Universidad Central de

Venezuela
Facultad de Ciencias
ESCUELA DE BIOLOGIA

Estudio de la respuesta de anticuerpos especificos de tipo IgE contra

Ascaris lumbricoides en comunidades rurales del Estado Miranda.

TRABAJO ESPECIAL DE GRADO

Presentado ante la llustre Universidad
Central de Venezuela, por la bachiller Sonia
Pestana De Ascensao como requisito parcial

para optar al titulo de Licenciado en Biologia

Caracas, Venezuela

FEBRERO - 2011



Pestana De Ascensao, Sonia

ESTUDIO DE LA RESPUESTA DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS DE
TIPO IgE CONTRA Ascaris lumbricoides EN COMUNIDADES RURALES
DEL ESTADO MIRANDA.

RESUMEN.

La ascaridiasis es una infeccion cuyo agente etiologico es el parasito llamado
Ascaris lumbricoides, el cual es el mas grande de los nematodos que parasita el
intestino humano. En Venezuela la infeccion por A. lumbricoides es la
geohelmintiasis de mayor importancia en salud publica, por su alta frecuencia,
morbilidad, la determinacion de complicaciones graves y la produccion de altos
niveles de la Inmunoglobulina E.

En este trabajo se estudio la respuesta especifica de anticuerpos de tipo IgG e
IgE contra extractos de vermes adultos de A. lumbricoides en el suero de 117
individuos, de los cuales el 95% fueron ninos de comunidades rurales del Edo.
Miranda y 2 hospitales de la ciudad de Caracas.

De los 117 individuos estudiados, 74 resultaron ser positivos para Ascaris
lumbricoides, de los cuales 40 individuos poseian a la par otra (as) parasitosis, y
segun su porcentaje de incidencia se presentaron en las siguientes proporciones : 28
% presenta Trichuris trichiura, 23 % present6 Blastocystis hominis, 19 % presento
Giardia duodenalis, con un 13 % que presentan las parasitosis Entamoeba
histolitica/dispar y Entamoeba coli y finalmente en un 2% se presentan individuos
parasitados a la par con Strongyloides stercolaris y huevos de anquilostomidio.

Se reportd en el perfil proteico un total de 16 bandas proteicas con masas
moleculares de 148,48; 101,24; 95,19; 75,95; 67,26; 60,60; 56,29; 53,24; 51,10;
44,77, 41,15; 39,68; 34,77, 32,53; 31,51 y 26,3 kDa.

Los resultados de los ensayos de ELISA a partir de los antigenos del extracto
soluble de Ascaris lumbricoides, indican que diferentes proteinas como la de 41 kDa
presentes en este extracto podrian estimular la produccién de IgE en los nifios
estudiados.
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INDICE DE ABREVIATURAS.

ABA-1: Ascaris Body Allergen. Proteina unida a un acido graso, presente en

Ascaris lumbricoides entre otros nematodos.

Ac: Anticuerpo.

Ag: Antigeno.

Asc. I: Ascaris lumbricoides

(BCIP/NBT): Bromocloroindolil fosfato / nitroblue tetrazolium.
BSA: Albumina de suero de bovino.

CPA: Célula presentadora de antigeno.

D.O.: Densidad optica.

D.S.: Desviacion estandar.

DTT: Ditiotreitol.

ELISA: Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (Enzyme Linked

Inmunoabsorbent Assay).
FA: Fosfatasa alcalina.

GM-CSF: Factor estimulador de la formacion de colonias de gametocitos y

macrofagos

IFN vy : Interferon Gamma.
1g: Inmunoglobulina.

1gS: Inmunoglobulina sérica,
IgE: Inmunoglobulina E
1gG: Inmunoglobulina G

IL: Interleuquinas



LPC : Liquido pseudocelémico.

LT : Linfocitos T.

NK: Células Natural Killers, Células asesinas.
NPA: Poliproteinas alergénicas de nematodos.
NSOP: No se observaron parasitos.

OP: otras parasitosis

PBS : Buffer Fosfato Salino

PVDF : Polivinildenedifloride.

rABA-1A : Proteina recombinante ABA-1
RI: Respuesta inmunitaria.

SDS PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS.
SI: Sistema Inmunitario.

TBS: Buffer Tris Salino.

Tc: Linfocitos T citotoxicos.

Th: Linfocitos T colaboradores.

TcR: Receptor de Linfocitos.

TMB: Tetrametilbenzidina.

TNF: Factor de Necrosis Tumoral.

Treg: Linfocitos T reguladores

WB: Western Blot
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I.-INTRODUCCION

l.- 1. Ascaris lumbricoides Generalidades

La ascaridiasis es una infeccion cuyo agente etiologico es el parasito llamado
Ascaris lumbricoides (del griego Askaris, que significa gusano), el mas grande de los
nematodos que parasita el intestino humano. Un pardsito es un organismo que se
beneficia de otro al obtener los nutrientes de los tejidos vivos del hospedador, sin
dafio tisular o muerte del hospedador. En la mayoria de los casos, los parasitos dafan
o causan enfermedades al organismo hospedante (Markell y col., 1994; Solomon y

col., 1996; Quintero-Victoria y col., 2008)

Se estima que en el mundo hay mas de 1 billon de individuos infectados con
parasitos helmintos, que habitan principalmente las areas tropicales del globo
terraqueo y los paises menos desarrollados, en donde las condiciones socio-
economicas limitantes, particularmente la falta de una infraestructura sanitaria
apropiada, constituye uno de los factores mas relevantes en la alta prevalencia que
aun se observa, particularmente en comunidades rurales, en cuyas areas generalmente
las medidas higiénicas no son practicadas de manera adecuada (O’ Lorcain y Holland,

2000; Nelson y Darby, 2001; Di Prisco y col., 2006).

La ascariasis es considerada una de las diez infecciones parasitarias mas
comunes a nivel mundial, calculandose que existen entre 800 y 1000 millones de

individuos infectados, y aunque la mortalidad es relativamente baja las



complicaciones frecuentemente requieren de atencion hospitalaria (Escalante y col.,

2005; Stranieri y col., 2009).

La mayor prevalencia e intensidad de dicha parasitosis se alcanza durante la
infancia, especificamente en la vulnerable edad escolar. La morbilidad es
proporcional a la infeccidon y €sta se caracteriza cominmente por el poli parasitismo.
Las infecciones cronicas pueden conducir a un largo retardo en el desarrollo fisico y

mental, y solo en casos severos, a la muerte (Lynch y col., 1998; Gibiaqui, 2007).

Desde el punto de vista epidemiologico, la intensidad parasitaria se encuentra
relacionada a la morbilidad y al desarrollo de la sintomatologia, aun mas que a la
prevalencia, siendo el ambiente el mayor modulador de esta ultima (Crompton, 1994;

O'Lorcain y Holland, 2000).

En Venezuela, la infeccion por Ascaris lumbricoides es la geohelmintiasis de
mayor importancia en salud publica, por su alta frecuencia, morbilidad y la
determinacion de complicaciones graves (Lynch y col., 1998; Ortiz y col., 2000;

Hagel y col., 2006; Diaz, y col., 2009).

En 1960, se estimaba que en el mundo habian 644 millones de personas
infectadas con Ascaris lumbricoides (30%), 355 millones con Trichuris trichiura
(16%) y 457 millones con ancilostomideos (21%), todos nematodos. Para el afio 1997
se consider6 que habian 1273 millones de personas infectadas con A. lumbricoides
(24%), 902 millones (17%) con T. trichiura y 1277 millones (24%) con

ancilostomideos (Devera y col., 2005). Podemos observar asi que ésta parasitosis no



es reciente y desde hace afos el porcentaje de individuos infectados por nematodos es

un niimero representativo.

Segun el Ministerio de Salud y Desarrollo Social, entre 1990 y 2002, en nuestro
pais prevalecio una tasa aproximada del 49,25% de helmintiasis, aproximadamente
identificando las especies como: Trichuris trichiura 25,82%, Ascaris lumbricoides

5,75% y Necator americanus en menor proporcion (Rodriguez y col., 2005).

La mayor prevalencia y frecuencia de reinfecciones se observa en el ambiente
rural, donde estas infestaciones son endémicas a pesar de los esfuerzos terapéuticos
de mantener dicha enfermedad controlada, ya que la recuperacion no llega a ser total,
retardando el crecimiento en el caso de los infantes. Se ha determinado que factores
ambientales podrian contribuir al deterioro en la estructura social y econdmica que
afecta la salud alimentaria del venezolano y a su vez esta influye negativamente en el
crecimiento y desarrollo de los nifios, y posiblemente de los pueblos que habitan en

comunidades rurales (Lynch y col., 1998; MSDS, 1999; Hagel y col., 2001).

Es importante mencionar que la incidencia de las parasitosis intestinales
dependen de varios factores, tales como: la edad, el nivel socio-economico y las
condiciones higiénicas sanitarias generales. Varios investigadores reportan que la alta
incidencia de las parasitosis intestinales se presentan a muy temprana edad,
comunidades con altos niveles de pobreza y las condiciones higiénicas sanitarias
inapropiadas. (Lynch y col., 1993; Lynch y col., 1998; Hagel, 2001; Diaz y col.,

2009).



11.-MARCO TEORICO

I1.- 1. Taxonomia.

A continuacion se describe la taxonomia segun Linnaeus, 1758
Reino: Animalia,
Phylum: Nematoda,
Clase: Secernentea,
Orden: Ascaridida,
Familia: Ascarididae,
Género: Ascaris,

Especie: Ascaris lumbricoides.

I1.- 2. Morfologia.

Ascaris lumbricoides es un nematodo intestinal, un gusano redondo, de color
blanco o rosado nacarado, de cuerpo largo, cilindrico, no segmentado y con simetria
bilateral, sus extremidades son afiladas, sobretodo en la regioén anterior. Como todo
nematodo es pseudocelomado (presenta un falso celoma) y posee una pared del
cuerpo con epidermis sincitial sin separacion del protoplasma (Bodini y Rada, 1980;

Rey, 1991; Rojas y col., 2006).



La cubierta externa del gusano adulto, la cual es muy resistente, estd formada
por la cuticula, que tiene una composicion escleroproteica lisa. Bajo la cuticula, se
encuentran varias capas musculares conformadas por la actina y la miosina que
rodean el pseudocele, el cual es un espacio compuesto de liquido que funciona como
un esqueleto hidrostatico, favoreciendo la distribucion de nutrientes y la recoleccion
de productos de excrecion y donde también se encuentran las gonadas. Todos los
organos son de tipo tubular y “flotan” dentro de este liquido (Rey, 1991; Rojas y col.,

2006).

Los sistemas de o6rganos internos consisten en un cordéon nervioso complejo
compuesto por ganglios conectados alrededor del eséfago, y un sistema digestivo
bien desarrollado con céapsula bucal de 3 labios dispuestos entre ellos, esofago,
intestino y ano o cloaca (donde no hay separacion de orina y heces). No poseen
sistema circulatorio, de manera que, para mover el liquido interno deben mover el

cuerpo para hacer presion hidrostatica (Bodini y Rada, 1980; Rey, 1991).

Son dioicos, es decir presentan los sexos en organismos separados y con
dimorfismo sexual (Figura 1). Las hembras son mas grandes y gruesas que los
machos, midiendo entre 20-35 cm y 15-30 cm, respectivamente, con un ancho de
aproximadamente 4 mm, presentando la parte posterior ligeramente encorvada. Los
machos son reconocidos facilmente por su curvatura ventral, o la disposicion
espiralada de su extremidad caudal, donde se ubica la espicula copulatoria (Rey,

1991).



La ascariasis es considerada una verdadera zooantroponosis, casi una
antroponosis estricta, cuyo reservorio es por tanto el ser humano. El parasito puede
alojarse libremente en el intestino delgado, principalmente en el yeyuno e ileon,
donde se mueve constantemente en sentido contrario a la corriente generada por los
movimientos peristalticos, evitando ser arrastrados gracias a su potente musculatura.
La hembra fecundada es capaz de producir hasta 200.000 huevos por dia, los cuales
son eliminados junto con las heces, los huevos fértiles, maduraran en el suelo,
volviéndose infecciosos (Solomon y col., 1996; Acufa y col., 2001; Gutiérrez y

Orlich, 2004).

Figura 1: Vermes adultos de Ascaris lumbricoides.

Morfologia de los vermes adultos hembra (A) y macho (B); Se observa la hembra
mas gruesa que el macho, el cual presenta menor tamaio y grosor (Rey, 1991)
http://1.bp.blogspot.com/ G8kpFmtoA9w/
TAQAyUWZShI/AAAAAAAAAAM/DXFPnl1Jiyh4/s1600/Adultos_ascaris.jpg

Huevos de Ascaris lumbricoides

Segun varios investigadores, Chandler y Read, (1965), Bardon (1992), y Tay,
(1993), se pueden observar dos tipos de huevos, los fecundados y los no fecundados.
Los huevos fecundados (Figura 2) son de seccion eliptica (anchos y ovoides), poseen

una capsula gruesa y transparente que los protege, formada a su vez por tres capas:



e Lainterna o membrana vitelina, la cual es inerte, de naturaleza lipidica y
debido a su impermeabilidad impide el paso de sustancias toxicas del
medio ambiente que puedan afectar al embrion.

e Lamedia, derivada del glucdgeno, es gruesa y transparente.

e La externa albuminoidea, con multiples mamelones (pequenas
prominencias carnosas), que suelen tefiirse de color café cuando entra en

contacto con pigmentos biliares.

Culderta exborma.

Figura 2: Huevo fecundado de Ascaris lumbricoides.

A la izquierda se observa un huevo de Ascaris lumbricoides fecundado,
distinguiéndose sus diferentes partes, a través de un microscopio 6ptico (x 400). A la
derecha sefializacion y descripcion de las diferentes partes del huevo observado a la
izquierda. Tomado y modificado de:
http://parasitologiaclinique.blogspot.com/2010/05/ascaris-lumbricoides.html

Los huevos no fecundados poseen una capsula delgada, con una capa

albuminoidea muy reducida, irregular o ausente (Figura 3).

Para ambos huevos, el interior presenta una masa amorfa de citoplasma. Los
huevos fecundados miden de 40 a 80 micras de largo por 25 a 50 micras de ancho

(Rey, 1991). Los huevos no fecundados son depositados por las hembras que no se



aparearon con los machos; son mas largos y estrechos. Como se menciond
anteriormente no tienen membranas vitelinas o es muy escasa, la cubierta es muy
delgada y generalmente carecen de mamelones. Su estructura interna consiste en una
masa de granulos desorganizados, altamente refringentes y de varios tamafos. Miden
de 85 a 90 micras de longitud por 30 a 40 micras de ancho (Chandler y col., 1965;

Beaver y col., 1986; Bardon, 1992; Tay, 1993).

Figura 3: Huevo no fecundado de Ascaris lumbricoides.

A la izquierda se observa un huevo de Ascaris lumbricoides no fecundado,
distinguiéndose sus diferentes partes, a través de un microscopio optico (x 400). A la
derecha sefializacion y descripcion de las diferentes partes del huevo observado a la
izquierda. Tomado y modificado de:
http://paralosparasitosdelavida.blogspot.com/2010/10/ascaris-lumbricoides-
clasificacion-y.html

Los huevos de Ascaris lumbricoides son mas resistentes al ambiente que los
huevos de Necator americanus, Ancylostoma duodenale o de Trichuris trichiura. Se
ha descrito que si las condiciones ambientales son favorables (temperatura entre 15
°C a 35 °C, presencia de oxigeno, humedad (85% a 95%), sombra y suelos arcillosos)

sobreviven durante periodos de hasta 15 afios. Aln en condiciones extremas, se ha

reportado que estos sobreviven largos periodos de tiempo favoreciendo asi la



permanencia del parasito, como es el caso de los huevos encontrados en una urna
funeraria precolombina en Maracay Edo. Aragua, en 1958 y en coprolitos (heces
fosilizadas) en Bélgica, en el 2001 (Romero y col., 1998; Loreille y col., 2001). Los
huevos son también muy adherentes y se fijan facilmente a frutas, verduras, particulas
de tierra y polvo, moco nasal, juguetes de nifios, billetes de banco, moscas,
cucarachas, entre otros sustratos (Solomon y col., 1996; Acuia y col., 2001; Scott,

2008).

I1.- 3. Ciclo de vida de A. lumbricoides

El ciclo de vida de Ascaris lumbricoides comienza cuando ocurre la ingestion
accidental, por el hospedador (ser humano), de huevos larvados de segundo estadio
por geofagia directa, o por el consumo de alimentos y bebidas contaminadas con los
huevos infectantes. Una vez ingeridos, los huevos infectantes, pasados algunos dias,
llegan al duodeno. Por accién mecdnica de la larva, la produccion de enzimas
capaces de destruir la membrana y el contacto con los jugos digestivos, dichos huevos
eclosionan y dejan en libertad las larvas en el intestino, estas se desarrollan en cuatro
estadios o0 mudas que consisten en el cambio del revestimiento cuticular, el cual va a
definir el estadio del ciclo evolutivo (Figuera, 1997). Debido a su gran movilidad las
larvas L1 y L2 o larvas infectantes, penetran y rompen la pared del intestino, invaden
la mucosa duodenal, llegando a la circulacién portal y se dirigen hacia el higado. Una
vez alli, regularmente permanecen entre 72 a 96 horas, luego migran a través del
torrente sanguineo y contintian su recorrido hacia el corazon y de alli parten hacia los

pulmones, donde las larvas quedan atrapadas en los capilares pulmonares,



produciendo perforacién alveolar y neumonitis eosinofilica mediada por las larvas
que ya sufrieron nuevas mudas, dando origen a las larvas de tercer (L3) y cuarto (L4)
estadio. Esta fase migratoria es responsable de las reacciones inflamatorias y de
hipersensibilidad. Luego las larvas ascienden a través del arbol traqueo-bronquial,
son expulsadas al toser y deglutidas, alcanzando nuevamente el intestino delgado,
sitio en el cual maduran hasta gusanos adultos, alcanzando su madurez sexual y
completando su ciclo de vida (Figura 4), (Acufia y col., 2001; Escalante y col., 2005;

Scott, 2008; Diaz y col., 2009).

La maduracion de los parasitos se completa cuando se diferencian en machos y
hembras adultos. Luego se produce el acoplamiento, y cada hembra deposita desde
10.000 hasta 220.000 huevos por gramo de heces por dia, después de la ingestion del
elemento infectante. El periodo que transcurre desde la ingestion de los huevos hasta
su deteccion en las deposiciones, fluctiia entre 10 y 11 semanas y los gusanos adultos

poseen una vida media de 1 afio a 6 anos (Figuera, 1997; Scott, 2008).
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Figura 4: Ciclo de vida de Ascaris lumbricoides.

El ser humano como reservorio del parésito (1) al defecar en sitios inadecuados,
deposita los huevos sin estadios larvales (estadio no infectivo(d)) en el suelo (2) que
si el mismo cumple con las condiciones de humedad, temperatura, pH, radiacién
solar, entre otros, y si el mismo ya ha sido fecundado previamente, (3), pasa a formar
la larva L1 o “filarioide”, que al ser consumida via oral (4), ya sea por el mal uso del
agua, limpieza inadecuada de los alimentos y manejo de suelos sin proteccion,
permita la infeccién al hombre por parte de estos huevos ya fecundados y en estado
infectivo (i), que luego de pasar por los jugos gastricos del organismo y encontrarse
en altos niveles de pH, logran eclosionar (5) liberando la larva L1 “filarioide” y
transformandose en L2 “rapdizoide”, la cual hace su transito por el higado donde
regularmente permanecen entre 72 a 96 horas. Posteriormente continlan su migracion
hacia el corazén, pasando a los pulmones a través de la circulacion pulmonar, hasta
llegar a los capilares pulmonares, donde quedan atrapadas. Alli, las larvas rompen el
endotelio capilar y penetran en los alvéolos, ascendiendo por bronquiolos y bronquios a
la faringe, para finalmente penetrar el intestino (6) para asi fecundarse en caso de
encontrarse ambos sexos o liberar los huevos via heces al ambiente.
(http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/nematodos/imagen
es/Ascariasisciclo CDCjpg).



I1.- 4. Patologia, signos y sintomas.

El principal dafio causado por A. lumbricoides es la reduccion de la eficiencia
alimenticia (Cooper, 2000; Hurtado, 2003). Las lesiones causadas dependeran de su
estado evolutivo, ya que este parasito realiza un ciclo migratorio extra intestinal
causando lesiones a nivel de los 6rganos a través de los cuales migra. Asi los

trastornos producidos por este parasito durante su ciclo de vida, son:

A. Larvas migratorias. La migracion de las larvas de los nematodos por
el organismo desencadenan habitualmente eosinofilias muy elevadas (Capron
y col., 1992). Esta migraciéon puede afectar, sobre todo, el pulmon,
constituyendo el sindrome de Loffler (neumonitis transitoria aguda). A nivel
pulmonar puede determinar procesos inflamatorios del arbol respiratorio
produciendo tos, bronquitis, neumonia, asma bronquial, urticaria, simular
algunos sintomas de meningitis (agitacion, cefalgia, vomitos, convulsiones), y
en ocasiones fiebre (Tamayo y col., 2007; Diaz y col., 2009). Por otra parte el
paso de las larvas por el higado pueden producir hepatomegalia. Estas
manifestaciones van a estar relacionadas con el nimero de larvas, el grado de
susceptibilidad del paciente y la existencia de infecciones anteriores que

hayan sensibilizado a este (Figuera, 1997; Gutiérrez y col., 2004).

B. Vermes adultos. Los vermes adultos a nivel del intestino delgado
causan anorexia, dolores estomacales, colicos intermitentes, nauseas, vomitos

y pérdida del apetito. Algunas veces el parasito puede sufrir la accion de los



movimientos anti-peristalticos y ser expulsado por la boca o nariz, lo que se
conoce como migracion erratica (WHO, 1987; Gutiérrez y Orlich, 2004;

Quintero-Victoria y col., 2008).

Segun varios investigadores (Figuera, 1997; Noemi, 1999; Gonzalez y col.,
1999; Di Prisco y col., 2006; Gutiérrez y col., 2004), una vez que la larva L4 llega al
intestino delgado y se transforma en un gusano adulto se mantiene en el lumen

intestinal, oponiéndose al peristaltismo, lo que produce:

1. Lesiones traumaticas: Son debidas a la accién de los labios del
nematodo sobre la mucosa intestinal, produciendo desde erosiones leves hasta
ulceraciones multiples de grado variable, provocando como consecuencia la
penetracion de ciertos gérmenes ocasionando una infeccion secundaria. El

movimiento del parasito ocasiona también traumas a la mucosa.

2. Accidn toxica: Se atribuye a las excreciones del parasito, produciendo
diversos trastornos alérgicos y nerviosos: bruxismo, prurito nasal y/o anal,

trastorno del sueflo, crisis de urticaria, etc.

3. Accion mecénica: Producida cuando existe un intenso parasitismo,
pudiendo ocurrir oclusién intestinal y en casos excepcionales causar
perforacion intestinal. No es rara la migracion del parésito a nivel de las vias

biliares, el canal de Wirsung, apéndice, etc.

4. Accion sobre el metabolismo: Ocurre por la perturbacion de la

asimilacion de proteinas y carbohidratos (causando ocasionalmente



hipoglicemia), influyendo negativamente sobre el crecimiento de los nifios

afectados.

5. Accion exfoliadora: Esta accion es realizada por el verme adulto, al
dejar al nifio u otro hospedador, sin los alimentos semi-digeridos. A este

mecanismo se le denomina “exfoliador- ladréon”.

I1.- 5. Tratamiento de las parasitosis helminticas

Los principales fArmacos para combatir las parasitosis helminticas actian sobre
una proteina denominada tubulina. La tubulina estd conformada por una familia de
proteinas globulares (alfa (a), beta (), gamma (y) delta (), epsilon (g) y zeta ({)) de
55 kDalton, que comparten entre un 35-40% de similitud entre sus cadenas de
aminoacidos. Las tubulinas oy  son las subunidades esenciales de los microtubulos,
los cuales son estructuras que intervienen en diversos procesos celulares que
involucran desplazamiento de vesiculas de secrecion, movimiento de organulos,
transporte intracelular de sustancias, asi como en la division celular (mitosis y
meiosis) y que, junto con los microfilamentos y los filamentos intermedios, forman el
citoesqueleto. Ademads, constituyen la estructura interna de los cilios y los flagelos

(Mathews y col., 2003)

Los antiparasitarios usados comUnmente contra infecciones por A.
lumbricoides, entre otros parasitos, son los benzoimidazoles (tiabendazol,
mebendazol y albendazol) (Scarcella y col., 2007; Junquera, 2010). Estos producen

inmovilizacion y muerte de los parésitos intestinales susceptibles, en forma lenta, por



lo que la eliminacion de los parasitos destruidos, se completa en varios dias, situacion
conveniente para evitar o disminuir los efectos adversos. El efecto primario ocurre
por inhibicién de la polimerizacion de microtibulos del parésito, mediada por unioén
del farmaco a la beta tubulina (B-tubulina). Este efecto toxico para los parasitos
ocurre en concentraciones muy inferiores a las necesarias para unirse a la B-tubulina

de células de los mamiferos (WHO, 1987; Tamayo y col., 2007).

Para combatir los problemas ocasionados por las infecciones de parasitos
helmintos tanto en poblaciones animales como en humanos, se ha establecido el uso
de agentes quimicos para la lucha contra las geohelmintiasis, sin embargo, los
helmintos han desarrollado mecanismos de resistencia al efecto destructivo que tenian
estos tratamientos sobre ellos (Prichard y col., 1980; Stephenson y col., 1989; Sanger
y Gill., 1999; Prichard y col., 2000). De esta forma, la disponibilidad de nuevos
antiparasitarios podria estar comprendida por el progresivo aumento de los casos de
resistencia, ademas por los crecientes costos en investigaciones y desarrollo de los
mismos y también por la falta de conocimiento y competencia para el descubrimiento

de nuevas drogas (Vial y col., 1999; Sanger y Gill, 1999).

I1.- 6. Respuesta inmunitaria contra A. lumbricoides

Los seres vivos estamos expuestos continuamente a la agresiéon por
microorganismos patdgenos y agentes infecciosos, y requerimos de un sistema de
defensa efectivo. Este sistema es el llamado Sistema Inmunologico (SI), y esta

constituido por tejidos, células y mediadores quimicos, que en conjunto defienden de



las potenciales agresiones que puedan invadir el organismo y ademas es responsable
de un conjunto de funciones indispensables para la supervivencia de los seres vivos.
La funcion mas importante es la capacidad para reconocer, eliminar y discriminar
entre agentes propios y extraios (Corado y Mora., 2003). La accion eficaz del
sistema inmunologico desencadena en el individuo la inmunidad, la cual describe un
estado de resistencia frente a los agentes patdgenos. La inmunidad puede ser de
duracién variable, esto sucede porque el sistema de defensa del organismo
desencadena una serie de eventos celulares y humorales que colectivamente reciben
el nombre de Respuesta Inmunitaria (RI), y que segun las caracteristicas de la
reaccion y los elementos que participan en ella se ha clasificado en RI innata y RI

adaptativa (Figura 5) (Corado y Mora., 2003).
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Figura 5: Respuesta Innata y Adaptativa.

El sistema inmunoldgico se puede clasificar en dos respuestas principales: el primero
es la respuesta innato compuesto por barreras fisico-quimicas como la piel, las
secreciones y los cilios; el complemento; los fagocitos; y las células natural killer
(NK). La segunda es la respuesta inmune adaptativo mas especifico, que ocasiona la
respuesta inmune humoral, mediada por linfocitos B, y la respuesta inmune celular,
mediada por linfocitos T. La respuesta inmune innata es la primera que se activa
cuando ingresa un agente invasor; después empieza a actuar la respuesta inmune
adaptativa que da origen a los anticuerpos y linfocitos T que van a sensibilizarse y a
actuar como células efectoras que reconocen el antigeno.
(http://www.medwave.cl/medios/atencionprimaria/atencionprimariainfantil/Cur
soExtPedHSBAediciones2006/VacunasIDFigl.jpg)

La respuesta innata es la primera linea de defensa y se produce de manera
inmediata ante cualquier sefial de alarma detectada en el organismo. La interaccion
de los agentes invasores con los componentes de la RI innata, inducen procesos de

reclutamiento y maduracion celular, asi como la liberacién de mensajeros quimicos

que crean las condiciones para que se inicie la respuesta adaptativa.

La RI adaptativa se desencadena como consecuencia del reconocimiento de

antigenos o inmundgenos especificos por las células linfoides de tipo T y B. Esta



respuesta es especifica, genéticamente controlada y genera memoria inmunitaria

(Abbas y Lichtman., 2004).

La respuesta inmunoldgica especifica se caracteriza porque es efectiva ante
aquellos antigenos frente a los cuales se ha iniciado y desarrollado. Este tipo de
respuesta es mediada por los linfocitos. Los linfocitos son de dos tipos, como ya se
habia mencionado: linfocitos B y linfocitos T. Los linfocitos T, a su vez, pueden ser
linfocitos T colaboradores (Th), linfocitos T citotdxicos (Tc) y por algunos autores
también se proponen los linfocitos T reguladores (Treg) (Corado y Mora, 2003;

Abbas y Lichtman, 2004).

La respuesta inmunologica especifica adaptativa, se considera que puede ser de
dos tipos: humoral y celular (Figura 6). Aunque la separacion de ambos tipos de
respuesta es mas de tipo didactico que real, en general se considera que cuando el
elemento efector final son las inmunoglobulinas producidas por los linfocitos B se
trata de una respuesta tipo humoral, mientras que cuando participan los linfocitos T

tanto Th como Tc, se trata de una respuesta tipo celular (Corado y Mora., 2003).



Figura 6: Respuesta inmune humoral y celular.

La respuesta humoral estd dada por los linfocitos ubicados en la médula 6sea, los que,
por mecanismos propios del sistema inmune y del ambiente, originan las células B y
¢éstas, al entrar en contacto con un antigeno, van a transformarse en células
plasmaticas productoras de inmunoglobulinas. En la respuesta inmunitaria celular hay
distintas poblaciones: las células T colaboradoras (Th) que colaboran con la
produccion de anticuerpos y las células T citotoxicas (Tc) que tratan de eliminar el
antigeno directamente y mediante adherencia de citoquinas.
(http://www.iesalbayzin.org/descargas/ AnimacionesBio-
Geo/WebBiologiaO8/barreras3.jpg).

Para que se inicie una respuesta se requiere el reconocimiento del antigeno por
la célula presentadora de antigeno (CPA), y la activacion de los linfocitos. Los
linfocitos B reconocen los antigenos mediante inmunoglobulinas de membrana (Igs)
mientras que los linfocitos T lo reconocen mediante una estructura especializada a tal
fin conocida como receptor de linfocitos T (TcR). Para que los linfocitos se activen,
se requiere ademas del reconocimiento del antigeno por los receptores de los
linfocitos T, la participacion de otras moléculas como son las moléculas accesorias y

las interleuquinas. Si participa solo el TcR se produce anergia (no respuesta) (Abbas

y Lichtman, 2004).



Los linfocitos T (LT) son los responsables de la inmunidad celular y segun sus
marcadores de membrana se conocen como linfocitos T CD3+, T CD4+ y T CD8+
(Bhaskaram, 2002; Amati y col., 2003). Los linfocitos T CD4 o colaboradores estan
clasificados en varios grupos Thl, Th2, y nuevas sub- poblaciones de LT como: Th17
y T reguladores, los cuales una vez activados comienzan a producir citoquinas o
interleuquinas (IL), que difieren de las producidas por las células Thl o Th2. Los
linfocitos Thl regulan la respuesta inmune celular y estd basada fundamentalmente en
la sintesis de IL2, de Interferon Gamma (INF y) y del Factor de Necrosis Tumoral
(TNF); mientras que los linfocitos Th2 se encargan de coordinar la respuesta de tipo
humoral basada en la sintesis de IL4, IL5 e IL10 entre otras; produciéndose en ambos
casos la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T y B respectivamente

(Mufioz y col., 1995; Mosmann y Sad, 1996).

Las citoquinas, como moléculas efectoras de la respuesta inmunitaria permiten
la comunicacion entre diferentes clases de células y transmiten mensajes para iniciar
o suprimir diferentes funciones, siendo algunas de éstas el crecimiento y la
diferenciacion celular, las reacciones inflamatorias y la modulacion de la respuesta
del sistema inmunitario. De acuerdo a sus funciones las citoquinas han sido
categorizadas en aquellas producidas por macréfagos y células mononucleares
(Linfocitos B, Monocitos, Macrofagos y células plasmaticas). Existe otro grupo de
citoquinas producidas por los linfocitos T, las cuales regulan la inmunidad adquirida
o adaptativa mediante la activacién del crecimiento y diferenciacion de diversas

poblaciones linfocitarias, por lo que desempenan un papel importante en la fase de



activacion de la respuesta inmunitaria dependiente de células T. Entre estas
citoquinas se encuentran la IL2, L4, e IL10 (Asselin y col., 1997; Borish y Denver,

1998; Amesty-Valbuena y col., 2002)

Dentro de los componentes celulares y humorales de la respuesta inmunitaria,
tenemos dos tipos de factores que como su nombre lo indica son factores celulares y
humorales. Los factores humorales estan formados por las citoquinas y anticuerpos o
inmunoglobulinas (Ig), los cuales son secretados por los linfocitos B en respuesta a la
estimulacion antigénica, produciendo la destruccion de muchos de los
microorganismos extracelulares que se consideran de mayor importancia en las
enfermedades infecciosas humanas (Janeway y col., 2000; Corado y Mora., 2003).

Han sido identificadas 5 clases de inmunoglobulinas: IgG, IgD, IgM, IgA, IgE.

La inmunoglobulina G (IgG) es la inmunoglobulina mas abundante de las
inmunoglobulinas totales (80%), predominante en los fluidos séricos y que se difunde
con facilidad hacia el espacio extravascular. La IgG se encuentra bajo la forma
monomera y posee una cadena pesada y. Su formula molecular se representa de la
siguiente manera: y2/k2 y 2/ A2. Su peso molecular es de 150 kDa, siendo por tanto
la inmunoglobulina més pequefa y pudiendo pasar facilmente del sistema circulatorio
a los tejidos. Posee dos valencias para el antigeno y su concentracion sérica es de 8-

16 mg/ml (Corado y Mora., 2003).

La IgG es la inmunoglobulina que posee la vida media mas larga: 3-4 semanas.
Existen en el humano 4 subclases de 1gG: 1gG1, IgG2, 1gG3, 1gG4, que se diferencian

entre si en la region bisagra, no solo por la secuencia de aminoacidos y la longitud de



la misma, sino también por el nimero de puentes disulfuro intercadenas pesadas y la
disposicion de los mismos en las uniones cadenas pesadas-cadenas ligeras. Se
distinguen como propiedades importantes de la IgG, la actividad neutralizante, la
activacion del sistema del complemento por la via clasica, la capacidad para atravesar
la placenta produciendo un estado de inmunidad pasiva en el neonato de gran
importancia en los primeros meses de vida y ademas actua como coadyuvante en la

fagocitosis (Janeway y col., 2000; Corado y Mora., 2003).

Los paréasitos han desarrollado un sistema de adaptacion que les permite evadir
la respuesta inmune y asi sobrevivir. La mayoria estdin bien adaptados a un
determinado tipo de hospedador, y por ese motivo la mayoria no puede cumplir su
ciclo de vida en el hospedador incorrecto. Los parasitos intestinales intentan
sobrevivir en el hospedador el tiempo suficiente para asegurar la continuidad de su
ciclo biolégico, tratando de no destruirlo, con el proposito de producir morbilidad y

no mortalidad (Corado y Mora., 2003).

La caracteristica mas resaltante de la respuesta inmune contra los parasitos
helmintos es la produccion de altos niveles de la Inmunoglobulina E (IgE) (Hagel y
col., 1995), la cual tiene un peso aproximado de 200.000 Daltons, un coeficiente de
sedimentacion de 8S, y posee una alta movilidad electroforética (Holgate y Church,
1993; Else y col., 1994). En condiciones normales se encuentra en bajas cantidades
en la sangre comparada con las otras inmunoglobulinas (0,02%), mientras que la IgE

esta en el orden de ng/ml, las otras estan en el orden de los mg/ml. Tiene una vida



media corta de 24 horas en la circulacién pero larga persistencia en los tejidos

(Capron y col., 1992).

La IgE esta constituida por dos cadenas livianas k o A y dos cadenas pesadas ¢.
Cada cadena pesada consiste de cinco dominios (VH- C €l - C &4) y contiene 15
residuos de cisteina, uno participando en el enlace disulfuro con la cadena liviana, dos
en los enlaces de las cadenas pesadas y los otros en los enlaces intracadena (Figura
7). A diferencia de otras inmunoglobulinas, la IgE no posee region bisagra, lo que la
hace menos flexible (Holgate y Church, 1993). Sus funciones fundamentales
caracteristicas son actuar como mediador de reacciones de hipersensibilidad
inmediata y constituir una importante linea de defensa contra los parasitos helmintos

(Stiechm y Fulginiti, 1973).

Figura 7: Estructura de la Inmunoglobulina E.

En amarillo se observan las cadenas livianas o ligeras y en color azul y verde las
cadenas pesadas, cada cadena pesada consiste de cinco dominios, contiene 15
residuos de cisteina, uno participando en el enlace disulfuro con la cadena liviana, dos
en los enlaces de las cadenas pesadas y los otros en los enlaces intracadena (Dichos
enlaces se encuentran representados dentro de los circulos rojos).
http://www.allerresponz.com/ige.gif



La inmunoglobulina E constituye un importante anticuerpo para la defensa
especializada contra Ascaris lumbricoides. Se ha reportado, que tanto la malnutricion
como la exposicion continua a diversos agentes infecciosos desde muy tempranas
edades, favorecen la produccidon policlonal de altos niveles de IgE a través de la
estimulacion no especifica de la respuesta humoral o de los factores implicados en su

produccion y regulacion (Hagel y col., 1995; Hagel, 2001).

Se ha reportado que la produccién de anticuerpos IgE mediada por helmintos,
constituye un componente importante involucrado en la respuesta de proteccion

contra la infeccion (Hagel y col., 2006).

Como se menciond anteriormente, la IL4 es una citocina que regula la
produccion de IgE, y como ya se habia dicho, esta inmunoglobulina se encuentra
asociada con los procesos alérgicos y como mecanismo de inmunidad contra los
parasitos (Hagel y col., 1993; Cooper y col., 2000; Geiger y col., 2002). Hagel y
colaboradores en (1993a y 1995) han estudiado la respuesta de IL4 e IgE contra
Ascaris lumbricoides en nifios desnutridos (Hagel y col., 1993b). Estos autores
reportaron que en un grupo de nifios venezolanos desnutridos y parasitados, viviendo
en condiciones de pobreza, tanto la IL4 como la IgE se encontraron elevadas,
resultados que sugieren una estimulacién policlonal para la sintesis de IgE;
posteriormente estos mismos autores en un interesante trabajo realizado en niflos
parasitados de estos mismos estratos sociales, encontraron valores elevados de IgE,

contrastando con un bajo nivel de IgE especifica contra Ascaris lumbricoides y contra



otros alérgenos, pero el hallazgo mas relevante fue que después del tratamiento
antihelmintico, los valores de IgE anti- Ascaris lumbricoides en el grupo de
desnutridos no sufrié ninguna modificacion a diferencia del grupo de nifios controles
(nutridos) que si lo hicieron, hecho que incrementa la susceptibilidad del desnutrido a

la infestacion por estos parasitos.

En nuevas investigaciones Hagel y col., 2003, reportan que estos hallazgos son
el resultado de una respuesta defectuosa de la célula T en el nifio desnutrido, como
consecuencia de un desbalance en las subpoblaciones de linfocitos T (CD3+ y CD4+)
y en la respuesta de las células T de memoria, debido a una maduracion defectuosa de
estas células T y en consecuencia una respuesta disminuida en la produccion de IgE
contra el parasito. Estudios mas recientes confirman las multiples anormalidades de
la respuesta inmunitaria con incremento de IL4 y en las subpoblaciones de linfocitos

T en los nifos desnutridos (Rodriguez y col., 2005).

Respuesta celular contra A. lumbricoides

Los eosindfilos estan tipicamente asociados a las infecciones por helmintos. Se
cree que evolucionaron como sistema de defensa especifico frente a las fases tisulares
de aquellos parasitos cuyo excesivo tamafio impide que puedan ser fagocitados, y
parece ser que las reacciones de los mastocitos dependientes de la IgE han
evolucionado para atraer a los eosinofilos hacia el pardsito y estimular sus

propiedades antiparasitarias (Mosmann y Sad, 1996).



Los eosinofilos ejercen un papel importante de defensa a través de la activacion
de los receptores de alta afinidad para IgE, liberando mediadores como la proteina
cationica del eosindfilo y el Oxido Nitrico, que ejercen un efecto toéxico contra las
larvas (Gounni y col., 1997). Diversos trabajos en modelos experimentales “in
vitro”, han demostrado que la transferencia de células como macrofagos, eosinofilos
y plaquetas que expresan IgE en su superficie, provenientes de ratas inmunes a
Schistosoma, induce proteccion en ratas sensibles (Capron y col., 1984; Verwaerder y

col., 1987).

Ascaris lumbricoides induce una potente respuesta, caracterizada por el
incremento de los niveles de IgE total, IgE especifica, y eosinofilia debido a la
produccion de citoquinas IL-4, IL-5, e IL-13 caracteristica de una respuesta

inmunitaria de tipo Th2.

Trabajos mas recientes, obtenidos de estudios en modelos experimentales en
nematodos, sobre el control de la respuesta inmune frente a la infeccion parasitaria,
han aportado evidencias que los helmintos estimulan la activaciéon de células T
reguladoras, CD4+ CD25+, que producen citoquinas reguladoras tales como IL-10 y
factores de crecimiento transformante beta (TGF-B), capaces de inhibir la respuesta
inflamatoria de caracter protectivo, favoreciendo la persistencia de la infeccion

(Yazdanbakhsh y col., 2002) (Figura 8).
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Figura 8: Influencia de diferentes citoquinas y factores de transcripcion que permiten la
diferenciacion de subpoblaciones T como: Thl, Th2, Treg.

Las interleuquinas / citoquinas producidas por subpoblaciones Thl y Th2, ademas de
intervenir en mecanismos de defensa contra pardsitos o bacterias, se pueden
relacionar con la patologia autoinmune y alérgica. Los linfocitos T reguladores
(Treg), inducen mecanismos de tolerancia inmune y regulacion de la inflamacion.
www.nature.com/.../v464/n7293 /full/4641285a.html

Posible papel protector de la respuesta especifica de anticuerpos IgE anti —

Ascaris sp.

Aunque no siempre se detectan correlaciones entre los titulos de anticuerpos y
la produccion de huevos, se dispone de datos que indican, que individuos con titulos
elevados de anticuerpos especificos contra Ascaris lumbricoides, presentan un bajo
nimero de huevos por gramo de heces (hpg), dando a entender que la exposicion
continua a los huevos de Ascaris lumbricoides, actia como refuerzo progresivo para
mantener las respuestas inmunitarias protectoras elevadas, mientras que individuos

con respuestas bajas de anticuerpos, tienden a producir mayor nimero de huevos, lo



que sugiere, una baja capacidad para controlar la infeccion (Else y col., 1994; Jiang y

col., 1998; Scott, 2008).

Diversos modelos experimentales han demostrado que los anticuerpos IgE-
especificos sensibilizan a los mastocitos en las mucosas del intestino, causando la
liberacion de mediadores anafilacticos que producen reacciones locales de
hipersensibilidad inmediata, las cuales crean un microambiente inhéspito al parasito y

favorecen su expulsion, como ya se habia mencionado antes (Mogbel y col., 1990).

En el hombre, se han establecido distintos modelos poblacionales, que indican
que la infeccion con helmintos como Schistosoma y Ascaris lumbricoides, esta
asociada a la produccion de anticuerpos especificos de tipo IgE (Hagel y col., 1993;

Grogan y col., 1997).

Sin embargo, no siempre los eosinodfilos ayudan al hospedador en su lucha
contra la infeccion, impidiendo la migracion de los parasitos a través de los tejidos,
ya que se ha demostrado que algunos ratones sin eosinofilos (tratados con antisuero

anti eosinofilos) presentan una respuesta inmune normal (Guardis y col., 2002).

Scott (2008), indica que los eosinofilos no poseen propiedades fagociticas tan
acusadas como los neutréfilos. Las perturbaciones de la superficie de su membrana
inducen su desgranulacion, y su actividad se ve estimulada por citoquinas como TNF-
o y GM-CSF, indicando ademas que la mayoria de sus efectos se encuentran bajo el
control de mecanismos especificos de Ag. Asi, su union in vitro a larvas de
helmintos recubiertas con IgE o IgG estimula la liberacion del contenido de sus

granulos sobre la superficie de los parasitos.



11.-7. Relacidn entre Ascaris lumbricoides y la Alergia

Las primeras evidencias de la existencia de la IgE fueron obtenidas por Praunitz
y Kustner en 1921, quienes demostraron la presencia de un factor en la sangre de
pacientes alérgicos, el cual al ser transferido a la piel de individuos no alérgicos, los
hacia sensibles a alérgenos en la transferencia. Posteriormente, Ishizaka y
colaboradores en 1985 lograron separar esta actividad de las otras inmunoglobulinas
conocidas y la llamaron IgE por el eritema que este anticuerpo provoca en personas

sensibles (Hurtado, 2003).

En las ultimas tres décadas se ha reconocido un alarmante aumento en la
frecuencia de las enfermedades alérgicas, mas de 130 millones de personas sufren de
asma y este nimero sigue creciendo. El aumento del asma y alergias en los paises
industrializados ha sido explicado por la disminucioén de las enfermedades infecciosas

durante la infancia (Di Prisco y col., 2006).

El término atopia se refiere a manifestaciones clinicas de hipersensibilidad
mediada por IgE, entre las que destacan la rinitis alérgica (fiebre del heno), el
eczema, el asma y diversas alergias alimentarias, y se define operativamente como la
presencia de una prueba cutdnea positiva a extractos de alérgenos inhalados o la
presencia de IgE especifica de alérgeno en el suero (>0,35 Ul/ml). Se han propuesto
diferentes hipotesis para explicar por qué cada vez un numero mayor de nifios
desarrolla un perfil inmunologico que favorece la sintesis de IgE y el desarrollo de

atopia (D1 Prisco y col., 2006).



Las parasitosis helminticas, como por ejemplo la ascariasis, son capaces de
modular la reactividad alérgica, e inducir el sindrome de Loefler, episodios de
broncoconstriccion o crisis de asma bronquial. Ademdas se ha demostrado una
asociacion entre la sensibilizacion contra aeroalergenos comunes del ambiente, y la
infeccion por Ascaris lumbricoides, como mayor riesgo de padecer asma (Palmer y

col., 2002).

Existe un conjunto considerable de datos a favor de la premisa que el ambiente
de citoquinas de tipo Th2, inducido por la infeccion por Ascaris lumbricoides, es
beneficioso en la prevencion y/o el control de una serie de procesos atopicos y
autoinmunes, en los cuales una respuesta de Thl agresiva es patogena (Caballero,

1998; Scott, 2008).

Scott (2008) propone que éste es el resultado de la regulacion cruzada entre los
fenotipos de las respuestas de Thl y Th2 o bien de la influencia de citoquinas
reguladoras, producidas por las células T reguladoras (Treg), y que puede depender
del haplotipo STAT-6 especifico implicado en la transmision de sefiales

intracelulares.

La relacion entre Ascaris lumbricoides y las enfermedades atopicas difiere si se
considera la infeccion reciente o los antecedentes de infeccion por Ascaris
lumbricoides. También se disponen resultados que confirman que dicha relacion
entre el parésito y las enfermedades atopicas, se ve alterada por la presencia de otras

infecciones, incluyendo la tuberculosis activa (Scott, 2008).



En Ecuador, Cooper y colaboradores (2003), hallaron una fuerte asociacion
negativa entre la reactividad de pruebas cutineas para alérgenos y la infeccion por A.
lumbricoides. En ratones, se observé que la infeccion aguda por A. suum exacerbaba
los sintomas alérgicos, mientras que la infeccion cronica producia efectos protectores.
Se reportd una distincion similar en estudios efectuados en humanos con A.

lumbricoides (Cooper y col., 2003).

En un estudio reciente realizado en Sudéafrica, se reportd que la prevalencia de
Ascaris lumbicoides, en nifios de 6 a 14 afios de edad, era solo del 14,8% y que la
elevacion de IgE especifica contra el helminto (pero no de la cantidad de huevos del
mismo, en las deposiciones) increment6 el riesgo de pruebas cutaneas positivas a una
amplia gama de alérgenos transmitidos por aire, asi como a rinitis atdpica y asma.
Sin embargo, este efecto no era detectable en nifios afectados de tuberculosis activa

(Obihara y col., 2006).

Un metanalisis de datos sobre huevos en las deposiciones reveld que una
infeccion actual se asociaba a un mayor riesgo de asma (Leonardi-Bee y col., 2006),
mientras que en un estudio de cohortes, retrospectivo, en Alemania del Este, se
demostrd que nifios con antecedentes de infecciones helminticas intestinales (Ascaris
lumbricoides y/u oxiuros) presentaban una disminucién de eczemas atopicos y no
atopicos, asi como un menor riesgo de sensibilizacion alérgica contra alérgenos

transmitidos por aire (Schéfer y col., 2005).

Arruda y Santos, (2005) observaron que la tropomiosina aparece en una amplia

gama de invertebrados, incluyendo Ascaris lumbricoides, y que la IgE frente a esta



molécula se halla en mas del 50% de los individuos que viven en regiones en las que
Ascaris lumbricoides es endémico. Estos resultados podrian explicar la asociacion

entre Ascaris lumbricoides y numerosas respuestas alérgicas.

En Venezuela, las evidencias poblacionales del papel protector del sistema IgE
en la infeccion por helmintos gastrointestinales han sido proporcionadas por estudios
en poblaciones altamente parasitadas, en los cuales se ha demostrado, en nifios con
niveles elevados de IgE especifica contra el parasito, que tienen una menor tasa de
reinfeccion después de recibir tratamiento antihelmintico mensual por un afo (Hagel

y col., 1993).

Ademas, en los nifios que han demostrado una mayor capacidad para producir
altos niveles de anticuerpos IgE especificos contra estos parasitos, se encontraron
intensidades significativamente menores de la infeccion que en los no atdpicos. Esta
situacion podria ser un reflejo de la estimulacion preferencial de la respuesta del tipo

Th2 por parte de antigenos parasitarios (Hagel y col., 2006).

Otros trabajos han demostrado que Ascaris lumbricoides estimula Ia
diferenciacion de linfocitos Th2, productores de citoquinas tales como 1L-4 e IL-13
en poblaciones endémicas, las cuales selectivamente inducen la produccion de IgE
(Turner y col., 2003). Ademas, otros estudios han demostrado que la IL-4 es un
factor esencial en la estimulacion de la expresion del CD23 sobre los linfocitos B
cultivados in vitro en presencia de antigenos derivados de parasitos helminticos
(Yamaoka y col., 1994). El CD23 es el receptor de baja afinidad para la IgE,

identificado por Spielberg y colaboradores (1979) al cual se le han asignado



diferentes funciones asociadas a las distintas interacciones con sus diferentes
ligandos. Por ejemplo, el enlace del CD23 a complejos IgE-antigenos, en células
presentadoras, facilita el mecanismo de procesamiento y presentacion de los
antigenos, promoviendo asi la sintesis de IgE (Mudde y col., 1991). Asi, los
antigenos parasitarios de Ascaris lumbricoides podrian estimular la produccion de
IgE mediante la induccion de la expresion del receptor CD23 en los linfocitos, a
través de una via dependiente de células Th2 y de la estimulacion selectiva de

citoquinas, principalmente 1L4 e IL13 (Yazdanbakhsh y col., 2002).

I1.- 8. Antigenos de Ascaris lumbricoides.

Se han realizado diversos estudios para caracterizar diferentes antigenos que
estimulan la respuesta inmune frente a Ascaris lumbricoides. El grupo de antigenos
mas importantes es una familia denominada poliproteinas alergénicas de nematodos
(NPA). La familia NPA fue definida como la molécula prototipo en Ascaris, siendo
ABA-1, el principal constituyente del fluido pseudoceléomico (50%) del parasito.
ABA-1 es la proteina transportadora del retinol (forma activa de la vitamina A) y es
considerada vital para la supervivencia del parasito. Se ha reportado que el liquido
pseudocelomico (LPC) induce la produccion de IgE total y especifica y es
responsable de las respuestas alérgicas observadas (Mc Reynold y col., 1993; Soto,

1998; Kennedy, 2000).

A comienzos de 1970 Ambler y colaboradores, realizaron trabajos sobre la

purificacion y caracterizacion bioquimica de un alérgeno importante presente en A.



suum que nombraron Alérgeno A. El peso molecular del alérgeno fue estimado en
14,4 kDa y su punto isoeléctrico en 5,2; igual que el estimado para la proteina ABA-
1. Estudios realizados por Christie y colaboradores (1990), concluyeron que el

constituyente principal del alérgeno A era ABA-1.

Kennedy y colaboradores (1987), observaron que la respuesta de los
anticuerpos IgE e IgG a la proteina ABA-1, estd regulada por el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) en ratones, en consecuencia el estudio detallado de la
respuesta inmune frente a ABA-1 puede contribuir a la comprension de las diferentes

inmunopatologias en humanos con ascaridiasis (Christie y col., 1990).

Diferentes investigaciones postulan, que en areas endémicas para A.
lumbricoides, las personas que producen altos niveles del anticuerpo IgE contra
ABA-1 estan menos infectadas con vermes adultos, que personas que producen bajos
niveles de IgE, alegando que probablemente se aplica a otros alérgenos de Ascaris

lumbricoides y puede ser un indicador general del efecto protector del anticuerpo IgE.

Alternativamente, es posible que el anticuerpo IgE sea simplemente estimulado
con la verdadera respuesta protectora. Por ejemplo, aquellos individuos quienes
aparentemente tienen una respuesta inmune natural contra A. lumbricoides también
tienen evidencias de mayores reacciones inflamatorias generalizadas (McSharry y

col., 1999).

No obstante otros investigadores, han sugerido como minimo, tres factores que
intervienen en la diferencia en los resultados entre los estudios ya realizados: el tipo

de antigeno, el isotipo de la respuesta de anticuerpos y la edad. Seguin Scott (2008),



no parece existir asociacion alguna entre la intensidad de la infeccion de Ascaris
lumbricoides y la respuesta de IgE o IgG4 frente a los antigenos naturales. La
respuesta especifica de IgE para la forma recombinante de un alérgeno de Ascaris

lumbricoides (rABA-1A) se asocia a la resistencia contra el parasito.

Segun una revision realizada por Scott (2008), los titulos de IgE contra rABA-
1A disminuyen frente al incremento de la intensidad de Ascaris lumbricoides en
individuos de 12 a 36 afos de edad en Camerun, y se detectaron respuestas de IgE
elevadas a glucolipidos de Ascaris lumbricoides en nifios del mismo pais levemente
infectados, en comparacion con nifios intensamente infectados y controles europeos

no infectados.

En cambio, los titulos de [gG4 para rABA-1A aumentaron frente al incremento
de la intensidad de Ascaris lumbricoides en ninos de 4 a 11 afios de edad, lo mismo
que la respuesta de IgG4 a proteinas en nifios indonesios. De manera interesante, el
cociente IgG4/IgE en respuesta al rABA-1A aumentaba con el nimero de huevos por
gramo de heces, lo que indica que IgG4 puede o bien bloquear la respuesta de IgE,
que es necesaria para la resistencia al parasito, o interferir con la conmutacién de
clase de la produccion de IgG4 hacia la produccion de IgE (Scott, 2008). Por eso seria
importante identificar otros antigenos asociados a la produccion de anticuerpos IgE

que confieran resistencia a la infeccion.



I1.- 9. Justificacion

Los parasitos intestinales, particularmente los helmintos, contribuyen de
manera importante a la morbilidad de zonas rurales de Venezuela, especialmente en
nifios de esas zonas, donde son frecuentes las reinfecciones a pesar de los esfuerzos
terapéuticos (MSDS, 1999; Hagel, 2001), generandose un problema de salud publica
y deteriorando la estructura social y econdémica que afecta la salud alimentaria del
venezolano. Dichos pardsitos compiten con el organismo de estos infantes por los
nutrientes, induciendo anorexia, pérdida de peso, anemia, entre otros, los cuales
coadyuvan a disminuir la calidad de vida y retraso en el rendimiento escolar (Cerdas

y col., 2003).

Las primeras evidencias en este sentido surgieron de los trabajos de Stiles
(1915), en un area urbana de los Estados Unidos, con 2.116 nifios, controlando
variables de género, posesion de alcantarillado y letrina. El autor reporté que la
infeccion por geohelmintos puede contribuir en pequefia proporcion al deterioro de
las funciones cognitivas en presencia de otras variables de tipo socioeconémico y
ambiental. Es interesante resaltar los trabajos de Simeon y colaboradores, (1995),
quienes proponen varios mecanismos mediante los cuales la desnutricion podria
afectar el rendimiento escolar, incluyendo: i) cambios anatdomicos o bioquimicos en el
sistema nervioso central, en este sentido se ha postulado que la deficiencia de hierro
altera la conducta debido al deteriorado catabolismo de las catecolaminas, transporte
de electrones y sintesis de porfirinas; ii) la estimulacion cronica del sistema inmune

en las helmintiasis podria tener un efecto directo sobre el sistema nervioso central; iii)



las parasitosis geohelminticas pueden reducir la actividad del nifio y por lo tanto,
reducir la exposicion a estimulos y oportunidades de aprender; y iv) la enfermedad
puede alterar la conducta del nifio de manera que condicione un rechazo, o abandono
por parte de sus maestros (Simeon y col., 1995; Devera y col., 1998; Becerril y

Romero, 2004).

Es importante tomar en cuenta que la Ascariasis como muchas otras parasitosis
es transmitida en gran parte de los casos por malos habitos de limpieza y coccion de
los alimentos, por tanto si no se logran modificar los habitos higiénicos de la
poblacion, principalmente en los grupos infantiles, es posible que se formen "nichos
ecoldgicos" por la contaminacion fecal del suelo y los alimentos, dando lugar a la
aparicion y mantenimiento de las endemias que constituyen focos de infeccion entre

los individuos que viven en una determinada region (Neghme y Silva, 1971).

La identificacion de antigenos derivados del parasito, capaces de estimular la
respuesta inmunoldgica de tipo IgE, en poblaciones endémicas, para Ascaris
lumbricoides, permitiria diferenciar el comportamiento de la respuesta inmune entre
individuos resistentes y sensibles, en funciéon de los antigenos y ademas abriria la
posibilidad de ampliar el campo de la investigacion, el cual en nuestro pais ha sido
poco explorado con el fin de desarrollar nuevas terapias para el control de estas
infecciones, y estudiar mas a fondo la relacion del parasito y la induccion de la

alergia y su posible papel protector.



I11.- OBJETIVOS

I11.- 1. GENERAL

Estudiar la respuesta especifica de anticuerpos de tipo IgG e IgE contra
extractos de vermes adultos de Ascaris lumbricoides en el suero de individuos

venezolanos.

I11.- 2. ESPECIFICOS

1) Determinar el perfil proteico de extractos solubles de Ascaris
lumbricoides.
2) Identificar proteinas inmunogénicas en extractos de Ascaris

lumbricoides reconocidas por los anticuerpos de tipo IgG e IgE presentes en el

suero de individuos infectados.

3) Medir la respuesta especifica de anticuerpos de tipo IgG e IgE contra

las proteinas de extractos de Ascaris lumbricoides.



IV.- MATERIALES Y METODOS.

IV.- 1. Poblacion de estudio.

En el presente estudio, fueron evaluados 117 individuos previa informacién y

consentimiento informado (Anexo 1).

Los individuos provenian de las siguientes comunidades rurales: El Guapo —
Machurucuto (26 individuos), Jardin de Infancia Felipe Neri “El Guapo” (17
individuos) y La Peica (64 individuos) ubicadas en el Edo. Miranda. Ademas se
estudiaron individuos de 2 centros de salud ubicados dentro de la ciudad de Caracas:
Hospital Infantil J. M de los Rios (9 individuos) y La Clinica Popular de Catia (1
individuo). No se hizo distinciéon de sexo, y las edades estuvieron comprendidas
entre 2 a 60 afos, sin embargo el 95% de la poblacion estudiada (111 individuos)
fueron nifos entre los 2 y 18 afios de edad. EIl protocolo de investigacion fue

aprobado por el Comité de Bioética del Instituto de Inmunologia de la UCV.

V.- 2. Diagnostico Parasitologico.

La deteccion de individuos con huevos de Ascaris en las heces, fue realizada
por la técnica solucion salina y Lugol, técnica de Kato, Formol-Triton —Eter
observando al microscopico directo. Dicha deteccion fue realizada gentilmente por

la Lic. Aurora Hernandez y la Dra. Leonor Pocaterra.



1V.- 3. Paréasito.

Se utilizo para la preparacion del extracto un verme adulto hembra de Ascaris

lumbricoides, obtenido de una nifia de 5 afos.

IV.- 4. Preparacion del extracto.

El parasito fue cortado y macerado en un mortero, para la obtencion de un
extracto soluble en 18 ml de Tris-HCI 50 mM pH 7,5; NaCl 150 mM. El extracto fue
sometido a una centrifugacion durante 20 minutos, a 14.000 xg y 4 °C (centrifuga
IEC Centra ® GP8R). El sobrenadante fue recuperado y el sedimento se procesé para
una segunda extraccion (bajo las mismas condiciones), y fue incorporado a la primera

extraccion, obteniendo asi un extracto soluble. Este fue almacenado a — 80 °C.

IV.- 5. Determinacién de concentracion de proteinas.

Para determinar la concentracion de proteinas se utilizé el estuche comercial
DC Protein Assay de BIO-RAD, el cual se basa en el método de Lowry (1951). Se
elabor6 una curva de calibracion utilizando Albiimina de Suero Bovino (BSA), como

estandar, en diluciones seriadas, y leidas a una longitud de onda de 405 nandémetros.

IV.- 6. Separacion de las proteinas del extracto soluble por electroforesis en

geles de poliacrilamida.

Para la separacion de las proteinas del extracto soluble se utiliz6 una

electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% (Laemmli, 1970).



Se prepar6 el gel de corrida, mezclando, 4,15 ml de H,O destilada, 2,5 ml de
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8; 3,30 ml de Acrilamida 30%, 100 pl de SDS 10%, 90 ul de
Persulfato de Amonio y 9 pul de TEMED. Se dej6 polimerizar y posteriormente se
prepar6 el gel de apilamiento, mezclando 3,5 ml de H,O destilada, 1,25 ml de Tris-
HCI1 1,5 M pH 6,8; 650 ul de Acrilamida 30%, 50 ul SDS 10%, 40 pl de Persulfato
de Amonio y 9 ul TEMED. Se dejo6 polimerizar el gel y se colocé en los bolsillos las
muestras del extracto (300-400ug/carril), las cuales fueron disueltas previamente en
buffer de muestra 2X. Las muestras fueron corridas a 100V, a temperatura ambiente,
en condiciones disociantes (en presencia de SDS y p-mercaptoetanol), sin

desnaturalizar por calor, en el equipo de BIO-RAD mini Protean I'V.

Los geles se realizaron por duplicado. Para uno de ellos se utilizé un peine
preparativo, y al finalizar la corrida electroforética, el gel fue cortado, tefiido una
parte con Azul de Coomasie y la otra con Sales de Plata. El otro gel fue transferido

electroforéticamente seglin el protocolo descrito por Towbin, (1979).

e Azul de Coomassie: Este método de tincion presenta una sensibilidad
de hasta 50 ng de proteina (Maldonado y Jorrin, 2010), tifie de azul todo
el gel y mas intensamente las bandas proteicas.

e Tincion con sales de plata: Esta tincion permite detectar 2 ng de
proteina (Blum y col., 1987; Rabilloud, 1992), dejando una coloracion

ocre en el gel y mas intensamente las bandas proteicas.



Estimacion de la Masa Molecular.

En cada una de las corridas se utilizd 7ul. de marcadores de Peso Molecular de
referencia de la Casa Comercial BIO- RAD, que contiene las siguientes proteinas:
Miosina (206,338 kDa); Beta-galactosidasa (118,149 kDa); Albimina de Suero de
Bovino (BSA) 97,281 kDa; Anhidrasa Carbonica (37,650 kDa); Inhibidor de Tripsina
de Soya (29,383 kDa) y Lisozima (17,469 kDa). El valor de las masas moleculares
de las proteinas se obtuvo a partir de la comparacion segin el frente de migracion de
proteinas con pesos moleculares de referencia (PM) conocidos, y el uso del programa

Quantity One de la Casa Comercial BIO- RAD.

IV.- 7. Transferencia de proteinas a membranas de PVDF

(Polivinildenedifloruro).

Finalizada la corrida electroforética, los geles fueron tefiidos como se describio
en el punto anterior o se usaron para la transferencia de dichas proteinas a una
membrana de PVDF. La transferencia se realizo usando la misma cdmara Bio-Rad
mini Protean IV. Esta transferencia conocida como “tipo sandwich”, se caracteriza
por: transferir del gel a la membrana de PVDF las proteinas, mediante la aplicacion
de un campo eléctrico perpendicular al gel. Dicho sandwich se construye apilando
sucesivamente una esponja plana, papel absorbente, el gel, la membrana sintética,
mas papel y finalmente otra esponja plana, y se dispone de forma tal que el gel quede

hacia el 4nodo (-) y la membrana hacia el catodo (+).



La membrana de PVDF se incubd con metanol previamente, durante 30
segundos para su activacion. Todas las transferencias se realizaron a 180 mA durante
una hora a temperatura ambiente. Finalizada la transferencia, las membranas fueron
tefiidas con Rojo Ponceau 0,1 % en acido acético 5%, para verificar la transferencia

de las proteinas a la membrana.

IV.- 8. Identificacion de las proteinas inmunogénicas mediante Western

Blot (WB).

La identificacion de proteinas inmunogénicas a partir de los extractos, se realizo
mediante inmunodeteccion usando los isotipos IgG e IgE. Esta técnica constd de 5
etapas: bloqueo, incubacion con los anticuerpos primarios, lavados, incubacién con

los anticuerpos secundarios y finalmente el revelado.

Procedimiento.

1. Las membranas fueron bloqueadas con 10 ml de BSA al 5% en TBS-Tween
20-0,1%, durante 1 hora a temperatura ambiente, en agitacion constante.

2. Pasado este tiempo, se lavaron las mismas 3 veces con TBS-Tween 20-0,1%
durante 10 minutos.

3. Se incubaron las membranas con los sueros de los individuos a estudiar,
diluidos 1:30, para ambos isotipos con TBS-BSA 1%, -Tween 20-0,1% por 16

horas aproximadamente (toda la noche) en agitacién constante.



4. Posterior a esta incubacion, se realizaron 3 lavados con TBS-Tween 20-0,1%
durante 10 min c/u en agitacion constante.

5. Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos secundarios anti-
humano IgG de SIGMA- ALDRICH en una dilucion 1:2000, y el anticuerpo
secundario antihumano IgE de SIGMA- ALDRICH en una diluciéon 1:500,
ambos acoplados a fosfatasa alcalina, en solucion de albumina TBS-Tween
20-0,1% durante 1 hora en agitacion y a temperatura ambiente.

6. Se realizaron 3 lavados, durante 10 min c/u, con TBS-Tween 20-0,1%.

7. Mediante un estuche comercial para revelacion de la reaccion de la fosfatasa
alcalina BCIP/NBT (SIGMA- ALDRICH) se procedi6 a la visualizacion de
las proteinas.

8. Finalmente, se fotografiaron las membranas para digitalizarlas y determinar la
masa molecular de las bandas observadas mediante el programa Quantity One

de la Casa Comercial BIO- RAD.

IV.- 9. Cuantificacion de la respuesta especifica de anticuerpo 1gG e IgE

mediante la técnica ELISA.

Para medir la respuesta de anticuerpos IgG e IgE especificas contra las
proteinas del extracto de Ascaris lumbricoides se utilizo la técnica ELISA (Enzyme

Linked Immunosorbent Assay):



1. El extracto soluble de Ascaris lumbricoides fue acoplado, a placas de 96
pozos (IMMULON), a razén de 10ug/pozo en PBS pH 7,2 a 37 °C durante

toda la noche.

2. Al dia siguiente, se lavaron las placas con PBS-Tween 20- 0,1% y se
bloquearon con BSA al 5% en PBS-Tween 20- 0,1% durante 1h a 37 °C. para

evitar uniones inespecificas.

3. Se lavaron 3 veces con PBS-Tween 20-0,1% para eliminar el exceso de

solucion.

4.  Fueron incubados los sueros de los individuos a estudiar, a una dilucion
1:10 para el isotipo IgE, y una dilucion 1:100 para el isotipo IgG en PBS-BSA

1%-Tween 20-0,1%, durante 1 hora a 37 °C.

5. Transcurrido este tiempo, se lavaron las placas 3 veces con la solucion

de lavado, como en el paso 3.

6. Las placas fueron incubadas en presencia de los anticuerpos
secundarios, anti-IgE humano 6 anti-IgG humano (SIGMA- ALDRICH) en
sus respectivos pozos, diluidos 1:500 y 1:2000 respectivamente, en PBS-BSA

1%-Tween 20-0,1%, durante 1 hora a 37 °C.

7.  Transcurrido este tiempo, las placas fueron lavadas 5 veces con la

solucion de lavado.



8.  Posteriormente se reveld usando pastillas comerciales de P-
Nitrofenilfosfato de la marca comercial SIGMA- ALDRICH, diluidas cada
una en 5 ml de Buffer Dietinolamina pH 9,8. La reaccion fue detenida
colocando 25ul por pozo de NaOH 3N, y la densidad optica fue leida a 405
nm, en un lector de ELISA (SUNRISE serie 801000880) bajo el programa

Magellan Tecan V 6.4.

9. El valor del punto de corte fue calculado del promedio de las
densidades Opticas para cada isotipo, de 18 de los individuos NSOP de la
poblacion de estudio, restando el blanco y sumado 2 veces el valor obtenido

de la desviacion estandar.

Los sueros se clasificaron en positivos para las densidades opticas superiores al
valor del punto de corte para cada isotipo y como negativos a las densidades Opticas

inferiores al valor obtenido para el punto de corte en cada isotipo.

1V.- 10. Andlisis estadistico.

Se utilizd estadistica descriptiva de datos, tales como: media, desviacion
estandar, frecuencia y porcentaje.

Para el analisis de los resultados obtenidos en el inmunoensayo - ELISA se
utiliz6 el Programa Estadistico MedCalc (MedCalc Statistical Software) 9.3.0.0, el
cual es un paquete de programas estadisticos para las ciencias biomédicas.
Algunas caracteristicas especiales del programa son, el andlisis de curvas ROC

(Operacién Caracteristicas del Receptor), con calculo de sensibilidad, especificidad,



probabilidades y valores predictivos positivos y negativos para todos los valores de
umbral posibles. El programa calcula el area bajo la curva (AUC) con su error
estandar y el intervalo de confianza del 95%. Ademas, los valores de umbral se
pueden seleccionar en un diagrama de puntos interactivo con calculo automatico de la
sensibilidad y especificidad correspondientes. La comparacion de curvas ROC
incluye el calculo de la diferencia entre las areas bajo las curvas, con error estandar,

intervalo de confianza del 95% y valor p.



V.- RESULTADOS

V.- 1. Poblacién estudiada.

De los 117 individuos, el 95% de la poblacion estudiada (111 individuos)
fueron nifios entre los 2 y 18 afios de edad. Los individuos provenientes de las
distintas comunidades se distribuyeron (previa informacion y consentimiento

informado) segin su diagnéstico parasitologico en:

» 34 individuos A. lumbricoides positivos (Asc. 1),
» 40 individuos A. lumbricoides positivos y otras parasitosis (Asc 1 + OP),
» 20 individuos A. lumbricoides negativos y otras parasitosis (OP), y

» 23 individuos que no presentaron parasitos en heces (NSOP).

Figura 9: Distribucion de la poblacion estudiada por grupos.

De izquierda a derecha: grupo de Ascaris lumbricoides positivo (Asc.l) (34
individuos), Ascaris lumbricoides mas otras parasitosis (Asc.l + OP) (40 individuos),
grupo de otras parasitosis sin Ascaris lumbricoides (OP) (20 individuos), y grupo de
individuos que en heces no se observaron parasitos (NSOP) (23 individuos).



V.- 2. Distribucion de los individuos seleccionados.

De acuerdo a las zonas de estudio, la poblacién estuvo distribuido de la
siguiente manera: 107 individuos provenientes de las comunidades rurales de: la
Peica (64 individuos), Guapo y Machurucuto (26 individuos), y Jardin de Infancia
Felipe Neri (17 individuos), dentro del Edo. Miranda; y 10 individuos fueron
provenientes de instituciones hospitalarias publicas dentro de Caracas: Hospital de
Nifios J. M de los Rios (9 individuos), y Clinica Popular de Catia (1 individuo)

(Figura 10).

Y

Figura 10: Distribucion de los individuos seleccionados por poblacion.

Distribuciéon de la poblacion estudiada por comunidad. De los 117 individuos
estudiados, 64 individuos (55%) provenian de la Peica, 26 individuos (22%)
provenian del Guapo y Machurucuto, 17 individuos (14%) provenian del Jardin de
Infancia Felipe Neri, 9 individuos (8%) provenian del Hospital Infantil J.M. de los
Rios y 1 individuo (1%) provino de la Clinica Popular de Catia.



Es importante mencionar que de los 17 individuos infectados con Ascaris
lumbricoides y provenientes del Jardin de Infancia Felipe Neri, 14 de ellos
presentaron en su historia al menos uno de los siguientes sintomas: alergia,
erupciones y asma bronquial. Obteniendo en esta poblacién un 82% de individuos

que afirman la relacién entre los cuadros alérgicos y la ascariasis.

Distribucion por sexo:

Por otra parte se hizo distincion entre los individuos que aleatoriamente se
tomaron para el estudio en cuanto al sexo, y en qué proporcidon se encontraban
distribuidos los individuos parasitados con Ascaris lumbricoides, obteniendo asi que
de los 117 individuos 60 fueron del sexo femenino (44 positivos para Ascaris
lumbricoides con o sin otras parasitosis implicadas) y 57 del sexo masculino (31
positivos para Ascaris lumbricoides con o sin otras parasitosis implicadas), como se

muestra en la Figura 11.
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Figura 11: Proporcion del porcentaje de individuos seleccionados en relacion al sexo.

Distribucion de los géneros en la muestra estudiada. En la Figura las columnas del
lado izquierdo muestran que de 117 individuos, 57 (49%) fueron del sexo masculino
de los cuales 31 (54%) fueron positivos para Ascaris lumbricoides con o sin otras
parasitosis implicadas. Las columna del lado derecho muestran que de 117
individuos, 60 (51%) fueron del sexo femenino de los cuales 44 (73%) fueron
positivos para Ascaris lumbricoides con o sin otras parasitosis implicadas.

Prevalencia de las distintas parasitosis presentes en la muestra estudiada

De los 117 individuos, 75 fueron positivos para Ascaris lumbricoides pero de
estos, 40 individuos poseian a la par otra (as) parasitosis, las cuales segun su indice
de incidencia se representan en la siguiente proporcion: 28% presenta Trichuris
trichiura, el 23% presenta Blastocystis hominis, el 19% presenta Giardia duodenalis,
un 13% presentan las parasitosis Entamoeba histolitica/dispar y Entamoeba coli , y
finalmente con un 2% se presentas individuos parasitados a la par con Strongyloides

stercolaris y huevos de anquilostomidio (Figura 12).
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Figura 12: Distribucion de las parasitosis asociadas a la presencia de Ascaris lumbricoides.

Presencia de las parasitosis encontradas a la par para los individuos infectados con
Ascaris lumbricoides de la muestra estudiada. Se observa un 28% presentado para
Trichuris trichiura (Tt), el 23% presentado para Blastocystis hominis (Bh), un 19%
presentado para Giardia duodenalis (Gd), un 13% presentado para las parasitosis
Entamoeba hystolitica/dispar (Ehy/dispar) y Entamoeba coli (Ec), finalmente con un
2% se presentaron individuos parasitados con Strongyloides stercolaris (Ss) y huevos
de anquilostomidio (anq).

V.- 3. Perfil Electroforético del extracto soluble de Ascaris lumbricoides.

Para la identificacion del perfil electroforético del extracto soluble se realizaron
electroforesis en condiciones disociantes, no desnaturalizantes. En la Figura 13 se
observa el perfil proteico a partir de una electroforesis en gel de poliacrilamida al
10%, tefiido por Nitrato de Plata y Azul de Coomassie. Se identificaron al menos 16
proteinas de distintas masas moleculares distribuidas en orden descendente: 148,48;
101,24; 95,19; 75,95; 67,26; 60,60; 56,29; 53,24; 51,10; 44,77; 41,15; 39,68, 34,77;

32,53; 31,51 y 26,3 kDa (Figura 13).
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Figura 13: Perfil Electroforético de las proteinas del extracto soluble de Ascaris lumbricoides.

A la izquierda: Peso Molecular de Referencia; A.- Perfil proteico tefiido con Nitrato
de Plata; B.- Perfil Proteico tefiido con Azul de Coomasie y sefializando 16 proteinas
(148,48; 101,24; 95,19; 75,95; 67,26; 60,60; 56,29; 53,24; 51,10; 44,77; 41,15; 39,68;
34,77; 32,53; 31,51 y 26,3 kDa) que se observaron para ambas tinciones luego de
varias repeticiones de dicho experimento.

V.- 4. Estudio de la Reactividad Seroldgica.

Para identificar las proteinas del extracto estudiado y la respuesta de
anticuerpos en los diferentes grupos, se realizd un estudio de reactividad serologica,
haciendo énfasis en la produccion de inmunoglobulinas G y E frente al extracto
soluble de un parasito hembra de Ascaris lumbricoides. Para lograr estos objetivos
fue necesaria la estandarizacion de una metodologia incluyendo la obtencion del
extracto proteico, asi como las técnicas de¢ WESTERN BLOT (WB) y ELISA para
detectar el reconocimiento de las inmunoglobulinas G y E frente al extracto soluble y

los niveles de anticuerpos especificos respectivamente.



V.- 5. Evaluacién del extracto soluble de Ascaris lumbricoides.

Se obtuvo una concentracién de proteinas de 6,1 mg / ml por el método

empleado.



A.- ldentificacion de proteinas inmunogénicas reconocidas por los
anticuerpos de tipo 1gG e IgE en el suero de individuos infectados mediante la

técnica de WESTERN BLOT.

Se muestran un total de 17 Figuras que reportan los resultados obtenidos por
WB para los isotipos IgG (desde la figura 14 hasta la 21) y para el isotipo IgE (desde

la figura 22 hasta la 30).

A.- 1. Proteinas inmunogénicas reconocidas por los anticuerpos de tipo
19G.

El extracto soluble de Ascaris lumbricoides se evalu6 enfrentandolo con los 117
sueros de pacientes estudiados, de los 4 grupos segin su diagnostico parasitologico,
mediante la técnica de Western Blot, reconociéndose siete bandas antigénicas de
mediana masa molecular las cuales aparecieron con mayor niimero de incidencia.
Estas bandas fueron: 29, 30, 31, 39, 40, 41 y 44 kDa, las cuales estan dentro de las
proteinas de masas moleculares observadas en el perfil proteico del extracto soluble,
y ademads, se observaron en repetidas ocasiones en los grupos A y B los cuales estan
representados por los individuos positivos para Ascaris lumbricoides y Ascaris

lumbricoides mas otras parasitosis, respectivamente.



En la Figura 14 se observaron las proteinas de 101, 75 y 44 kDa, sin embargo,
pese a su alto numero de apariciones se observa para todos los grupos, por ello no se

consideraron dentro de las proteinas importantes para este estudio.
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Figura 14: Identificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo 1gG (Exp. 0210).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 — 101 kDa, 2 — 75
kDay 3 — 44 kDa.

Las proteinas de 44 y 31 kDa, se consideraron importante por el nimero de
apariciones totales para los 117 pacientes, dentro de los grupos A y B para la de 44

kDa, y dentro de los grupos A, By D para la de 31 kDa (Figuras 15, 16 y 20).
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Figura 15: ldentificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo 1gG (Exp. 0907).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: — 101 kDa, 2 — 44 kDa
y 3 -31 kDa.

Figura 16: Identificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo 1gG (Exp. 1407).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 — 101 kDa, 2 — 51
kDay 3 — 44 kDa.



En la Figura 17 se observan repetidamente las proteinas sefaladas de 67, 53 y
51 kDa, sin embargo dicha frecuencia de aparicion es para todos los grupos, por ello

no se consideraron dentro de las proteinas importantes para este estudio.

Figura 17: Identificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo 1gG (Exp. 1507).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 — 67 kDa, 2 — 53
kDay 3 — 51 kDa.

La proteina de 44 kDa, se considera importante dentro de nuestro estudio, por el
numero de apariciones totales para los 117 pacientes, dentro de los grupos A y B

(Figura 18, 19 y 20).
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Figura 18: Identificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo 1gG (Exp. 1607).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 — 51 kDa, 2 — 44
kDay 3 —32 kDa.



Figura 19: ldentificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo 1gG (Exp. 2709).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 — 95 kDa, 2 — 44
kDay 3 —31 kDa.

Figura 20: Identificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo 1gG (Exp. 2909).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 — 56 kDa, 2 — 44
kDay 3 —31 kDa.

Observamos en la Figura 21, que a pesar de que para el Grupo A y B el
reconocimiento de bandas es débil, se observa reconocimiento claro de bandas
protéicas por parte del grupo D, grupo de individuos que no presentaron huevos de

parasitos en las heces.
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Figura 21: Identificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo 1gG (Exp. 3009).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 — 95 kDa, 2 — 56
kDay 3 -32 kDa.

A.- 2. Proteinas inmunogénicas reconocidas por los anticuerpos de tipo

IgE.
El extracto soluble de Ascaris lumbricoides se evalué enfrentandolo con los
117 sueros de pacientes estudiados, de los 4 grupos segun su diagnostico
parasitologico, mediante la técnica de Western Blot, reconociéndose nueve bandas
antigénicas de mediano peso molecular las cuales aparecieron con mayor numero de
incidencia. Estas bandas fueron: 64,52, 54, 49, 41, 39, 30, 29 y 26 kDa, las cuales
estan dentro de las proteinas de masas moleculares observadas en el perfil proteico
del extracto soluble, ademds se observaron en repetidas ocasiones, en los grupos A y
B los cuales estan representados por los individuos positivos para Ascaris

lumbricoides, y Ascaris lumbricoides mas otras parasitosis, respectivamente.



Se observa en la Figura 22 un tnico reconocimiento de bandas proteicas por
parte del grupo A, dichas bandas de 52 y 39 kDa, corresponden con las

aproximaciones reportadas para el perfil proteico.
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Figura 22: Identificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo IgE (Exp. 2804).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 —52 kDay 2 — 39
kDa.

Igualmente en la Figura 23, se observé reconocimiento en todos los grupos, por
las bandas proteicas de 53 y 34 kDa, lo que las descarta como proteinas de interés
para nuestro estudio. La proteina de 76 kDa tampoco fue de interés, ya que a pesar de

que fue reconocida por el grupo B, esta también fue reconocida en el grupo C.



Figura 23: Identificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo IgE (Exp. 1805).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 — 53 kDa, 2 — 34
kDay 3- 76 kDa.

En los experimentos mostrados en las Figuras 24, 25 y 29, observandolos
aisladamente, no se logré identificar ninguna proteina de interés ya que las mismas se

repetian constantemente en los 4 grupos de estudio.

Figura 24: Identificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo IgE (Exp. 0807).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 — 95 kDa, 2 — 51
kDay 3 —41 kDa.



Figura 25: Identificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo IgE (Exp. 1407).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 — 101 kDa, 2 — 95
kDay 3 —53 kDa.

Las proteinas de 53 y 26 kDa, se consideran importantes por el nimero de
apariciones totales para los 117 pacientes, dentro de los grupos A y B (Figuras 26 y

27).
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Figura 26: Identificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo IgE (Exp. 1507).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 — 67 kDa, 2 — 53
kDay 3 — 44kDa.



Figura 27: Identificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo IgE (Exp. 1607).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 — 44 kDa, 2 — 32
kDay 3 —26kDa.

Los Exp. 2709 y Exp. 3009 para la IgE, no arrojaron resultados importantes,
debido a la débil respuesta del anticuerpo y los sueros de los pacientes estudiados

(Figura 28 y 30).

Figura 28: ldentificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo IgE (Exp. 2709).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 — 95 kDa y 2 — 44
kDa.



Figura 29: Identificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo IgE (Exp. 2909).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 — 60 kDa, 2 — 56
kDa.

Figura 30: Identificacion de proteinas inmunogénicas con anticuerpos de tipo IgE (Exp. 3009).

A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos para
Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros parasitos,
D — No se observaron parasitos, Paciente 117: NSOP de la Clinica Popular de Catia.
Proteinas observadas en WB y reportadas en el perfil proteico: 1 — 44 kDa y 2— 25
kDa.



B.- Cuantificacion de 1gG e IgE frente al extracto soluble de Ascaris

lumbricoides, mediante la técnica de ELISA.

Para conocer la positividad de la poblacion frente al extracto soluble de Ascaris
lumbricoides, se realizaron ensayos ELISA para comparar la respuesta de los sueros
evaluados en WB y los niveles de IgG e IgE frente a este antigeno. Para ello se
calculé el punto de corte para cada isotipo a partir de los individuos que no

presentaban parasitos en heces (NSOP) (Tabla I).

Tabla I: Valores de D. O. y puntos de corte para la cuantificacion de 1gG e IgE.

NSOP NSOP
0,0445 02145
0,141 0,401
0,288 0,1665
024 Calculo para la 0302 Cilculo para la
IgG. IgE.
0,012 0,1865
0,351 0,2015
0,4665 0,1795
0,3925 0,207
0416 0,179
0.547 *) ¢ 0.2035 *) ©
* 0,38 < D.O. < 0,38 0,16 < D.0O. < 0,16
0,404 0,185
0,194 0,1825
0,1705 0,204
0,1153 0,105
0,1028 0,18
0,0743 0,092
0,0953 0,146
0,0853 0,1325
PROMEDIO - (EL PROMEDIO - (EL
PROMEDIO 0,2286667 0.0634519 | Bi"ANCO) PROMEDIO 0,1926667 00268333 | gi'ANCO)
DESVIACION DESVIACION
ESTANDAR 0,1605831 DA 0,0691907
0,3211661 0,1383814
PUNTO DE CORTE | 0,3846181 PUNTO DE CORTE 0,1652147




Se establecid como positivos los sueros de los pacientes evaluados para la
inmunoglobulina G, cuya D.O. fuese superior al punto de corte (0,38 D.O. <x) y para
la inmunoglobulina E, cuya D.O. fuese superior al punto de corte (0,165 D.O. < x).
Se tomaron como negativos a los sueros cuya D.O. fuese inferior al punto de corte (x
< 0,38 D. O), y se tomaron como negativos a los sueros cuya D.O. fuese inferior al

punto de corte (x < 0,165 D. O) para el isotipo IgE.

La sensibilidad y especificidad de la ELISA con sus intervalos de confianza, se
determinaron utilizando los sueros de las poblaciones descritas anteriormente como el

patrén de comparacion, como se puede apreciar en las siguientes Figuras:

B.- 1. Densidades Opticas obtenidas en los ELISA- 1gG

En los Grupos A (Asc. lumbricoides) (Figura 31), se detectaron 14 individuos
por encima del punto de corte, mientras 18 individuos fueron seronegativos, aun
cuando estos ultimos tenian huevos del parasito en sus heces. En el caso de los
individuos del grupo B (Asc. lumbricoides mas otras parasitosis), 32 individuos eran

seropositivos y 3 nifios fueron negativos (Figura 32).
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Figura 31: Dispersién de los sueros positivos y negativos para la 1gG contra Ascaris lumbricoides
en individuos positivos para Ascaris lumbricoides.

Los valores se agrupan de acuerdo a las densidades Opticas obtenidas para los
individuos positivos para Ascaris lumbricoides y evaluados contra el conjugado del

anticuerpo IgG.

09
08
0,7
0,6
05

04

Densidad Optica (405nm)

03

0,2

ASC.L.+0P

- 1gG

o

o

!

83 BEgo 8 oo

B

!

0
Negativos

1
Positivos

>0,3845
Sens: 100,0
Spec: 60,0

Figura 32: Dispersién de los sueros positivos y negativos para la 1gG contra Ascaris lumbricoides
en individuos positivos para Ascaris lumbricoides més otras parasitosis.

Los valores se agrupan de acuerdo a las densidades Opticas obtenidas para los
individuos positivos para Ascaris lumbricoides mas otras parasitosis, y evaluados
contra el conjugado del anticuerpo IgG.

Para el Grupo C (Otras parasitosis) se observan 17 pacientes seropositivos, y

3 pacientes negativos. (Figura 33).
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Figura 33: Dispersién de los sueros positivos y negativos para la 1gG contra Ascaris lumbricoides
en individuos positivos para otras parasitosis sin Ascaris lumbricoides.

Los valores se agrupan de acuerdo a las densidades Opticas obtenidas para los
individuos positivos para otras parasitosis, y evaluados contra el conjugado del
anticuerpo IgG.

En el grupo D (individuos que no presentaron huevos de parasitos en heces),
se observaron algunos individuos con altos valores de densidad optica, se detectaron

mayor nimero de individuos seropositivos. Lo que concuerda con lo que podriamos

esperar de este grupo (Figura 34).
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Figura 34: Dispersién de los sueros positivos y negativos para la 1gG contra Ascaris lumbricoides
en individuos no parasitados.

Los valores se agrupan de acuerdo a las densidades Opticas obtenidas para los
individuos positivos para los individuos donde no se observaron parasitosis, y
evaluados contra el conjugado del anticuerpo IgG.

Comparacion de los niveles de 1gG entre los grupos evaluados.



En la figura 35 encontramos que para la IgG, el promedio de los valores de
densidad 6ptica del grupo A es menor que los valores del grupo B, pero estos fueron

mayores que el grupo Cy el grupo D, respectivamente.
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Figura 35: Promedio de los valores de Densidades Opticas obtenidas para los diferentes grupos
evaluados, contra el conjugado del anticuerpo IgG y sus respectivas desviaciones estandar.

De izquierda a derecha A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B —
Individuos positivos para Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos
positivos para Otros parasitos, D — No se observaron parasitos.

B.- 2. Densidades Opticas obtenidas en los ELISA- IgE.

Los Grupos A (Asc. lumbricoides) (Figura 36), y B (Asc. lumbricoides mas
otras parasitosis) (Figura 36 y 37), presentan individuos negativos, debido al bajo
nivel de anticuerpo, lo que se presume corresponde con individuos que estén saliendo

de la parasitosis.
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Figura 36: Dispersion de los sueros positivos y negativos para la IgE contra Ascaris lumbricoides
en individuos positivos para Ascaris lumbricoides.

Los valores se agrupan de acuerdo a las densidades Opticas obtenidas para los
individuos positivos para Ascaris lumbricoides y evaluados contra el conjugado del
anticuerpo IgE.
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Figura 37: Dispersion de los sueros positivos y negativos para la IgE contra Ascaris lumbricoides
en individuos positivos para Ascaris lumbricoides mas otras parasitosis.

Los valores se agrupan de acuerdo a las densidades Opticas obtenidas para los
individuos positivos para Ascaris lumbricoides mas otras parasitosis, y evaluados
contra el conjugado del anticuerpo IgE.

Se observa un buen reconocimiento por parte de los sueros de los pacientes, que
dan como positivos unicamente a 3 dentro del grupo C que representa otras

parasitosis menos Ascaris lumbricoides (Figura 38).
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Figura 38: Dispersion de los sueros positivos y negativos para la IgE contra Ascaris lumbricoides
en individuos positivos para otras parasitosis sin Ascaris lumbricoides..

Los valores se agrupan de acuerdo a las densidades Opticas obtenidas para los
individuos positivos para otras parasitosis, y evaluados contra el conjugado del
anticuerpo IgE.

Los valores presentados en la Figura 39, nos indican que los individuos poseen
bajos niveles de anticuerpos anti-ascaris que puedan reaccionar con el isotipo IgE,

mientras solo se detectaron dos pacientes seropositivos para estos antigenos.
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Figura 39: Dispersion de los sueros positivos y negativos para la IgE contra Ascaris lumbricoides
en individuos no parasitados.

Los valores se agrupan de acuerdo a las densidades Opticas obtenidas para los
individuos positivos para los individuos donde no se observaron parasitosis, y
evaluados contra el conjugado del anticuerpo IgE.



Comparacion de los niveles de IgE entre los grupos evaluados.

En la figura 40 encontramos que para la IgE, el promedio de los valores de
densidad 6ptica del grupo A y B son muy similares y a su vez fueron mayores que el
grupo C y el grupo D. Es importante destacar la desviacion estandar de estos dos

ultimos grupos y compararlo con las Figuras 38 y 39, respectivamente.
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Figura 40: Promedio de los valores de Densidades Opticas obtenidas para los diferentes grupos
evaluados, contra el conjugado del anticuerpo IgE y sus respectivas desviaciones estandar.

De izquierda a derecha: A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B —
Individuos positivos para Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos
positivos para Otros parasitos, D — No se observaron parasitos.

C.- Proteinas destacadas:

En las siguientes Figuras 41 y 42, observaremos 19 proteinas de diferentes
masas moleculares las cuales fueron seleccionadas segun: isotipo estudiado, nlimero

de apariciones en los Western Blot, D. O. obtenida en el ELISA y, presencia o



ausencia dentro del grupo de 16 proteinas presentes en el Perfil Proteico de A.

lumbricoides.

Las proteinas mas resaltantes en orden de importancia, dentro este grupo de 19,
son para IgG, las de 30, 29 y 41 kDa, como se puede observar en la Figura 41, ya que
se presentan en gran numero de oportunidades en los grupos A y B, los individuos
que la presentaron dieron positivos para Ascaris lumbricoides, y en el caso de la
proteina de 41 kDa, esta fue reportada dentro del las proteinas observadas en el perfil
proteico del extracto soluble. Atun cuando las de 29 y 31 kDa, no fueron reportadas
en el perfil proteico del extracto soluble de Ascaris lumbricoides, si fue reportada una

de 32 kDa que pudiese ser la misma de 31 kDa.

Numero de Apariciones

Protetsas e Referenciopaca IaGh (LDa)

Figura 41: NUmero de reconocimiento de las proteinas presentes con mayor incidencia para 1gG
dentro del grupo de pacientes estudiados.

Grupos: A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos
para Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros
parasitos, D — No se observaron parasitos.



Dentro del grupo de 19 proteinas para IgE, encontramos que las proteinas mas
resaltantes en orden de importancia fueron las de 52, 49, 41, 29 y 26 kDa, como se
puede observar en la Figura 42, ya que se presentan en gran nimero de oportunidades
en los grupos A y B, los individuos que la presentaron dieron positivos para Ascaris
lumbricoides, y en el caso de las proteinas de 26 y 41 kDa, fueron reportadas dentro
del las proteinas observadas en el perfil proteico del extracto soluble, y ain cuando la
proteina de 52 kDa, no fue reportada en el perfil proteico del extracto soluble de
Ascaris lumbricoides, si fueron reportadas las de 51 y 53 kDa que pudiese ser la

misma de 52 kDa.
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Figura 42: Numero de reconocimiento de las proteinas presentes con mayor incidencia para IgE
dentro del grupo de pacientes estudiados.

Grupos: A —Individuos positivos para Ascaris lumbricoides, B — Individuos positivos
para Ascaris lumbricoides y otros parasitos, C — Individuos positivos para Otros
parésitos, D — No se observaron parésitos.



VI.- DISCUSION

En nuestra investigacion, los resultados y su respectivo analisis permiten
indicar que la muestra estudiada tenia alta prevalencia de helmintos intestinales,
como Ascaris lumbricoides en un 63% de la poblacion total, similar a lo reportado en

Venezuela (Diaz y Flores, 1990; Di Prisco y col., 2006; Cordero y col., 2009).

Esta parasitosis se encontré asociada con ambientes carentes de una
salubridad apropiada. El sector geografico donde residen la mayoria de los nifios
evaluados en el Edo. Miranda, se caracteriza por tener calles sin asfalto y carecer de
un sistema de recoleccion de aguas servidas y basura. Estas ultimas condiciones han
sido intimamente asociadas a una alta prevalencia de Ascaris lumbricoides por otros
investigadores, tanto a nivel nacional (Hagel y col., 1995; Hagel y col., 2001;
Hurtado, 2003; Di Prisco y col., 2006; Cordero y col., 2009), como a nivel
internacional ( Ishizaka, 1985; Christie y col., 1990; Capron y col. 1992; Crompton,
1994; Martinez y col., 2000; Yazdanbakhsh y col., 2002; Cerdas y col., 2003; Cooper
y col., 2003; Gutiérrez y Orlich, 2004; Arruda, 2005; Escalante y col., 2005; Scott,

2008; Sanchez y col., 2010).

Los datos de las encuestas epidemiologicas en una variedad de infecciones por
helmintos, indican que la infeccion no estd uniformemente distribuida en una
poblacion, con una significante variacion en la intensidad de la infeccidn,
particularmente, en los grupos de edades mas jovenes (Pessoa y Vianna-Martins,

1977; Cazorla y col., 2006). En nuestro caso el 95% de la poblacion estudiada estaba



representada por nifios en edad escolar de ambos sexos, probablemente en esta etapa
no se han adquirido aun buenos habitos higiénicos y se presentan fenomenos de:
onicofagia, geofagia, chuparse el dedo u otros objetos, rascado de region
perianal/perineal, y luego llevan la mano a la boca sin habérselas lavado
adecuadamente, ya sea antes o después de comer; el jugar con mascotas, las cuales
pueden transportan en sus pelos los huevos de A. lumbricoides, entre otros (Pessoa y
Vianna-Martins, 1977; Becerril y Romero, 2004; Cazorla y col., 2006). Sin embargo,
otros investigadores han encontrado que la Ascariasis es mas comun en nifios en edad
escolar que en los preescolares, y consideran que los primeros poseen mayor contacto
con el sucio y el polvo, ya que los nifios en edad preescolar reciben mayores cuidados
y atenciones por parte de sus maestros y cuidadores, donde sus horas de recreo se
limitan a una merienda dentro del salon de clases (Becerril y Romero, 2004; Cazorla

y col., 2006).

Estas variaciones necesitan ser consideradas cuando se disefian las estrategias
de control (McCarthy, 1996). La intensidad y prevalencia de la infeccion
generalmente disminuye con el aumento de la edad, lo cual sugiere que la adquisicion
de la inmunidad, por efecto de exposicion a la infeccion, es un fenomeno gradual y

acumulativo (Garcia y col., 1985; Maizels y col., 1993).

Nuestros resultados mostraron un predominio de individuos infectados del sexo
femenino (59%) sobre el masculino (41%), como también lo reportaron en sus
resultados (Abdul-Hadi y col., 2009; Diaz y col., 2009; Sanchez y col., 2010). Sin

embargo, varios investigadores encuentran que los varones exhiben mayores tasas de



infeccion que sus pares del sexo femenino, posiblemente debido a que éstas
desarrollan mas tempranamente habitos higiénicos (Becerril y Romero, 2004).
Contrariamente, otros estudios no revelan diferencias estadisticamente significativas
de las prevalencias entre sexos, lo que pudiera ser debido a que todos los individuos
se encuentran similarmente expuestos a los mismos factores de riesgo (Rivera y col.,

1996; Cazorla y col., 2006).

Asi mismo las 3 parasitosis de mayor prevalencia para los individuos Ascaris
lumbricoides positivos, fueron las de Trichuris trichiura 28 %, Blastocystis hominis
en un 23 %, y Giardia duodenalis en un 19 % (Cazorla y col., 2006; Scott, 2008;

Abdul-Hadi y col., 2009; Diaz y col., 2009; Sanchez y col., 2010).

Dentro de los factores que facilitan el mantenimiento y diseminacion de la
enterohelmintiasis, se encuentra, el hacinamiento familiar, escolar o de recintos como
asilos, lo que facilita el contacto persona-persona (Pessoa & Vianna-Martins, 1977,
Becerril & Romero, 2004; Scott, 2008). Un factor que deben tener siempre presente
los individuos, es que los huevos del helminto pululan facilmente en todos los
ambientes, dispersos en el suelo, donde pueden permanecer viables hasta por 3
semanas, de alli que el aseo, tanto personal, familiar y hasta comunitario, es un factor

relevante en la disminucion de la contaminacion por Ascaris.

En este mismo sentido, se ha comprobado, de alli el término “gusano de los
asientos” (threadworm), que a través de los inodoros ocurre la transmision de los

huevos de A. lumbricoides, al posarse sobre los mismos un individuo infectado



(Becerril y Romero, 2004; Cazorla y col.,, 2006). Desconocer estas premisas
condiciona su persistencia, principalmente en asentamientos humanos donde
predominan las condiciones socio-econdémicas precarias, el hacinamiento y falta de
educacion en salud, y favorece que persistan altas tasa de infeccion. Actualmente

habria que evaluar los refugios y estimar la presencia de parasitos intestinales.

El patron de reconocimiento de las proteinas del extracto puro de Ascaris
lumbricoides, en las diferentes obtenciones del perfil proteico, se mantuvo siempre
heterogéneo y reproducible. Se observaron bandas a lo largo de todo el gel, y estas
mismas con mas o menos intensidad se presentaron en diversas ocasiones en las
cuales se quiso corroborar la presencia de ellas para las diferentes alicuotas del
extracto usado, generandose un total de 16 bandas proteicas entre: 148 y 26 kDa. Es
importante mencionar que en nuestro estudio no se lograron observar bandas
inferiores a 26 kDa, por tanto no se logr6 identificar las reportadas previamente con
mayor frecuencia, como la proteina ABA de 14 kDa, lo que posiblemente se debid a
que en el extracto quedasen restos de tejido celular entre otros detritos celulares, que
no permitiesen una buena resolucion de las proteinas en el gel y terminaran migrando
junto con dichos detritos hasta el final de la corrida, 6 alternativamente pudiesen
haber quedado aglomeradas y solapadas junto a otras proteinas de un mayor peso
molecular, 6 posiblemente la resolucion del gel no fue la mas apropiada para llevar a
cabo nuestro estudio. Es importante mencionar que dentro de las proteinas que se
presentaron en el perfil proteico del extracto soluble de Ascaris lumbricoides, estan

las de: 31 kDa ya reportada (Kennedy y Qureshi, 1986; Christie y col., 1990;



McSharry y col., 1999; Gibiaqui, 2007; Alba y col., 2009), asi como la de 29 kDa,
que podrian ser en tal caso las mismas, y las de: 32, 39, 60 y 75 kDa reportadas para
un extracto de cuticula de Ascaris lumbricoides femenino (Alba y col., 2009), asi
como la de 35 kDa, que podrian ser en tal caso la misma de 34,77 reportada por

nosotros.

La proteina de 41 kDa, presentada por nosotros en el perfil proteico y con alto
numero de incidencia en los WB, tanto para el isotipo IgG, como para el isotipo IgE
(Figuras 13,41 y 42), pudiese ser la ya reportada Tropomiosina (Santos y col., 2008;
Acevedo y col., 2011). Recordando que las tropomiosinas en invertebrados tienen un

peso molecular entre 38 y 41 kDa (Torres y col., 2003).

En cuanto al andlisis inmunolégico, encontramos que estas proteinas
presentaron reconocimiento por parte de los sueros de los individuos de estudio en los
Western Blot, indicando la posible importancia de estas proteinas desde el punto de

vista antigénico en nuestras muestras.

El estudio de 2 Entidades Federales distintas, como lo son las comunidades
rurales del Estado Miranda y los 2 Hospitales de Caracas, pudieron servir como
método de identificacion de verdaderos NSOP, ya que a medida que avanzabamos en
la experimentacion, nos percatamos que los individuos de las comunidades rurales,
que en teoria no presentaban en heces ningin tipo de parasito, en las pruebas
seroldgicas para ambos isotipos se observaba algln tipo de banda o marcaje proteico,

lo que indicaba que al momento de la toma de muestra el individuo podria estar



desparasitado pero estaria haciendo uso la memoria inmunoldgica y generando
anticuerpos contra una parasitosis previamente padecida por el individuo o ser
positivo para Ascaris lumbricoides pero poseer baja carga de huevos en heces. Fue
entonces cuando optamos por trabajar con un paciente de la Clinica Popular de Catia,
el cual tenia como caracteristicas, ser un infante de menos de un afio y que en su
historia no hubiese el reporte de ningun tipo de diarrea u otro indicio de presencia de

alguna parasitosis.

En el estudio seroldgico para la infeccion por Ascariasis mediante la prueba
de ELISA para IgG, se detectaron muestras positivas (Grupo A) con valores por
debajo del punto de corte, lo que los catalogaba como negativos para la parasitosis,
sin embargo al compararlo con los resultados obtenidos para el WB, se obtuvo el
reconocimiento de algunas bandas (Figuras desde 14-17, 25-27), esto pudo ocurrir ya
que el WB se caracteriza por tener mayor especificidad, particularmente cuando se
observa presencia de anticuerpos dirigidos contra las fracciones livianas de 25 a 40
kDa, fracciones representadas en el perfil proteico obtenido a partir del extracto
soluble de Ascaris lumbricoides (Magnaval y col., 1991). Ademas, estos resultados
también podrian confirmar que dicha prueba podria tener un punto de corte alto,
debido a los valores arrojados por los NSOP que como mencionamos anteriormente,
no correspondian al perfil obtenido de individuos libres de parasitos. Sin embargo, el
punto de corte calculado coincide con el de la marca comercial (NovaTec

Immundiagnostica GmbH- Technologie & Waldpark).



Es importante recordar la proporcion (80%),x< en la cual se encuentra la
inmunoglobulina IgG en el organismo y la funcion que ejerce dentro del sistema

inmunologico.

En el caso del isotipo IgE, se detectaron positivos algunos de los individuos
que eran Ascaris lumbricoides negativos, pero con otras parasitosis, tal vez aun
cuando para la prueba en heces no se observaron huevos del parasito Ascaris
lumbricoides, puede que este individuo ya haya padecido dicha parasitosis, y tenga en
su memoria inmunologica, la accion que desencadena la activacion de la cascada
celular que induce a la produccion de las células B, que al entrar en contacto con un
antigeno, van a transformarse en células plasmaticas productoras de
inmunoglobulinas, y en particular para el caso especifico de la IgE. Ademas, es bien
conocido que las infecciones por helmintos pueden llegar a durar afios. Sin embargo,
los resultados obtenidos mediante el ELISA para la poblacion de estudio frente a la
inmunoglobulina E, revelan resultados que confirman la eficiencia de dicha prueba y

las técnicas realizadas previamente.

Por otro lado, podemos observar en las Figuras 41 y 42, que en los casos
positivos, la intensidad de bandas observada en los WB, se correlacion6 claramente
con la DO obtenida en el ensayo de ELISA, mas especificamente para la IgE (Figura
42). Segun estos resultados podemos concluir que el ensayo de inmunodeteccion o
WB, aca descrito podria constituir un método adecuado para el diagndstico de la

Ascariasis, particularmente util en casos de areas endémicas en lo que los test de



ELISA resulte negativo o positivo con valores de DO bajos, y en presencia de signos

y/o sintomas de la infeccion.

El interés por el papel desempenado por las infecciones parasitarias sobre los
procesos alérgicos, y especialmente en el asma, decayd a mediados de la década de
1990, si bien en los ultimos afios ha renacido. En el estudio de Lynch y
colaboradores, en 1993 se obtuvo una sustancial mejoria del asma, a pesar del
aumento de la tasa de sensibilizaciones a inhalantes habituales, entre los pacientes
tratados con antiparasitarios, mejoria que desaparecia 2 afios después de suspendido
dicho tratamiento. Luego, se ha reportado en Ecuador que las parasitosis intestinales
protegian frente a la sensibilizacion alérgica y al broncospasmo inducido por
gjercicio, pero no tenian efecto protector alguno frente a otros sintomas alérgicos
(Copper y col., 2003). En nuestro estudio, aun cuando no se realizé un profundo
analisis en los datos crudos recabados por las encuestas epidemiolédgicas, se pudo
observar como en las historias clinicas del Jardin de Infancia Felipe Neri, reflejaban
un 82% de la poblacion estudiada positivos para pruebas alérgicas, asma bronquial,
erupciones en la piel y hasta impétigo costroso, y luego de las pruebas seroldgicas,
dichos pacientes resultaban positivos para Ascaris lumbricoides, lo que deja una
interrogante sobre la ya debatida relacion entre la presencia de IgE contra esta

parasitosis y el efecto protector o no contra las enfermedades alérgicas.

Son evidentes las numerosas discordancias entre unos trabajos y otros y hay
varias posibles explicaciones, segun los autores. En primer lugar existe la

posibilidad de los falsos positivos y negativos, aspecto importante, maxime si se tiene



en cuenta que los cuestionarios epidemiologicos empleados en algunos de estos
estudios no eran instrumentos validados. En segundo lugar, todos los estudios citados
han buscado una relacidn con la parasitosis endémica aparentemente dominante, pero
no se ha analizado el papel de posibles parasitosis asociadas; ademds, ninguno de
ellos ha investigado la carga ambiental de otros factores que puedan modular la
respuesta inmunoldgica, tales como la exposicion a endotoxinas, alergenos, virus de
la hepatitis A o cualquiera de los factores ligados al asma, por poner un ejemplo. Una
tercera posibilidad es que algunos de estos efectos sean especificos de la especie de
parasito y los datos contradictorios existentes en la bibliografia sean el resultado de la
presencia de mas de una infestacion parasitaria. Esta explicacion es, a nuestro juicio,
una de las mas tangibles; de este modo, el antigeno predominante al que responde una
poblacion, modularia el grueso de la respuesta inmunologica lo cual podria llevar a

ser un marcador serolégico.

Dado que la sensibilizacion alérgica es un factor de riesgo importante de asma
en la mayoria de los paises desarrollados, la ausencia de esta asociacion en muchas
poblaciones tropicales merece un analisis en profundidad. Si se confirmara la relacion
inversa entre ambas, referida en varios estudios, tendria importantes implicaciones en
la teoria de la polarizaciéon inmunitaria de los linfocitos T en la patogenia de la
enfermedad alérgica. Puesto que la erradicacion de la infestacion por parasitos es un
problema sanitario universal, es muy importante conocer las consecuencias que dicha
erradicacion podria acarrear sobre las patologias alérgicas y la posible capacidad

protectora de las proteinas del paciente.



VIl.- CONCLUSIONES.

1.- Con el método empleado para la obtencion del extracto proteico del verme
adulto de Ascaris lumbricoides, se logré de una manera rapida y sencilla la obtencion
de un perfil proteico. Se observaron 16 proteinas de masas moleculares, 148,48;
101,24; 95,19; 75,95; 67,26; 60,60; 56,29; 53,24; 51,10; 44,77; 41,15; 39,68, 34,77;

32,53; 31,51 y 26,3 kDa respectivamente.

2.- Mediante ensayos de Western Blot, se indicaron diferencias en el patron de
reconocimientos para ambos isotipos en los sueros de los pacientes a muestrear. Se
destacaron 19 proteinas, que pudiesen asociar la presencia de la misma con la
presencia de la parasitosis. Las proteinas reconocidas en el suero de los individuos
infectados por Ascaris lumbricoides segun su numero de apariciones fueron de: 30,
29, 41, 31, 39, 40, 44, 51, 33, 45, 38, 43, 35, 37, 54, 53, 28, 52 y 46 kDa para IgG, y
de 52, 49, 41, 29, 26, 54, 46, 30, 64, 40, 39, 45, 48, 57, 94, 44, 28, 31 y 38 kDa para
IgE. Las proteinas 29, 37, 28, 46, 49, 64 y 48 kDa respectivamente reconocidas por
el suero de los individuos evaluados, no fueron observadas en el perfil proteico para

el extracto soluble de Ascaris lumbricoides.

3.- Los resultados de los ensayos de ELISA, a partir de los antigenos del
extracto soluble de Ascaris lumbricoides, indican que diferentes proteinas presentes
en este extracto podrian estimular la produccion de IgE en los nifios estudiados.
Ademas de que dichos ensayos permitieron definir los Grupos de estudio en el caso

de IgE.



4.- Considerando que el estudio realizado fue de tipo exploratorio, se logro
obtener un perfil proteico nunca antes reportado, tanto a nivel nacional como
internacional, con 16 proteinas detectadas y reconocidas por los sueros de los
pacientes de este estudio, donde se observo la proteina de 41 kDa ya reportada como

tropomiosina.



VIIl.- APENDICES.

Protocolos

Gel de corrida

Reactivos 10% 12%
Agua destilada 4.15 ml 3.35ml
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 2.5ml 2.5ml
Acrilamida 30% 3.30 ml 4.0 ml
SDS al 10% 100 pl 100 pul
Persulfato de Amonio 100 ul 90 ul
TEMED 10 pul oul

Gel de Apilamiento 4%

Reactivos 2 geles 1 gel

Agua destilada 3.05ml 1525
ml

Tris-HCI1 0.5 M, pH 6.8 1.25 ml 625 ul
Acrilamida 650 pl 325 ul
SDS al 10% 50 pl 25 ul
Persulfato de Amonio 40 pl 20 ul
TEMED 10 pl 5ul




PBS

Reactivo Cantidad (g)
NaCl 8.0
KCl 0.2
Na,HPO4 1.44
KH,PO, 0.2

Se lleva a un litro con agua destilada a pH 7.4

TBS

Reactivo Cantidad (g)
Tris-HC1 50nM 6.05
Na Cl1150nM pH 7.5 8.76

Se lleva a un litro con agua destilada a pH 7.5

Buffer de corrida

Reactivo Cantidad (g)
Tris base 3.0
Glicina 14.4
SDS 1.0

Se lleva a un litro con agua destilada a pH 8.3




Buffer de transferencia

Reactivo Cantidad
Tris base 303 g
Glicina 144 ¢
Metanol 200 mL

Se lleva a un litro con agua destilada a pH 8.3
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