamente.

El retraso en la aparicién de los sintomas después del consumo de carne roja se ha estudiado con
pruebas de tolerancia oral a los alimentos viendo que los baséfilos se activan inmediatamente en la
exposicién in vitro a a-Gal®. Este descubrimiento sugiere que el retraso se produce por una propiedad
intrinseca del oligosacdrido?.

Los alérgenos normalmente son proteinas y se sabe que su digestién y absorcién tarda entre una y
dos horas hasta que llegan a la circulacién sanguinea®®. El epitopo a-Gal se encuentra unido tanto
a lipidos como a proteinas. Por esto, a diferencia de lo ocurrido con las proteinas, el pico en sangre
de la digestién de triglicéridos tiene lugar entre tres y cuatro horas después del consumo de carne de
mamifero®. Esto explicaria el retraso en la sinftomatologia puesto que la velocidad de absorcién y
digestién de los lipidos es menor que la de las proteinas4.

Ademés, el hecho de que el consumo de pequefias cantidades de visceras, que tienen un alto contenido en
glucolipidos que expresan a-Gal, provoquen una reaccién alérgica incluso en pacientes que no reaccionan
frente al consumo de misculo, sugiere que los glucolipidos son los responsables de esta alergenicidad®.

El contenido total de glucolipidos en el tejido muscular de vaca o cerdo es bastante bajo y suele
ir acompanado de grandes cantidades de triglicéridos. Los triglicéridos son insolubles en agua
y se unen entre ellos formando grandes gotas de grasa en los ambientes acuosos como el tracto
digestivo. Durante la digestién del mdsculo, las gotas primero se rompen en otras mds pequefias
por los movimientos peristdlticos del estémago y después las sales biliares y los fosfolipidos cubren
estas gotas formando las micelas®® (Figura 5). Dentro de las micelas, los triglicéridos se digieren
enzimdaticamente por lipasas pancredticas en el intestino delgado, dando lugar a écidos grasos libres,
mono- y diglicéridos. Estas moléculas son transportadas dentro de las micelas hasta la superficie de
los enterocitos donde son absorbidas. Una vez dentro, los dcidos grasos libres y los monoglicéridos
se reesterifican en triglicéridos y se empaquetan junto con fosfolipidos, ésteres de colesterol y apoli-
poproteina B-48 en particulas lipoproteicas llamadas quilomicrones?”. Estos salen al sistema linftico
por exocitosis, enfrando en la circulacién sanguinea aproximadamente cuatro horas después de la ingesta®®.
La incorporacién de glucolipidos portadores de a-Gal en los quilomicrones permite la exposicién de
estos epitopos en su superficie. Esto facilita el entrecruzamiento de los receptores de los baséfilos y los
mastocitos unidos a anticuerpos IgE y la posterior activacién y degranulacién de estas células®’.

En el caso de las visceras, éstas tienen menor cantidad de grasa total y de triglicéridos pero mayores
cantidades de glucolipidos con a-Gal. Por ello, las gotas de grasa formadas son de menor tamafio
y se absorben mds répido’. Esto explica por qué los pacientes presentan reacciones alérgicas mds
répidas y graves después del consumo de visceras®. Este razonamiento se encuentra reforzado por un
estudio in vitro de la captacién de un glucoesfingolipido, el gangliésido GD3, por las células intestinales
humanas”. Se observé que, a bajas concentraciones, la mayoria del GD3 era metabolizado por
los enterocitos mientras que al aumentar su concentracién, el GD3 adicional atravesaba las células
intestinales”'. Esto demuestra por qué los pacientes alérgicos toleran mejor las carnes magras que las
grasas o las que contienen grandes cantidades de glucolipidos como las visceras".

Todo esto se ha llamado la “hipétesis de los glucolipidos”. Esta hipétesis se apoya también en un
experimento que realizé una digestién simulada géstrica y duodenal de proteinas y lipidos unidos
a a-Gal. Se observé que Gnicamente los glucolipidos digeridos eran capaces de ser transportados
a través de las células intestinales Caco-2 pudiendo llegar a sangre®. En otro estudio simulténeo
se confirmaban estas mismas conclusiones, viendo que la glucosilacién de las proteinas con a-Gal
perjudicaba su paso a través del epitelio intestinal”2.
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Otra explicacién para el retraso en los sinftomas de los pacientes con SAG podria venir dada por un
estudio que comparaba los perfiles metabdlicos de pacientes con el sindrome y sujetos controles no
alérgicos a a-Gal”. Se observé que incluso antes de la provocacién oral con cerdo ya se podian
apreciar diferencias entre ambos grupos en las rutas metabdlicas de lipidos y dcidos grasos. Una
vez realizada la provocacién oral estas diferencias aumentaban. Los niveles sanguineos de lipidos
en pacientes con SAG no se incrementaban hasta varias horas después del consumo de cerdo, en
comparacién con las dos horas de los sujetos controles™.

En las reacciones de hipersensibilidad de tipo |, una vez alcanzada la circulacién sanguineq, los
antigenos se unen a los anticuerpos IgE unidos a FceRl en la superficie de mastocitos y basdfilos,
produciendo el entrecruzamiento de los receptores, llevando a la activacién y degranulacién de estas
células. En el caso del SAG, el papel de los mastocitos, baséfilos y el complejo a-Gal-IgE-FceRl no
estd completamente claro todavia'®. Al estar implicados en la sensibilizacién y ser més accesibles por
circular en sangre, el papel de los baséfilos en la fase efectora del sindrome a-Gal ha sido amplia-
mente estudiado. En pacientes con SAG sometidos a provocacién oral con carne rojq, los baséfilos
aumentaron la expresién del marcador de activacién CD63, con una méxima expresién cuatro
horas después de la ingesta, coincidiendo con la aparicién de los sintomas®. Ademds, el uso
de omalizumab, un anticuerpo monoclonal contra IgE, perjudicé la activacién baséfila mediada
por a-Gal, mostrando que esta activacién es dependiente de IgE. Sin embargo, el papel de los
mastocitos es menos conocido actualmente. En las alergias alimentarias, la prueba de puncién
cutdnea sirve como una prueba in vivo de la funcién de los mastocitos en humanos. Cuando los
mastocitos sensibilizados con IgE especifica entran en contacto con las proteinas del alimento,
éstas desencadenan la degranulacién de los mastocitos, la liberacién de histamina y el consiguiente
enrojecimiento e hinchazén en la piel'®. Como ya hemos comentado, esta prueba no se puede
utilizar en estos pacientes con SAG por las reacciones tan débiles que desencadena y para obtener
reacciones mds intensas se deberia utilizar la puncién intradérmica. La prueba intradérmica ha
proporcionado evidencias de que las glucoproteinas con a-Gal podrian activar los mastocitos?.
Ademds, en aproximadamente un 30% de los pacientes con sintomas alérgicos después del consumo
de carne roja el aumento de triptasa sérica sirve como marcador de la degranulacién de mastocitos®'.
A pesar de esto, ninguna de estas pruebas demuestra que la activacién de mastocitos inducida
por 0-Gal es dependiente de IgE por lo que se necesitan mds estudios para poder probarlo. Cabe
destacar que los mastocitos de la piel son capaces de reaccionar con a-Gal in vitro mientras que los
procedentes de los pulmones no. Esta podria ser la razén por la que mas del 90% de los informes de
los pacientes con SAG describen sinftomas cutdneos, triplicando los reportes de sintomas respiratorios'®.
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Conclusiones

ara el diagnéstico del sindrome a-Gal la opcién mds segura y eficaz es la determinacidn in vitro

de los niveles de IgE anti-a-Gal por medio de pruebas InmunoCAP comparando los niveles de

IgE especifica frente a los niveles de IgE total para diferenciar a los pacientes sensibilizados a
a-Gal de aquellos atépicos. El resto de test que se utilizan en las alergias alimentarias habitualmente
como la prueba de puncién cutdnea o la de provocacién oral con alimentos no se consideran eficaces
ni seguras en estos pacientes. Existen pruebas de nueva generacién que en un futuro préximo podrian
ser utilizadas para el diagnéstico de SAG pero todavia no estdn implementadas. Una vez diagnosticado
el SAG el tratamiento es algo mds complejo ain. La recomendacién es cesar el consumo de cualquier
producto alimenticio, cosmético o farmacéutico que contenga a-Gal. Si a pesar de esto el paciente
continda teniendo sintomas leves se pautardn antihistaminicos orales y estabilizadores de mastocitos.
En caso de ingesta de -Gal y desarrollo de una reaccién andfilactica se debe administrar adrenalina
intramuscular. La inmunoterapia oral utilizada en otras alergias presenta una futura opcién de
tratamiento pero se necesitan mds investigaciones para conocer su seguridad. Lo mismo ocurre
con el uso de terapias biolégicas con anticuerpos monoclonales, como omalizumab o dupilumab,
usados con éxito en algdn caso pero sin suficiente informacién para conocer su seguridad y eficacia.

Se sabe que la sensibilizacién a a-Gal es producida por las repetidas picaduras de garrapatas,
dcaros o pulgas de gato, pero a nivel molecular no se conoce exactamente qué la ocasiona. Existen
dos hipétesis que explican la sensibilizacién. Una defiende que la saliva de las garrapatas contiene
el epitopo a-Gal y, una vez dentro del sistema, éste es mostrado por las células presentadoras de
antigenos y los linfocitos B en el contexto de una inmunidad de tipo Th2. La otra hipdtesis explica
que la saliva de las garrapatas contiene otras moléculas inmunomoduladoras como prostaglandina
E2 que llevan al cambio de clase de anticuerpos a IgE. A nivel celular, tienen un papel importante
en este proceso las células dendriticas, los baséfilos y los mastocitos. Los componentes de la saliva
de las garrapatas impiden la migracién de las células dendriticas a los ganglios linféticos impidiendo la
promocién de respuestas Th1 y Th17. Sin embargo, las células dendriticas CD301b+ si son capaces de
migrar e interaccionar con los linfocitos T CD4+ llevando a una inmunidad de tipo Th2. Los basdfilos
por su parte son capaces de migrar a ganglios linfaticos y secretar la IL-4 necesaria para dirigir la
respuesta inmune hacia Th2. Los mastocitos también secretan IL-4 para favorecer el cambio de clase de
anticuerpos a IgE en los linfocitos B marginales. Todas estas acciones llevarian a la produccién de IgE
por parte de los linfocitos B y ademds se ha propuesto una teoria que defiende que estos anticuerpos
son producidos por plasmablastos de vida media corta en lugar de por células plasmaticas de vida
larga debido a la disminucién de estos anticuerpos IgE si se evita el consumo de carne roja o las
picaduras de garrapatas.

La parte més intrigante del SAG es la explicacién del retraso en la sintomatologia aproximadamente
cuatro horas después de la ingesta. Se ha descartado la teoria de que se pudiera deber a una
respuesta retardada de los baséfilos viendo que en pruebas in vitro se activan inmediatamente.
Descartando esta hipdtesis solo queda que ésto se deba a una propiedad intrinseca del oligosacdrido.
Diferentes estudios han probado que los glucolipidos con a-Gal son capaces de atravesar las células
intestinales Caco-2 mientras que las glucoproteinas con a-Gal no son capaces o lo hacen muy lenta-
mente. Esto explica por qué las visceras o las carnes grasas producen mayor rapidez y gravedad de
los sintomas. Por otro lado, la digestién de los triglicéridos tarda cuatro horas aproximadamente por lo
que carnes ricas en triglicéridos, como el tejido muscular, serdn las que dardn esta sintomatologia tan
retardada.
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Los triglicéridos junto con los glucolipidos con a-Gal son empaquetados en quilomicrones y una
vez llegan a circulacién sanguinea se produce el reconocimiento de los epitopos de a-Gal por las
IgE anti-a-Gal de los baséfilos produciendo el entrecruzamiento de los receptores y provocando
su degranulacién y liberacién de moléculas como histamina. El papel de los mastocitos en esta
hipersensibilidad de tipo | es menos conocido dado su dificultad para estudiarlo. Se sabe que si
interaccionan debido al aumento de triptasa sérica de los pacientes con SAG después del consumo
de carne, pero se desconoce si su activacién es dependiente de IgE.

Cada vez son més los datos que se conocen sobre el sindrome a-Gal pero ain faltan muchas incégnitas
por resolver y muchos estudios por realizar. Terminar de conocer cémo se desarrolla esta alergia podria
ser Util para establecer futuros tratamientos y mejorar la calidad de vida de los pacientes.
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Resumen

células T yO+. Los ratones deficientes en L-7 tienen déficit de linfocitos B y T afi+, y ausencia de

I a IL-7 es un factor crucial para los linfocitos absolutamente necesario para el desarrollo de las
células TCR y&+ maduras.

La IL-7 es esencial para la supervivencia, desarrollo y maduracién de Schistosoma sp., aunque su
produccidn estd asociada con proteccién frente a helmintos intestinales.

La presencia de anticuerpos anti-Anisakis simplex, especialmente IgA, se relaciona con disminucién de
linfocitos CD3+CD56+af+ y todas las subpoblaciones de células T y®.

En este trabajo se estudié la relacién de la IL-7 con la respuesta humoral y celular frente a A. simplex en
100 sujetos sanos.

Se midié la presencia de IL-7 sérica mediante ELISA sédndwich (Quantikine® HS ELISA), asi
como los anticuerpos anti-A. simplex frente antigeno total larvario por ELISA indirecto. Las
subpoblaciones de linfocitos T af+y y&+ se determinaron mediante citometria de flujo. De los
100 sujetos estudiados, 38 eran hombres y 62 mujeres, con una edad media de 52,5 + 16,8
afos (hombres, 56,9 £ 17,5 y mujeres, 49,9 = 16,0, p=0,042).
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Los niveles de IgA anti-Anisakis aumentaron
progresivamente en funcién de la edad de los
sujetos. Hubo una correlacién positiva entre IgA
anti-Anisakis y la edad (correlacién de Spear-

man, +0,318, p=0,001).

Hemos encontrado un aumento significativo
de los niveles de IL-7 en los sujetos IgA anti-A.
simplex-positivos (p<0,001). En el caso de los
anticuerpos especificos IgM, los niveles de IL-7
también fueron mayores en el grupo positivo

(p<0,05) (Fig. 1).

Observamos una correlacién positiva entre los
niveles de IL-7 y los anticuerpos IgA anti-Anisakis
(Spearman, +0,250, p=0,012).

Hubo una ligera correlacién inversa de los
niveles de IL-7 con las frecuencias de células
CD3+yd+ (-0,267, p=0,007) y CD3+CD8+yd+
(-0,302, p=0,002).

Los niveles de IL-7 fueron significativamente
més altos en sujetos con rangos de células
CD3+yd+, CD3+CD4+yd+ y CD3+CD8+yd+
por debajo del valor de la mediana (p<0.01).

Se estudiaron las diferencias entre las subpo-
blaciones T af3 (convencionales) y Y0 (no con-
vencionales) segin la positividad o no de los
anticuerpos anti-Anisakis. Las frecuencias de
células CD3+CD4-CD8-yd+ (doble negativo),

CD3+CD8+yd+ y CD3+CD56+yd+ fueron
significativamente menores en el grupo IgM
anti-Anisakis positivo (p<0,05). En el grupo
IgA  anti-Anisakis positivo, las frecuencias
de CD3+aB+ (p<0,01), CD3+CD4+af+,
CD3+CD8+af+, CD3+CD56+a3+, CD3+yd+,
CD3+CD4-CD8-yd+ (doble negativo) vy
CD3+CD56+yd+ fueron significativamente
mds bajas (p<0,05) (Fig. 2). Las frecuencias de
células CD3+af+, CD3+CD4+af+, CD3+C-
D56+af+ y CD3+CD56+yd+ fueron significa-
tivamente menores en el grupo IgE anti-Anisakis
positivo (p<0,05).

€

Los niveles de IgA anti-Arisakis
aumentaron progresivamente
en funcion de la edad de los
sujetos. Hubo una correlacion
positiva entre IgA anti-Arnisakis
y la edad (correlacion de
Spearman, +0,318, p=0,001).

?

Se confirma el papel de las células NKT en la respuesta anti-A. simplex y se demuestra una asociacién
entre niveles de IL-7 y anticuerpos especificos, especialmente IgA. El aumento de IL-7 representaria un

mecanismo compensatorio en respuesta a la disminucién de las poblaciones linfocitarias asociada a la

respuesta frente a este pardsito.

IL-7 Serum (n=100) 100-

Figura 1. Diferencias de niveles de IL-7 (pg/mL)
segln anticuerpos anti-Anisakis positivos
o negativos. Las barras T indican la desviacién 0
estandar. Prueba U de Mann-Whitney
(*p<0,05, ***p<0,001).
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Figura 2. Diferencias entre las subpoblaciones de células T yd (no convencionales) segin anticuerpos anti-Anisakis positivos o negativos.
Los valores de las subpoblaciones de células T se expresan como medias (x109/L), y las barras T indican la desviacién estandar.

Prueba U de Mann-Whitney (* p<0,05).
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Pildoras pelierosas
para adeleazar:
cEsta 7aenia asiatica
implicada?

as personas que quieren perder peso se enfrentan constantemente a una gran variedad de

dietas, suplementos y regimenes de adelgazamiento entre los que elegir. Ya sea en revistas,

televisién o Internet, el consumidor es bombardeado con innumerables anuncios que afirman
ofrecerle la oportunidad de perder peso con sus productos. Se requiere cautela y estar bien
informado, ya que ciertas afirmaciones de marketing para adelgazar no sélo son engafiosas, sino
también potencialmente perjudiciales para la salud.

El uso de pildoras dietéticas con “cisticercos de cestodos” ilustra este riesgo. La teoria es que las
tenias alcanzardn la madurez en el intestino y que el gusano adulto absorberd alimento facilitando
la pérdida de peso. Segin un articulo de revisién publicado en 2022 (1), el siglo XX comenzé,
sorprendentemente, con la "dieta de la lombriz solitaria", que se anunciaba como una dieta sin
esfuerzo. Para hacer més famosa esta dietq, se decia que la cantante de dpera Maria Callas, utilizaba
las pildoras y que, como consecuencia, habia perdido unos 30 Kg en poco tiempo. Posteriormente
se comprobd su aficién a comer “steak tartar”, hecho a base de carne de vacuno cruda, lo que
seria la probable causa de la presencia en el intestino de la especie Taenia saginata, ya que un
cisticerco (forma parésita, no de resistencia) dentro de una cdpsula (a saber el tiempo), no resulta
viable para producir una infestacién.



La cuestién alarmante es que, incomprensible-
mente, la dieta del cestodo se sigue anunciando
en Internet estos dias, por ejemplo, en las paginas
https://pulsemed.org/tape-worm-diet-pill.
htm o http://tapewormdiet.org/.

El verdadero problema es que existen pildoras
que se pueden comprar en internet que lo
que contienen no son cisticercos sino huevos
de Taenia spp. Los huevos del género Taenia
si permanecen viables en el medio externo
puesto que no son formas pardsitas sino de
resistencia. La cuestién —que parecen ignorar
los irresponsables que ponen a la venta dichas
pildoras— es que la ingesta del huevo, si no
se determina previamente la especie de Taenia
a la que pertenecen, puede provocar en el
consumidor una cisticercosis y no una teniasis.
Y eso es precisamente lo que le ocurrié a una
joven de 20 afios en China, que desarroll6
una cisticercosis diseminada tras la ingesta de
pildoras que contenian huevos de Taenia (2).
Puesto que T. saginata no produce cisticercosis
humana, solo bovina, los autores del trabajo
suponen que los huevos ingeridos por la joven
debian pertenecer a Taenia solium, la especie
capaz de producir, ademds de teniasis, cisticer-
cosis en el ser humano.

Dudamos seriamente que los proveedores de
las pildoras pongan a la venta consciente-
mente huevos de T. solium, que pueden matar
al consumidor de una neurocisticercosis.
Obviamente, los proveedores no realizaron
ningUn andlisis molecular de los huevos que
hubiera revelado de qué especie se trataba.
Por lo tanto, probablemente identificaron la
especie de Taenia, cuyos huevos iban a utilizar,
por la morfologia de los anillos grévidos de
los que extraer los huevos.

Y es en este punto donde hay que recordar que
son 3, y no 2, las especies de Taenia que afectan
al ser humano, T. solium, T. saginata y Taenia
asiatica. Precisamente, T. asiatica estd presente
en la mayoria de los paises del continente
asidtico, incluida China, pais de la paciente,
y con altas prevalencias. Y precisamente, la
morfologia de los anillos grévidos de T. asiatica

es la misma que los de T. saginata, por lo que la
especie de la que se extrajeron los huevos podria
haber sido de hecho T. asiatica, una especie de
lo que ain se desconoce su capacidad de
producir cisticercosis humana.
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es que existen pildoras
que se pueden comprar
en internet que lo que
contienen no son
cisticercos sino huevos de
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sino de resistencia. 99

La paciente presentaba cisticercos en cerebro,
muUsculos, tejido subcuténeo, y en higado y
peritoneo (2). El tropismo hepdtico de los
cisticercos de T. asiatica es bien conocido, si
bien también se han encontrado cisticercos
extrahepdticos en cerdos en la India, por lo
que no se descarta que T. asiatica pueda causar
cisticercosis en otras localizaciones, ademds de
la hepética.

Por tanto, se podria descartar la posibilidad de
que los huevos de las pildoras ingeridas perte-
necieran a T. solium, ya que es dificil de creer
que huevos que pueden matar al paciente se
vendan al pdblico. Y también se puede descartar
a T. saginata ya que sus huevos no infestan a los
humanos.
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Es evidente que sélo el estudio molecular —que no se realizé ni a los huevos contenidos en las pildoras
ni a los cisticercos de la paciente— podria haber resuelto la etiologia de la especie implicada. Por
consiguiente, esta cuestién seguird abierta y, en nuestra opinidn, T. asiatica deberia haber sido
incluida como posible origen de la cisticercosis padecida por la joven que no dudé en ingerir
tales peligrosas pildoras.

Esta presentacién se basé en una carta al editor que publicamos en la revista American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene (3).
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Nuevas moleculas
con actividad terapcutica
{rente a tripanosomatidos:
evaluacion y mecanismo de
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Resumen

Desarrollo y Calidad de Vida de la Universidad de la Laguna, ha sido realizada en el laboratorio

de Quimioterapia Antiparasitaria del Instituto Universitario de Enfermedades Tropicales y Salud
Piblica de Canarias, perteneciente al Departamento de Obstetricia y Ginecologia, Pediatria, Medicina
Preventiva y Salud Piblica, Toxicologia, Medicina Legal y Forense y Parasitologia.

I : sta Tesis Doctoral, incluida en el programa de Doctorado en Ciencias Médicas y Farmacéuticas,

La leishmaniosis, causada por especies del género Leishmania, y la enfermedad de Chagas,
causada por Trypanosoma cruzi, son dos patologias graves que provocan la muerte de
miles de personas cada afo. Afectan principalmente a zonas en vias de desarrollo, por
lo que son enfermedades que se relacionan con la pobreza y la malnutricién. Ademds, la
falta de higiene o las caracteristicas de la vivienda pueden propiciar el contagio, pues son
patologias transmitidas por vectores, los flebétomos en la leishmaniosis y las chinches en
la enfermedad de Chagas. Estas caracteristicas, ademds de que se traten de enfermedades
que precisan de ambientes himedos y cdlidos, hacen que se engloben dentro de las
enfermedades tropicales desatendidas (ETD).



Los tratamientos disponibles frente a estas
patologias son poco efectivos y, ademds,
generan enormes efectos secundarios en los
pacientes. Estos tratamientos no han mejorado
y son los mismos que hace 50 afios, por lo
que se hace necesaria la biusqueda de nuevos
tratamientos que sean mds efectivos y, sobre
todo, menos tdxicos. El laboratorio de
Quimioterapia Antiparasitaria del Instituto
Universitario de Enfermedades Tropicales
y Salud Pdblica de Canarias lleva més de
una década desarrollando investigaciones
en este campo.

La presente Tesis Doctoral pretende ahondar
en la investigacién de la bisqueda de nuevas
terapias efectivas frente a estas patologias.
Para ello se realizé un estudio in vitro de
actividad de varios compuestos frente a
Leishmania amazonensis, Leishmania donovani
y Trypanosoma cruzi, usando un ensayo
colorimétrico basado en el alamarBlue™.
Asimismo, usando el mismo método, se estudid
la citotoxicidad frente a macréfagos murinos.
Los compuestos mds selectivos se seleccionaron
para realizar estudios sobre el mecanismo
de accién que inducia la muerte de los
pardsitos.

Los derivados de acrilonitrilos han demostra-
do, previamente, poseer actividad biolégica
frente a ofras patologias, proponiéndose
como posibles antitumorales, antibacterianos
y antiparasitarios. Por esta razén, en este
trabajo se evalué la actividad tripanocida
y leishmanicida de 32 nuevos acrilonitrilos
desarrollados en el Instituto de Productos
Naturales y Agrobiologia de Tenerife.
Los resultados de este estudio demuestran
buena capacidad tripanocida de 5 de
estos acrilonitrilos, al igual que 3 de ellos

é

muestran una gran actividad leishmanicida,
induciéndose un mecanismo de muerte
celular programada en los parésitos.

El laboratorio

de Quimioterapia
Antiparasitaria del
Instituto Universitario de
Enfermedades Tropicales y
Salud Publica de Canarias
lleva mds de una década
desarrollando investigacio-
nes en este campo. 99

Los productos naturales han sido histérica-
mente una fuente de nuevos compuestos en
la busqueda de nuevas terapias. Las lacto-
nas sesquiterpénicas han evidenciado mul-
titud de actividades biolégicas, tales como
antiinflamatoria, antiviral o antiparasitaria.
En esta investigacién se estudié la actividad
antichagdsica y leishmanicida, asi como, el
mecanismo de accién, de 13 lactonas ses-
quiterpénicas de Palythoa aff. clavata obte-
nidas en el Instituto Universitario de Bio-Or-
gdnica Antonio Gonzdlez de la Universidad
de la Laguna. Los resultados demuestran la
actividad antiparasitaria de 3 de estas lacto-
nas, diluciddndose, ademés, que producen
sus efectos sobre los pardsitos induciendo
muerte celular programada.




Conclusiones

En conclusion, los acrilonitrilos y las lactonas sesquiterpénicas muestran actividad
antiparasitaria, siendo capaces de producir una muerte celular programada, por
lo que se presentan como buenos candidatos para la terapia de la enfermedad de
Chagas y la leishmaniosis.

Carlos Javier Bethencourt Estrella
cbethene@ull.edu.es
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Tecnologia LAMP
para el diagnostico
molecular adaptado
de enfermedades
infecciosas

por los requerimientos técnicos y estructurales que presentan muchas de las metodologias

utilizadas. Asi, tecnologias con elevada sensibilidad y especificidad, como la amplificacién
de d4cidos nucleicos, han quedado restringidas a laboratorios de referencia con importantes
infraestructuras. Por ello, infecciones endémicas en paises en vias de desarrollo son las que més
han sufrido este problema diagnéstico. La carencia de sistemas apropiados para la deteccién de
patégenos ha llevado en muchas ocasiones a un sobre o infra tratamiento, a una falta de este e
incluso a un tratamiento innecesario o hasta dafino. Ha resultado también en una distorsién de
los datos epidemiolégicos de numerosas enfermedades infecciosas.

l l istéricamente, el progreso en el diagndstico de enfermedades infecciosas se ha visto limitado

Las técnicas de amplificacién isotérmica de dcidos nucleicos se desarrollaron con la promesa de
llevar al campo el diagndstico molecular realizado en el laboratorio. La amplificacién isotérmica
mediada por bucle (LAMP, del inglés Loop-mediated isothermal amplification) es hoy dia la mds
utilizada entre todas ellas. Sin embargo, tras dos décadas desde su presentacién, éste y otros
métodos isotérmicos siguen siendo infrecuentes en la préctica clinica diaria.



En este contexto, nos planteamos como hipétesis de esta Tesis Doctoral la necesidad de
adaptar esta tecnologia y combinarla con ofras que permitan almacenar y transportar los
reactivos de reaccién necesarios, sin requerir una cadena de frio. También consideramos preciso
disponer de dispositivos pequefios, portdtiles y auténomos para llevar a cabo la reaccién.
Ademds, la amplificacién convendria poder monitorizarla a tiempo real y todos los datos
generados ser gestionados cémodamente a través de un dispositivo inteligente.

Esta hipdtesis se basd en un andlisis bibliografico detallado que se presenta como introduccién.
En primer lugar, se definen las generalidades de los diferentes diagnésticos basados en écidos
nucleicos, desde la PCR hasta las distintas técnicas de amplificacién isotérmica y los diferentes
andlisis post-amplificacién. Una vez establecido este marco tedrico, se describen en profundidad
las aplicaciones de la tecnologia LAMP en las enfermedades tropicales desatendidas (NTDs, del
inglés Neglected Tropical Diseases), con especial atencidn a la esquistosomosis y en la infeccién
por SARS-CoV-2. En estas revisiones se destacan las fortalezas de los estudios presentados hasta
la fecha y también sus limitaciones. Se establece asi una hoja de ruta para las aportaciones que
este trabajo de investigacién puede hacer al campo de estudio.

L

LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION

e

@ ESTABILIZACION @ DIAGNOSTICO PORTATIL @ SARS-CoV-2
Tampon +
S
'J | S 5'.*5:-;' 2
Resto de reactivos # ‘18‘. &j@
+ Crioprotector lﬁ"a’j P R
KR
Tiempo de amplificacién re .pb'
G
O :omin Nuevos Evaluacién
concentracion =~ diagnésticos de muestras
— ] ) « RdRp + Nasofaringeas
— E « Spike + Saliva
=-min LISTO PARA - -~ * Nucleoproteina * QOrina
— " | ELUSO -
- Rehidratacion ‘ : » Envuelta
Almacenamiento
a temperatura \ /’
ambiente
\. I y,
@ EVALUACION
£ in S. mansoni
ESTABILIZACION DIAGNGSTICO PORTATIL .J\_j ’
= ﬂ S. haematobium
[=] m v
B ———
+ g Strongyloides spp.
' 2 .\T’-:‘,-'P_.
T £%  SARSCoV-2

Figura 1: Resumen gréfico
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Obijetivos

De esta manera, propusimos como objetivo
general la adaptacién de la tecnologia LAMP
para su validacién como método molecular en
el diagnéstico de las enfermedades infecciosas.
Para ello, se definen diversos objetivos especi-
ficos que se van alcanzando en los diferentes
articulos de investigacidn presentados en esta
Tesis Doctoral.

El primer objetivo especifico se basaba en
desarrollar y aplicar un método de estabiliza-
cién sencillo que permitiera almacenar reactivos
LAMP listos para el uso a temperatura ambiente.
Para ello, utilizamos el método SmMIT-LAMP,
previamente publicado por nuestro grupo para
la deteccién de ADN de Schistosoma mansoni.
Con un simple proceso de desecacién, obte-
nemos reactivos listos para el uso y estables a
temperatura ambiente durante varias semanas.

Como segundo objetivo especifico nos
planteamos disefiar y desarrollar un dispositivo
portdtil y una aplicacién mévil, con el fin de
realizar reacciones a tiempo real de amplificacién
isotérmica y analizar y almacenar los resultados
obtenidos. Este dispositivo se materializa en el
SMART-LAMP, que fue registrado como modelo
de utilidad concedido en la Oficina Espafiola de
Patentes y marcas bajo el titulo “Dispositivo
de diagnéstico de enfermedades tropicales
desatendidas”.

Durante la realizaciéon de esta Tesis Doctoral,
estallé la pandemia provocada por SARS-CoV-2.
El desarrollo de métodos de diagnéstico rdpidos,
sensibles y precisos se convirtié en una tarea de
imperiosa necesidad en los primeros compases
de la misma. Por ello, establecimos como tercer
objetivo especifico el disefio de diferentes
ensayos RT-LAMP (Reverse transcription—LAMP)
para la deteccién del virus y su evaluacién en
diversas muestras clinicas. Describimos ocho
ensayos RT-LAMP diferentes para la deteccién
de SARS-CoV-2. Ademds, realizamos un andlisis
comparativo de estos en términos de cinética,

sensibilidad y especificidad y finalmente se-
leccionamos los mejores para su posterior
aplicacién en muestras clinicas. Se observd
una alta sensibilidad y especificidad en muestras
de exudados nasofaringeos. Sin embargo,
se comprobd que no eran Utiles en muestras
de orina para la deteccién de ARN del virus.
Por otra parte, se realizaron mejoras sobre el
protocolo de estabilizacién de los reactivos,
incrementdndose a dos meses su estabilidad a
temperatura ambiente.
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El cuarto objetivo especifico tuvo como finali-
dad evaluar la utilidad diagnéstica del dispositivo
portétil SMART-LAMP. Para ello, disefiamos un
estudio piloto en el que combinamos el uso del
dispositivo con el método de estabilizacién de
reactivos desarrollado, obteniendo un sistema
portdatil y fécil de utilizar en zonas de escasa
infraestructura. Se ensayé para la deteccién
de Schistosoma mansoni, S. haematobium,
Strongyloides spp. y SARS-CoV-2, obteniendo
elevados valores predictivos. Los resultados
fueron comparables con los obtenidos por
RT-gPCR y con un dispositivo comercial de
amplificacién isotérmica.



Conclusiones

En conclusién, el trabajo que aqui se presenta muestra: (i) el desarrollo de una
metodologia sencilla y rapida de estabilizacion de reactivos LAMP, que permite
su almacenamiento a temperatura ambiente en un formato listo para el uso; (ii) el
disefio y desarrollo de un dispositivo portdtil (SMART-LAMP) que permite la reali-
zacién a tiempo real de reacciones de amplificacién isotérmica, controlado a través
de una aplicacién mévil; (iii) la puesta a punto de un RT-LAMP para la deteccién de
SARS-CoV-2 con altos valores de sensibilidad y especificidad; (iv) la aplicacién del
SMART-LAMP para diferentes ensayos LAMP, demostrando su excelente rendimiento
diagnéstico, con resultados comparables a los obtenidos con técnicas moleculares
de referencia (RT-qPCR) y otros dispositivos comerciales de amplificacién isotérmica.
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Analisis de la actividad
terapcutica de
los compuestos
R38 y R38-P
Irente a
Leishmania major

una prioridad sanitaria a nivel global segin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

Es causada por diferentes protozoos del género Leishmania y transmitida por un artrépodo,
concretamente, un flebétomo hembra infectado (Figura 1). Esta enfermedad presenta tres manifestaciones
clinicas: la leishmaniasis visceral, leishmaniasis cutdnea y leishmaniasis mucocutdnea. La falta de
eficacia, el desarrollo de resistencias, los efectos téxicos y el elevado coste de los tratamientos actuales
son algunos retos que llevan a buscar nuevas alternativas terapéuticas. Entre las novedosas lineas de
investigacién destacan los péptidos antimicrobianos. Son moléculas de base peptidica de bajo peso
molecular que han demostrado su capacidad para modular el sistema inmunitario innato, al igual que
su actividad frente a diversos patégenos. En el presente trabajo, se estudiardn los compuestos R38 y
R38-P como potenciales candidatos para el tratamiento de la leishmaniasis cutdnea.

l a leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida, endémica en més de 90 paises, y



Obijetivos

Los objetivos de este estudio fueron, en primer lugar, determinar la actividad leishmanicida de los
compuestos R38 y R38-P frente a promastigotes de Leishmania major. A continuacién, determinar la
actividad leishmanicida de R38 y R38-P en amastigotes de L. major. Y, por Gltimo, estudiar los niveles
de expresién de los genes cyca, cyc6, a-tubulin y pcna en pardsitos tratados con los compuestos.

Materiales y Métodos

Se realizé un ensayo MTT para estudiar la actividad leishmanicida de los compuestos R38 y R38-P
frente a la forma promastigote de L. major. Se emplearon concentraciones crecientes de cada compuesto
para determinar los valores de IC50.

A continuacién, se infectaron macréfagos murinos con L. majory fueron tratados con concentraciones
crecientes de cada uno de los compuestos para determinar la actividad en la forma amastigote de
L. major.

Finalmente, se seleccionaron cinco genes de L. major, cuya expresién pudiera verse afectada por la
presencia del prometedor compuesto R38. Se disefiaron y validaron los cebadores necesarios para
llevar a cabo la RT-qPCR, determinando con este ensayo los niveles de expresidn de los genes en
presencia y ausencia de R38

Resultados y discusion

Los dos compuestos presentaron actividad leishmanicida frente a L. major. R38 obtuvo un valor de
23,7 uM, mientras que R38-P mostré menor actividad con una IC50>65 uM (Figura 2). La concentracidn
necesaria para inhibir el crecimiento in vitro de L. major de los compuestos fue mayor a la necesaria
con el fdrmaco de referencia empleado (Anfotericina B). Ademds, el compuesto R38 presentd unos
resultados prometedores, al ser comparado con la paromomicing, un antibidtico autorizado para
el tratamiento clinico de la leishmaniasis cutdnea. R38 obtuvo un valor similar (IC50=23,7 uM y
R2=0,99) al obtenido en ensayos anteriores de la paromomicina (IC50=20 pM).

También se observé la reduccién de la tasa de infeccién tras el tratamiento con el compuesto R38, del
70% al 48%, asi como una reduccién significante del nimero de amastigotes por macréfago infectado
del 34%. Las concentraciones ensayadas con R38-P no redujeron significativamente la infeccién
(Figura 2).

Por dltimo, tras la seleccién de los genes (gapdh, cyca, cycd, a -tubulin y pcna) se disefiaron y validaron
los cebadores sentido y antisentido de cada uno de ellos, y se realizé la RT-qPCR para analizar los
niveles de expresién de los genes estudiados. El tratamiento con R38 llevé a la reduccién de la actividad
de las proteinas codificadas por los genes estudiados (a excepcién de pcna) (Figura 3).
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Conclusiones

La leishmaniasis es una enfermedad que afecta a millones de personas cada afio,
y la busqueda de nuevos tratamientos seguros, eficaces y asequibles es necesaria

para el control de la enfermedad.

Entre las lineas de investigacién actuales destacan
los péptidos antimicrobianos, como R38 y R38-P.
Tras el estudio de actividad leishmanicida de
estos compuestos se determiné que ambos
tenian actividad frente a la forma promastigote
de los pardsitos, pero unicamente R38 presentaba
actividad frente a la forma amastigote, reduciendo
significativamente el porcentaje de infeccién de
macréfagos. Por ello, fue seleccionado para el
posterior estudio de expresién génica. En este
ensayo, se analizaron 5 genes para estudiar los
posibles mecanismos de accién de R38 mediante
RT-gPCR. Se demostrd que los niveles de expresién
de los genes cyca, cycé y a-tubulin aumentaban
en presencia de R38, indicando que R38 afectaba
el ciclo bioldgico y la integridad estructural de los
pardsitos. Por consiguiente, se concluye que R38
es un potencial candidato para el tratamiento de
la leishmaniasis.

14 . .
La leishmaniasis es

una enfermedad que
afecta a millones de
personas cada afo,

y la busqueda de nuevos
tratamientos seguros,
eficaces y asequibles

es necesaria para

el control de

la enfermedad.
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l-Xtranas parejas
en imagenes:
Parasitologia y Astronomia

7

& Parasitologia e Ictiologia

imdgenes que resultan curiosas por lo extrafio de las parejas que en ellas se relacionan.

f ; iempre se dice que una imagen vale més que mil palabras. Y de eso se trata, de ver unas
Empecemos por la relacién —inimaginable — que pueda tener la Parasitologia con la Astronomia. .

Viendo una imagen de la superficie del planeta Plutén, publicada en un articulo de la revista Science [ 1],
claramente parecia reflejar la superficie del huevo de Taenia, mds concretamente de la especie
T. asiatica, cuyos primeros datos sobre la ultraestructura de sus huevos mediante estudios de microscopia
electrénica de transmisién y de barrido (TEM, SEM) acabdbamos de publicar [2].

La superficie de Plutdn, un planeta situado a millones de Km de la Tierra con un didmetro de 2.732 Km,
y las imagenes de barrido que obtuvimos de la estructura de la superficie del embriéforo (capa gruesa
constituida por numerosos bloques que rodean al embrién del pardasito) de los huevos de Taenia
—que miden escasamente 30-40 micras—, se muestran en la Figura 1.



Figura 1: El huevo de T. asiatica es mostrado en a y una vista general de Plutén en b. En ¢ se observa un detalle del embriéforo del huevo
de T. asiatica 'y en d el detalle de la superficie poligonal similar de Plutén. Una visién mdas amplia de ambas superficies, la del embriéforo
y la del planeta, se muestran en e y f, respectivamente.

En vista de las imé&genes, el huevo de Taenia podria perfectamente considerarse el pequefio Plutén
del universo de los pardsitos.

Esta curiosidad aparecié como e-letter en Science [3].

La ofra extrafia pareja, Parasitologia e Ictiologia, surgié de observar la forma de unos circulos
misteriosos que se descubrieron por primera vez en la arena del fondo del mar cerca de Japén en
1995. El origen de estos circulos se desvelé en 2013: un pequefio pez globo macho, perteneciente
al género Torquigener, es su creador [4]. Mediante los movimientos de su cuerpo y aletas es capaz
de construir estructuras geométricas circulares —de unos 2 m de anchura— como nichos reproductivos.
Estos nidos constan de picos y valles alineados radialmente y un drea plana en la zona central.

En este caso, la similitud —que también se nos ocurrié publicarla [5]- se muestra en la Figura 2, y
nos parecié que lo era con las coronas de ganchos que ciertos cestodos, llamados armados, tienen
en el escédlex, y que presentan una anchura inferior al milimetro.
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Figura 2: En a'y c se muestran las estructuras que realiza el pez globo, mientras que en b se muestra una corona de ganchos de un cestodo
del género Hymenolepis, y en d una de un cestodo del género Taenia.

Si Plutén tiene una diminuta alma gemela parésita, esta estrategia ictiolégica también parece
tenerla entre las coronas de ganchos de ciertos cestodos.
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