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RESUMEN

RESPUESTA DE ANTICUERPOS CONTRA LOS ANTIGENOS Sm31/32 DE S
mansoni, EVIDENCIADO POR LA TECNICA DE WESTERN BLOT EN LAS
COMUNIDADES DE LOS NARANJOS, CASERIO EL 25 Y SEITIFERO ANTES Y
DESPUES DE ADMINISTRAR EL TRATAMIENTO ESPECIFICO

Autores: Carmely Aguirre; Irmis Azuaje y Angeli Betancourt.

Tutores: Profs Sandra Planchart y Renzo Incani.

Asesor: Prof Vita Calzolaio.

Realizado en el Laboratorio de Bilharzia del Departamento de Parasitologia de la
Universidad de Carabobo y Financiado por el CDCH.

La esquistosomiasis causada por S mansoni representa un problema de salud publica en
diversos paises del continente americano, entre ellos Venezuela, considerada actualmente
como una zona hipoendémica. Existen sitios que representan focos de importancia
epidemioldgica como lo son las comunidades de Los Naranjos (zona alta transmision
activa) Caserio El 25 (zona de baja transmision activa) y Seitifero (zona de baja transmision
interrumpida) del estado Carabobo. En diversos estudios los antigenos Sm31/32 son
considerados altamente inmunogénicos y especificos de la enfermedad, es por esto que en
nuestro estudio el objetivo fue evaluar la respuesta de anticuerpos contra un preparado
antigénico de excrecion-secrecion de vermes adultos (ESVA) de S. mansoni incubados en
PBS mediante la técnica de Western blot. Se trabajé con 303 sueros de pacientes con
esquistosomiasis provenientes de las comunidades antes mencionadas y que resultaron
positivos para las pruebas diagnosticas Kato-Katz y PPCO, quienes habian sido tratados
con Praziquantel y Oxamniquina en diferentes esquemas de tratamiento. Al comparar la
respuesta de anticuerpos entre las comunidades se encontrd6 que existen diferencias
estadisticamente significativas antes del tratamiento (p =0,002) y 12 meses después (p
=0,01). La intensidad de la respuesta hacia los diferentes antigenos de ESVA se aprecia
diferente entre las tres comunidades, asi como en las diferentes condiciones (Pre-
tratamiento, 3 meses y 12 meses post-tratamiento). En relacion a las bandas Sm31/32 de
interés en este estudio se notd que el reconocimiento de los sueros hacia estos antigenos fue
intensa antes del tratamiento y se mantuvo aun después del mismo, con ligeras diferencias
no significativas (p = 0,82). Dentro de este marco podemos inferir que un afio no es
suficiente para determinar cura serologica en pacientes infectados con S mansoni y esto
podria indicar la existencia de vermes residuales que continuan expulsando antigenos al
medio circundante, induciendo asi la produccion de anticuerpos.

PALABRAS CLAVE: Esquistosomiasis, Antigeno, Anticuerpo, Inmunogénico.



INTRODUCCION

La esquistosomiasis es una parasitosis que afecta, segiin la Organizacién Mundial
de la Salud a mas de 200 millones de personas en el mundo, con una tasa de mortalidad de
750 mil por afio. Se pueden presentar desde casos asintomaticos hasta cuadros agudos con
fiebre, urticaria y otras reacciones alérgicas, que progresa hacia un estado crénico

caracterizado por fibrosis hepatica e hipertension portal (Rey, 2001).

Esta enfermedad es causada por trematodes del género Schistosoma, el cual abarca
cinco especies: S mansoni, S. japonicum, S. haematobium, S. intercalatum, y S. mekongi.
Los parasitos de este género presentan una amplia distribucion en América, Africa y Asia,
disponiéndose cada especie en regiones especificas, dependiendo principalmente de la
especie de caracol que actlie como su hospedador intermediario. Por ello, S. mansoni esta
distribuido en Africa, Peninsula Arabiga, América del Sur y el Caribe; S. japonicum en
Indonesia, China y Filipinas, causando ambas esquistosomiasis intestinal y S
haematobium, en regiones del norte de Africa y el medio oriente, causando
esquistosomiasis urinaria. Las especies de S intercalatum y S mekongi son menos
frecuentes, registrandose la primera solo en seis paises de Africa Ecuatorial y la segunda

con distribucion limitada a la cuenca del Rio Mekong en Indochina.

La esquistosomiasis causada por S. mansoni representa un problema de salud
publica en diversos paises del continente americano como Puerto Rico, Republica
Dominicana y Brasil. Actualmente, Venezuela es considerada una zona hipoendémica, es
decir con baja prevalencia y morbilidad, debido principalmente al éxito obtenido con el
programa de control establecido en 1943 por el anterior Ministerio de Sanidad y Asistencia
Social, el cual logr6 reducir la prevalencia en el area endémica del 14,6 % entre los afos
1943 - 1960 a aproximadamente 1 % en 1996, (Incani, 1987; Alarcon de Noya y col, 1992,
1999). El area endémica de esquistosomiasis en Venezuela estd circunscrita a la region

centro norte del pais, abarcando los Estados Miranda, Aragua, Carabobo, Guérico y Vargas.



Esta circunstancia de baja morbilidad, trac a su vez problemas a nivel diagnostico
para el seguimiento y control de las comunidades. Asi, los métodos de diagnostico
coproldgico disminuyen su sensibilidad en aproximadamente un 60%. Por otra parte, los
métodos serologicos asociados a la deteccion de anticuerpos circulantes, que aunque de
mayor sensibilidad, presentan la desventaja que sus niveles permanecen en circulacion por
mucho tiempo e incluso afios luego de curarse el paciente. Por lo tanto, estos métodos no
son apropiados para discriminar entre exposiciones previas e infecciones activas, asi como
tampoco para evaluar la eficacia de la quimioterapia, ni para justificar la administracion de

un nuevo tratamiento, lo que conlleva a un subregistro de la enfermedad.

En este estudio es de interés particular considerar la situacion actual de la
esquistosomiasis en el estado Carabobo, en el cual se encuentran zonas que representan
focos de importancia epidemioldgica, los cuales han sido previamente evaluados por los
métodos de diagnostico Kato-Katz, la Prueba de Precipitacion Circunmoval (PPCO) y la

Reaccion de anticuerpos fluorescentes (RIAF) (Garcia y col, 1997).

Entre las comunidades que referimos destacan: El Valle de los Naranjos, sitio de
alta transmision activa con una prevalencia de 46,1% por Kato-Katz y 59,8% por PPCO
(Sanchez y col, 1997); Caserio El 25, zona de baja transmision activa, cuya prevalencia por
Kato-Katz fue de 0,45% y 11,2% por PPCO (Incani y col, 1999); y Seitifero-Valle de
Manaure, lugar de baja transmision e interrumpida, con una prevalencia de 6,8% por Kato-

Katz y 33,1% por PPCO (Garcia y col, 1997).

En el estudio realizado por Garcia y col (2006), en la comunidad de Los Naranjos,
luego de que fueran tratadas con Praziquantel (PZQ) y Oxamniquina (OX) en dosis
combinada, se realizé un seguimiento de 3 meses, 6 meses, 1 afio y 2 afios post tratamiento,
observandose negativizacion en PPCO, sin embargo en la prueba diagnostica de RIAF, no
se observo la seroconversion. Los métodos de diagndstico PPCO y RIAF se realizaron
también en las comunidades Caserio El 25 y Seitifero, que se estudiaron conjuntamente con
Los Naranjos, donde la carga parasitaria era menor en ambas. El tratamiento aplicado fue

solamente de PZQ en dosis fraccionada para el Caserio El 25 y en dosis repetida para



Seitifero; obteniéndose en ambas comunidades una negativizacion significativa para estas

pruebas.

Por esta ambigiliedad, surge la hipdtesis de que tal vez, las dosis de PZQ y OX
administradas, no son suficientes para una comunidad de alta intensidad parasitaria, o que
la cepa circulante sea tolerante a una de las dos drogas, quedando en ambas circunstancias,
vermes residuales que ain siguen expulsando antigenos al medio circundante. Estos
antigenos, de origen intestinal en su mayoria, serian los responsables de la presencia de

anticuerpos reactivos que son observados en la RIAF.

Autores como Alarcon de Noya (1992), Valli (1999) y Planchart (2006) han
reportado la presencia de anticuerpos contra antigenos de origen intestinal de los vermes
adultos del Schistosoma mansoni, entre ellos productos de excrecion-secrecion como las
enzimas cistein proteinasas Sm31/32, por las técnicas de ELISA y Western blot en
pacientes con esquistosomiasis, a su vez Ruppel (1991), demostrd la presencia de estos
antigenos en suero de roedores, demostrandose que estas enzimas son de gran utilidad para

el diagnostico especifico de esta parasitosis.

Existen numerosos estudios realizados para la deteccion de antigenos, anticuerpos o
ambos, que a su vez permiten evaluar la eficacia del tratamiento esquistosomicida, entre los

cuales destacan:

Un ensayo realizado por Ruppel y col (1991) en Alemania, en el cual se infectaron
ratones con cercarias de S. mansoni o S. japonicum, que luego fueron tratados con dos dosis
de PZQ entre 1 y 2 meses después. Al inicio del ensayo los ratones tenian un elevado nivel
de anticuerpos contra las proteinas del verme adulto Sm31/32 (con actividad de catepsina B
y hemoglobinasa). Se realiz6 un monitoreo de los anticuerpos al cabo de 1 afo del
tratamiento, por Western Blot y por ELISA empleando antigenos purificados de Sm31/32.
Alrededor de 34 ratones infectados sobrevivieron al final de los experimentos, 14 tenian
entre 1 y 4 vermes residuales malformados, mientras que un raton albergaba 8. En la

mayoria de los ratones sin vermes detectables, los anticuerpos anti-Sm31/32 comenzaron a



descender unos pocos meses después de la quimioterapia. En otros animales con este grupo
de vermes residuales malformados, el descenso de anticuerpos no se observé o disminuyo
levemente; de esta manera ellos determinaron que la presencia de vermes, es suficiente para

mantener titulos elevados de anticuerpos.

En Venezuela, Alarcon de Noya y col (2002) desarrollaron un ensayo
inmunoenzimatico, ELISA modificado, en el cual el antigeno soluble del huevo fue tratado
con metaperiodato de sodio (SMP-ELISA) para eliminar los epitopes glicosilados
responsable de las reacciones cruzadas (o falsos positivos). Obtuvieron una especificidad de
97% 'y sensibilidad de 99%. Por otro lado, este mismo grupo, sintetizé los péptidos de las
enzimas: catepsina B (Sm31), cistein proteinasa lisosomal (Sm32) y catepsina D (Sm45),
enzimas de excrecion-secrecion altamente inmunogénicas. Ellos combinaron dos péptidos
provenientes del Sm31 y la evaluacion mostr6 una sensibilidad de 96% y cuando los
analizaron independientemente llegaron a un 100% de especificidad. El aumento de
anticuerpos contra péptidos provenientes del Sm31 y Sm32 estan siendo evaluados en

conejos, con diferentes ensayos basados en la captura de antigenos.

Noya y col (2003) en Venezuela, desarrollaron métodos de inmunodiagndstico
basados en la deteccion de anticuerpos y de antigenos circulantes utilizando la estrategia de
la sintesis quimica, para luego elaborar péptidos derivados de la catepsina B (Sm31) y la
asparginil endopeptidasa (Sm32). En sus resultados, tres de los péptidos de la Sm31 fueron
reconocidos por el 49% de los pacientes y de ellos el IMT-180, lo fue por el 86%,
exhibiendo ademas una alta especificidad (100%). Dos de los péptidos de la Sm31 y tres

de la Sm32 indujeron en conejos, el reconocimiento de las respectivas moléculas.

Cesari y col (2002) en Venezuela, aplicaron el Inmunoensayo de la Fosfatasa
Alcalina (IEFA) para detectar la presencia de anticuerpos anti-fosfatasa alcalina de la
membrana de los vermes adultos de S. mansoni. Ellos evaluaron la utilidad del IEFA para
el diagnostico epidemioldgico de la esquistosomiasis mansoni, comparandola con la PPCO,
ELISA (con antigeno de huevo) y Western Blot, permitiendo este ultimo evaluar la

respuesta inmune contra otros antigenos de membrana diferentes a la Fosfatasa Alcalina.



Trabajaron con una poblacion de 1514 sueros de personas de tres comunidades diferentes
del area endémica del interior de Venezuela y 322 sueros del area capitalina de Caracas.
Obtuvieron una sensibilidad de 91,1 — 96,8% con respecto a la PPCO y de 60,8 — 80,9%
con respecto a la ELISA. El IEFA fue 100% especifico con los sueros de sujetos residentes
en localidades no endémicas. Sus resultados mostraron que el IEFA es una técnica sensible
y especifica para detectar seropositividad en zonas endémicas, con baja o pasada
transmision, lo que permite su aplicacién como alternativa en la pesquisa epidemioldgica

de la esquistosomiasis mansoni en zonas hipoendémicas.

Asi mas tarde, este mismo grupo (Cesari y col 2005) mostraron que los antigenos
de membrana del verme adulto de S, mansoni obtenidos en un extracto de n-butanol (EB)
empleando la técnica de Western blot, presentaban algunas diferencias en el numero,
intensidad y frecuencia de reconocimiento de estos antigenos entre los sueros de pacientes
de las comunidades en estudio con respecto a los niveles de transmision de la
esquistosomiasis. La poblacion utilizada fueron pacientes infectados con S mansoni
provenientes de diferentes comunidades de los estados Carabobo (José Leonardo Chirinos y
Belén), Vargas (Caraballeda) y Aragua (San Sebastian de los Reyes). Demostrandose la
existencia de antigenos de masa molecular entre 28-24 kDa que aparecieron como
inmunodominantes y fueron reconocidos por sueros positivos para S. mansoni de todos los
lugares, con frecuencias de reconocimiento variables entre 57,5 y 97,5%. Los resultados
obtenidos mostraron una alta sensibilidad de 98,1% y una especificidad de 96,1% para el
Inmunoblotting con antigeno EB de membrana, siendo utilizada como prueba confirmatoria

para el inmunodiagndstico de esquistosomiasis en areas de baja transmision.

En este mismo sentido se encuentra el trabajo de Garcia y col (2006), el cual
consistid en evaluar la eficacia de diferentes esquemas de tratamiento esquistosomicida
mediante la negativizaciéon de la reaccion indirecta de anticuerpos fluorescentes (RIAF).
Ellos estudiaron 111 individuos infectados con S. mansoni provenientes de tres areas
endémicas del Edo. Carabobo y a quienes les administraron un esquema terapéutico
diferente. En el Caserio El 25, PZQ en dosis fraccionada (60mg/Kgp), los Naranjos, PZQ y
OX en dosis combinada (40mg/Kgp y 20mg/Kgp respectivamente) y PZQ mas placebo en



dosis unica (40mg/Kgp) y la comunidad de Seitifero, PZQ en dosis repetida (40mg/Kgp
trimestralmente), evaluandose por RIAF en pre y post-tratamiento. Ellos observaron la
negativizacion a los tres y doce meses post- tratamiento, cuando se utiliz6 el esquema de
dosis fraccionada. El mismo resultado lo obtuvieron a los doce meses post-tratamiento
cuando administraron PZQ a dosis repetida. Cuando compararon las tasas de negativizacion
alcanzadas con los diferentes esquemas de tratamiento, no observaron diferencias
significativas con excepcion de aquellas logradas con la administracion de una dosis de
PZQ en el esquema de dosis repetida, en la comunidad de Seitifero que fueron mayores a
las encontradas en Los Naranjos, con la administracion de PZQ, ya sea de dosis combinada
con Ox o en dosis Unica. Por todo esto, consideraron importante la investigacion de los
factores que determinen la respuesta de los individuos infectados al tratamiento
esquistosomicida para disefiar nuevos esquemas quimoterapéuticos mas adecuados y

eficaces.

En un andlisis realizado por Planchart y col (2007), en el que se prepararon
antigenos del regurgito del verme adulto de S mansoni in vitro, para lo cual incubaron los
vermes a diferentes temperaturas segin protocolos establecidos. Este regurgito fue
evaluado por Western blot con sueros de personas de la comunidad de Los Naranjos y con
ratones infectados con S. mansoni. Los resultados asi obtenidos mostraron un duplete
inmunogénico de 31 y 32 kDa especifico para S mansoni, probablemente relacionado con
las cistein proteinasas Sm31 y Sm32 del intestino, ya que en estos extractos antigénicos
fue detectada actividad enzimadtica tipo catepsina B (Sm31). Por todo esto ellos
consideraron de importancia seguir las evaluaciones de estos antigenos identificados para

desarrollar una alternativa diagndstica conveniente.

El género Schistosoma se distingue de otros de la clase Trematoda y sub-clase
Digenea, por presentar sexos separados, acentuado dimorfismo sexual y por que los machos
poseen menos de 10 masas testiculares situadas detrds de la ventosa ventral (Rey, 2001). El
macho mide 10-12 mm. de longitud, siendo su cuerpo ancho en las dos porciones: una

anterior, corta, en la cual se encuentran las dos ventosas, oral y ventral, la otra posterior,



larga, donde se observa el canal ginecoforo. El tubo digestivo es visible en algunos

ejemplares.

La hembra es un poco mas larga, 12-16 mm., mas fina, el ovario situado en la mitad
anterior del cuerpo, utero corto, vulva detras de la ventosa ventral y el tubo digestivo es
bien aparente. Para ambos sexos, en el fondo de la ventosa anterior se encuentra la boca,
unico orificio que comunica el tubo digestivo con el medio exterior, esto se debe a que los

trematodes carecen de ano.

Este parasito pertenece a la sub-clase Digenea, los cuales son heteroxenos, cumple
su ciclo vital en dos hospedadores, uno invertebrado molusco planorbidae del género
Biomphalaria y otro, vertebrado representado por el hombre o mamiferos roedores
(McLaren y col, 1976; Rey, 2001). En las vénulas del sistema porta los adultos en copula
permanente viajan hacia las terminaciones de las venas mesentéricas inferiores donde
oviponen. . Estos huevos necesitan unos 10 dias en los tejidos para terminar de madurar y
asi formar la larva, llamada miracidio. Ya formado éste, el huevo tiene un periodo de vida
no mayor de 12 dias dentro de los tejidos, después del cual perece si no alcanza la luz
intestinal y sale al medio ambiente con las heces. Al entrar en contacto con aguas dulces, en
dependencia de la temperatura (Optima 28°C) y de la accion de la luz, ocurre la eclosion,

liberdndose los miracidios (Rey, 2001).

El miracidio tiene un periodo de vida en el agua de 24 a 48 horas aproximadamente,
la mayoria de ellos mueren o pierden su viabilidad en 8-12 horas, si no encuentran antes su
hospedador intermediario; que en Venezuela es el caracol del género Biomphalaria, especie
Biomphalaria glabrata. Este penetra en el molusco adhiriéndose a sus partes blandas, luego
sufre una transformacion morfoldgica a esporoquiste madre o primario que va a dar lugar a
una segunda generacion de esporoquistes que posteriormente producen las cercarias (Rey,

2001).

Las cercarias abandonan el molusco y salen al medio exterior, permaneciendo en el

agua hasta encontrar un nuevo hospedador. De aqui que son capaces de penetrar en la piel



del hombre, proceso en el cual pierden su cola y es cuando reciben el nombre de
esquistosémulos. Estos migran hacia las vénulas cutaneas, corazéon derecho, pulmones,
capilares arteriolares, capilares venosos, corazén izquierdo y son distribuidos por la
circulacion arterial sistémica. Es en el higado donde terminan su crecimiento y en las

ramificaciones del sistema porta intrahepatico comienza la copula (Rey, 2001).

El parésito requiere de diferentes factores para su crecimiento y multiplicacion en el
hospedador (Barrios y col, 2001). Los dafios producidos por éste en el humano pueden
deberse: al paso de las cercarias por la piel del hombre, a los gusanos adultos dentro de los
vasos del sistema porta, en el intestino o dentro del higado y/o a los huevos a nivel de la
pared intestinal, del higado, del pulmén u otros 6rganos (Incani, 1996). Ambos, tanto el
huevo como el verme adulto liberan productos antigénicos en el hospedador capaces de

originar dafos en el mismo (Abath y col, 2006).

El verme adulto vivo o al morir puede obstruir los vasos intrahepaticos y ocasionar
reacciones inflamatorias; la respuesta del hospedador dependera de la intensidad de la
infeccidon o carga parasitaria, las reinfestaciones y el estado inmunoldgico del hospedador
ya que, tanto el hombre como los animales susceptibles pueden desarrollar una resistencia
parcial a la infeccion por S. mansoni que les permite destruir cercarias y esquistosomulos a

su paso por lo tejidos.

Existe un foco inflamatorio inducido por el huevo, que se caracteriza por la
presencia de un granuloma a su alrededor, donde puede haber células epitelioides,
macrofagos, linfocitos, células gigantes y fibroblastos. Las lesiones ocurren
fundamentalmente en el higado, y el individuo puede o no presentar sintomatologia

intestinal. Este granuloma va disminuyendo su tamafio a medida que aumenta la fibrosis.

En Venezuela, por ser zona de baja endemicidad, la mayoria de los pacientes se
encuentran en las etapas clinicas intestinal o hepato-intestinal (Incani, 1996). El periodo
intestinal se caracteriza por diarrea con o sin disenteria, dolor abdominal y en el

hipocondrio derecho, higado y bazo no palpables. Examen de heces positivo y también



pueden presentarse casos asintomaticos; en el periodo Hepato-intestinal se evidencia una
sintomatologia intestinal, el mayor porcentaje de casos con diarrea y epigastralgia. Higado

aumentado de volumen. Bazo no palpable. Examen de heces positivo.

Las diferentes formas del parésito en contacto con el hospedador vertebrado, es
decir, las cercarias, los esquistosomulos, los vermes adultos de ambos sexos,
huevo/miracidio, vierten al medio circundante productos de excrecion y secrecion (PES) de
diferente naturaleza y en cantidades variables, muchos de los cuales se originan
internamente y emergen por los orificios naturales (aberturas de conductos glandulares,
region oral, poros genitales, poros excretores) y también desde el tegumento en forma
soluble y de pequenas vesiculas derivadas de la doble membrana de superficie (Cesari,

1985).

Existe un vasto complejo de proteinas y glicoproteinas enzimaticas en los parasitos,
algunas responsables de su metabolismo y otras, de sus procesos de invasion y migracion a
través de los tejidos. Tales enzimas presentadas al hospedador como PES o cuando el
pardsito muere, inducen respuestas inmunitarias variadas, conociéndose a todos estos

componentes como antigenos.

Una de las enzimas intestinales de los vermes adultos de S. mansoni, que digiere la
hemoglobina liberada de los gldbulos rojos ingeridos de su hospedero son hemoglobinazas,
una de ellas es la sulthidril (S) proteinasa acida no azucarada de PM 32 kD, con actividad
de asparginil endopeptidasa; y otra enzima proteolitica de 31 kD tipo catepsina B, la cual es
homologa a la del higado humano. En andlisis por Western blot se revela que los sueros de
los pacientes infectados con S mansoni, reaccionan con el polipéptido de 32 y 31 kD
respectivamente, lo que enfatiza su valor diagnostico (Chappell y col, 1988; Klinkert y col,

1989; Cesari, 1990; Dalton y col, 1995).

A través de la técnica ELISA empleando péptidos sintéticos se detectaron
anticuerpos contra ambas enzimas en pacientes infectados donde ya no habia excrecion de

huevos (El-Sayed y col, 1998). También se ha determinado la respuesta de anticuerpos



contra estos antigenos por Western blot encontrandose los isotipos IgM, IgA e IgG en un
100% en aquellos pacientes con esquistosomiasis aguda, mientras que en los estados

cronicos solo se observo un 10% de IgM e IgA (Valli y col, 1999).

Para el diagnéstico de esta infeccion, los métodos parasitologicos son la primera
opcidn, estos consisten en la demostracion de los huevos en las heces (Doenhoff y col
2004) u otros tejidos del paciente infectado; también estdn los métodos inmunologicos
basados en la deteccion de anticuerpos contra los componentes del pardsito o antigenos

circulantes del parasito en el paciente.

Entre las técnicas parasitologicas se encuentran:
(1.-)Kato-Katz: prueba que permite cuantificar el nimero de huevos por gramos de heces
(Katz y col, 1972) Este método ofrece baja sensibilidad cuando la excrecién de huevos es
inferior a 100 huevos por gramos de heces. (Noya y col, 2002).
(2.-)Biopsia rectal: consiste en tomar una biopsia a nivel de la valvula de Houston, a unos
10 cm del ano, permitiendo visualizar los huevos en la mucosa rectal, ademas de evaluar su
estado evolutivo y viabilidad; este método diagnostica casos negativos por coprologia (Rey,

2001).

Los métodos inmunolégicos surgieron por la necesidad de estimar la prevalencia
real sobre todo en casos que no son diagnosticados por las pruebas parasitologicas y en
aquellas infecciones asintomaticas y/o cronicas. Se han empleado muchas pruebas, entre
ellas:

(1.-)Inmunoensayo enzimatico (ELISA): método de deteccion de anticuerpos del
paciente, donde se hacen reaccionar con antigenos del parésito, este complejo se
evidencia con anticuerpo secundario marcado con una enzima. La reaccion se revela al
agregar un substrato cromogénico adecuado para la enzima, la positividad se evalua por
visualizacion o por espectrofotometria de la intensidad del color. Su sensibilidad es alta,

aunque su especificidad es limitada.



(2.-)Reaccion Indirecta de Anticuerpos Fluorescentes (RIAF): método diagnéstico de
deteccion de anticuerpos, que puede utilizar diferentes formas evolutivas del parasito
como cercarias, huevos, esquistosdémulos o vermes adultos, estos se incuban con el
suero del paciente, dando como resultado una reaccidén antigeno-anticuerpo, que es
evidenciado por fluorescencia de estructuras antigénicas, al agregar una anti-

inmunoglobulina humana, marcada con una sustancia fluorescente.

(3.-)Inmunoensayo enzimatico de la fosfatasa alcalina (IEFA): se basa en la captura de
anticuerpos que detectan la enzima fosfatasa alcalina de la superficie tegumental del
verme adulto. Para ello los anticuerpos IgG en el suero del paciente son capturados
mediante el uso de proteina A de Staphilococus aureus en una placa de ELISA.
Posteriormente se incuba esto con un extracto butanodlico del verme adulto rico en
fosfatasa alcalina; luego se anade el sustrato de la enzima (p-nitrofenolfosfato) y para
detener la reaccion se agrega hidroxido de sodio o agua destilada fria, la actividad de

¢ésta, se determina por espectrofotometria (Pujol y col, 1989).

(4.-)Prueba de Precipitacion Circunmoval (PPCO): consiste en determinar anticuerpos
séricos del paciente contra los huevos o sus secreciones, se evidencia por la formacion
de precipitados alrededor de los huevos viables de S, mansoni a partir de dos dias de
incubacion a 37°C. Esta prueba es especifica, no observandose reaccion cruzada con
huevos de otras especies de esquistosoma. La prueba se mantiene positiva durante el
curso de la enfermedad, negativizdndose después de 8 meses a 1 afo del tratamiento

(Alarcén de Noya, 1990).

(5.-)Captura de Antigenos Circulantes: consiste en la deteccion por ELISA de los
antigenos circulantes como PES capturados por anticuerpos monoclonales o
policlonales previamente producidos contra algun antigeno de interés, de esta forma se
logra detectar las infecciones activas lo que permite a su vez evaluar la eficacia de la

quimioterapia (Carlier y col, 1975).



(6.-)Western blot: técnica empleada para identificar proteinas antigénicas por su
interaccion con los anticuerpos especificos circulantes en el suero de los pacientes a
evaluarse. Para esto, inicialmente se requiere de la electrotransferencia de las proteinas
contenidas en un extracto antigénico, previamente separadas en un gel de poliacrilamida
y transferidas a un pedazo de papel de nitrocelulosa. Posteriormente, sobre dicho papel
se lleva a cabo la reaccion antigeno-anticuerpo descrita para ELISA, con la diferencia
que se utiliza un sustrato quimoluminiscente, revelando contra una placa fotografica

(Karp, 1998).

Existen otras pruebas anteriormente empleadas en el inmunodiagnostico pero

debido a su complejidad, falta de sensibilidad y especificidad han dejado de usarse.

Tratamiento

El control de la esquistosomiasis es mayormente dependiente del uso del
Praziquantel (Fenwick y col, 2003). Sin embargo, tanto el Praziquantel como la
Oxamniquina son los medicamentos de eleccion disponibles actualmente en la terapéutica

esquistosomicida.

Praziquantel (PZQ)

En el afio 1972 se descubrio su actividad antihelmintica, es un derivado de la
pirazoquinolona y su efecto sobre el verme adulto del S. mansoni radica en el incremento
de su actividad muscular al aumentar la permeabilidad de la membrana al calcio, esto
origina la contraccidn y paralisis espastica, por lo que el pardsito pierde su capacidad para
adherirse a las paredes de los vasos sanguineos. Estos resultados se obtienen tras la
exposicion a bajas concentraciones efectivas, mientras que a una concentracion mayor se
produce un dafio tegumental en forma de vacuolizacion y vesiculizacion, que expone mayor
variedad de antigenos y se facilita la accion de los mecanismos de defensa del hospedador y

como consecuencia ocurre la muerte del verme adulto (Tracy, Webster, 1996).



Oxamniquina (OX)

Derivado de la 2-aminometiltetrahidroquinolina, que ejerce su accion sobre los
vermes machos inmaduros y adultos del S mansoni. Esta droga posee actividad
anticolinérgica, de tal forma que su accion primaria esta relacionada con la activacion
enzimatica ATP-dependiente de la droga, en esquistosomas susceptibles, produciendo

intermediarios que alquilan moléculas esenciales como el ADN (Garcia y col, 2006).

El grupo de trabajo del Laboratorio de Investigacion en Bilharzia, del Departamento de
Parasitologia de la Universidad de Carabobo, determina necesario evaluar en las
comunidades de Los Naranjos, Caserio El 25 y Seitifero, el comportamiento de la respuesta
de anticuerpos circulantes que reconocen las bandas Sm31/32, antes y después del
tratamiento, mediante Western blot, para tener una aproximacion mas clara de la eficiencia
curativa de los esquemas de tratamiento utilizados para las diferentes condiciones
epidemioldgicas en estudio; ya que como el método de Western blot puede ser mas sensible
que el RIAF y ofrecer en detalle la diversidad de respuesta de anticuerpos contra los
diferentes componentes antigénicos, pudiera definir si se logrd o no la cura seroldgica en

los pacientes de las comunidades del Caserio El 25, Seitifero y Los Naranjos.

Considerando que en Venezuela la esquistosomiasis es una parasitosis de baja
morbilidad, las pruebas coprologicas no son las mas sensibles para realizar un diagnostico.
En estas zonas de baja endemicidad se omiten casos que podrian actuar como fuentes de
infeccion y a pesar de las medidas de control que se han tomado a nivel nacional para
erradicar la enfermedad, se sigue presentando la transmision de la infeccion (Cesari y col,

2002).

En vista del limitado uso de los métodos coproldgicos, se hace necesaria la aplicacion
de una estrategia de diagnostico eficiente, que a su vez permita valorar la respuesta
inmunologica a la quimioterapia esquistosomicida. Esto se podria lograr mediante pruebas

seroldgicas que poseen mayor especificidad y sensibilidad.



Por todo lo antes planteado y basado en estudios anteriores es necesario evaluar la
respuesta de anticuerpos contra antigenos especificos del S mansoni por el método de
Western blot, el cual es una técnica serologica que se considera especifica al momento de
diagnosticar la enfermedad en zonas hipoendémicas. De esta forma se podrian apoyar las
recomendaciones acerca del cambio del esquema quimioterapéutico, por uno mas eficaz,
donde se observe tanto la cura parasitolégica como la serologica, lo cual indica que los
pacientes no siguen eliminando huevos por las heces y que hubo disminucion de

anticuerpos en el suero de los pacientes.

Surge la siguiente interrogante ;El tratamiento administrado contra la esquistosomiasis
es eficiente para lograr la disminucion y/o eliminacidon de la respuesta de anticuerpos
circulantes que reconocen los antigenos Sm31/32 de S, mansoni, en los pacientes infectados

de las comunidades de Los Naranjos, Caserio El 25 y Seitifero, evaluado por Western blot?



Objetivo General

Evaluar la respuesta de anticuerpos contra los antigenos Sm31/32 de S. mansoni,
evidenciado por la técnica de Western blot en las comunidades de Los Naranjos, Caserio El

25 y Seitifero antes y después de administrar el tratamiento especifico.

Objetivos Especificos

e Obtener un preparado antigénico de vermes adultos de S mansoni cepa BH, el
cual esté enriquecido con las proteinas enzimaticas Sm31/32 de origen
intestinal.

e Determinar la presencia de anticuerpos contra antigenos Sm31/32 en los sueros
de pacientes provenientes de las comunidades de Los Naranjos, Caserio El 25 y
Seitifero por Western blot antes de la administracion de tratamiento.

e Determinar la modificacion de la respuesta de anticuerpos contra los antigenos
Sm31/32 en los sueros de las comunidades mencionadas, posterior al
tratamiento con diferentes esquemas quimioterapéuticos.

e Comparar la respuesta de anticuerpos contra los antigenos Sm31/32 de S

mansoni antes y después del tratamiento especifico.



METODOLOGIA

Disefio y Tipo de Investigacion

Este trabajo presenta un diseio No Experimental, es decir, que se realiz6 sin
manipulacion deliberada de variables (Hernandez y col 2003), debido a que se determiné
la respuesta de anticuerpos contra antigenos de excrecion secrecion (Sm31/Sm32) en
pacientes con Schistosomiasis mansoénica de las comunidades Los Naranjos, Caserio el 25 y
Seitifero; de tipo Longitudinal ya que dicha respuesta fue analizada antes y después del

tratamiento especifico y Descriptiva porque permitio evaluar la eficacia del tratamiento.

Poblacion

La poblacion a estudiar estuvo constituida por individuos infectados con S. mansoni
provenientes de tres comunidades localizadas al sur de Valencia en el estado Carabobo,
caracterizadas por ser zonas de transmision activa para la enfermedad, utilizando como

pruebas diagndsticas Kato-Katz y PPCO.

Muestra

La muestra se conformé por aquellos individuos pertenecientes a las comunidades

Los Naranjos, Caserio El 25 y Seitifero, que resultaron positivos para las pruebas

diagnosticas Kato-Katz 'y PPCO.



Procedimiento metodologico

Caracteristicas de las comunidades:
(1.-)Caserio El veinticinco: zona de baja transmision activa, ubicada en el Municipio
Carlos Arvelo, con una poblacion de 651 habitantes (segun censo realizado por el
Departamento de Parasitologia de la Universidad de Carabobo en el afio 1999) con una
prevalencia de 0,45% por Kato-Katz y 11,2% por PPCO (Incani et al,1999). De los
individuos infectados, s6lo 21 recibieron tratamiento con 60mg/Kg de PZQ fraccionado
en dos dosis con intervalos de 6 horas, denominado como dosis fraccionada (Garcia y

col, 2006).

(2.-)Los Naranjos: area del Valle de los Naranjos considerada de alta transmision
activa, localizada en el Municipio Valencia, consta de 2104 habitantes
aproximadamente (segin la Direccidon de Saneamiento Ambiental y Contraloria
Sanitaria, INSALUD), poblacion cuya prevalencia por Kato-Katz es de 46,1% y 59,8%
por PPCO (Séanchez y col, 1997). Se les administré tratamiento a 29 individuos, de los
cuales 15 recibieron 40mg/Kg de PZQ seguido 5 dias después de OX a dosis de
20mg/Kg y 14 individuos recibieron 40mg/kg de PZQ mas placebo, dichos tratamientos

se definieron como dosis combinada y dosis tnica (Garcia y col, 2006).

(3.-)Seitifero: territorio de baja transmision interrumpida, situado en el Valle de
Manuare en el Municipio Carlos Arvelo, constituida de 213 habitantes (segin censo
realizado por Departamento de Parasitologia de la Universidad de Carabobo, 1996) con
una prevalencia de 6,8% por la prueba Kato-Katz y 33,1% por PPCO. (Garcia y col,
1997). Se eligieron treinta y tres individuos de los cuales s6lo 10 recibieron una dosis
de 40mg/Kg de PZQ (PZQ40x1), 10 recibieron 2 dosis de (PZQ40x2) y se les
suministrd 3 dosis de (PZQ40x3) a los 13 individuos restantes con un intervalo de tres

meses, esta terapia se designd como dosis repetida (Garcia y col, 20006).

Cabe destacar que a los pacientes que resultaron positivos por PPCO y Kato-Katz

se les tom6 muestra sanguinea antes y después de la aplicacion de su respectivo tratamiento



a los 3 y 12 meses. Estos sueros fueron facilitados por el Departamento de Parasitologia de

la Universidad de Carabobo.

Obtencion de vermes adultos

Se trabajo con la cepa BH de S mansoni que se encuentra en caracoles de la
especie Biomphalaria glabrata en el Laboratorio de Investigacion en Bilharzia de la
Universidad de Carabobo, manteniéndose el ciclo en el Departamento de Parasitologia,
utilizando el molusco como hospedador intermediario y los hdmsteres dorados como

hospedadores definitivos.

Una vez pasadas las siete semanas de infeccion, los hamsteres fueron sacrificados,
esto se llevo a cabo inyectandoles intraperitonealmente 1ml de solucién salina citratada
(SSC) la cual actué como anticoagulante, transcurridos los 15 minutos, se les inyectd una
sobre dosis de pentotal (0.5ml a cada hamster), también intraperitonealmente.
Posteriormente se les hizo una incision en la pared abdominal y térax con el fin de ubicar
la vena porta hepdtica, luego se cortd y se perfundieron los hamsteres a través del
ventriculo izquierdo del corazén con SSC, de este modo se obtuvieron los vermes adultos,

con los cuales se obtuvo el antigeno.

Preparacion del Antigeno de excrecion-secrecion de vermes adultos (ESVA)

Inicialmente a partir de 57 hamsteres se obtuvo un total de 4.140 vermes adultos,
estos fueron lavados con solucion salina isotonica (SSI) para eliminar restos de sangre.
Luego se sustituy6 la SSI por PBS y se incubaron los vermes a 37°C por 45 minutos, asi el
preparado obtenido es un material rico en sustancias antigénicas del intestino y tegumento
del parasito, se consiguié un volumen de 109.5ml de antigeno de ESVA, suspendidos en

PBS. Este producto fue dializado, concentrado hasta 3 mL y centrifugado.

El ESVA obtenido fue procesado en electroforesis seglin las recomendaciones de
Laemmli (1970), con 12% de poliacrilamida para el gel de separacion y 4% para el gel de

apilamiento, a 200 voltios por 45minutos. Una vez finalizada la corrida se procedio a



colorear el gel con 0,1% de azul brillante de Coomasie R250 en 40% de metanol y 10% de
acido acético durante una hora en agitacion constante y a temperatura ambiente. Luego se
procedi6 a decolorar por varios cambios de solucion decolorante (40% metanol y 10%

acido acético) por 3 horas.

El gel fue colocado en la cdmara de transferencia por 2 horas a 125mA, en solucion
tampon de 25Mm Tris, 192 mM glicina, pH 8, con metanol al 20% (Towbin y col, 1979).
El papel de nitrocelulosa sensibilizado fue bloqueado con tampén 0,01 M fosfato salino
con Tween 20 (0.05%) y leche descremada al 5% (PBS-T-LD) por 90 minutos en agitacion
constante a temperatura ambiente; luego se lavo con PBS-T y se cort6 en tiras de 2mm de

ancho en sentido longitudinal a la corrida.

Las tiras obtenidas fueron identificadas e incubadas durante 90 minutos en
agitacion con los sueros en estudio. Posteriormente se realizaron tres lavados de 10 minutos
con 0,01 M fosfato salino con Tween 20 (0.05%) (PBS-T) para luego incubar con un
segundo anticuerpo ( anti [gG humana conjugada a peroxidasa-Pierce), diluido 1: 7000 en
PBS-T-LD, por 90 minutos, en agitacion constante y a temperatura ambiente. Después de 3
lavados con PBS-T de 15 minutos, las tiras fueron incubadas con Luminol por un lapso de

5 minutos y fueron expuestas en una pelicula fotografica por un tiempo de dos segundos.

Analisis de Datos.

Los datos obtenidos del presente estudio expuestos en graficas de frecuencias y

analizados por Chi cuadrado como prueba de independencia (Siegel y col, 1995)



RESULTADOS

El antigeno de ESVA obtenido se le determin6 su concentracion de proteinas a
través de la técnica de Bradford, la cual fue de 0,51mg/ml. Luego se tomaron alicuotas de
este antigeno para disociarlo con 2-mercaptoetanol, realizandose alrededor de ocho
electroforesis, en las cuales el antigeno mostré un numero aproximado de 12 bandas; ocho
electrotransferencias y quince Western blot, necesarios para procesar el numero de

pacientes de cada comunidad en estudio (303 muestras totales).
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Figura 1: Western blot de sueros de pacientes de la comunidad Caserio El 25 infectados con
S mansoni, contra antigenos del reglirgito de vermes adultos, 1: control positivo; 2-3:
controles negativos; 4-9 pacientes pre-tratamiento; 10-15: pacientes post-3 meses; 16-21

pacientes post-12 meses.

En la presente foto se observa la elevada respuesta de anticuerpos contra los
antigenos de ESVA de S mansoni pre-tratamiento, 3 meses y 12 meses después;
destacandose un mayor reconocimiento para aquellos antigenos que se encuentran entre 28-

39,2 KDa cuya intensidad se mantiene en la mayoria de los pacientes. Sin embargo existen



otras bandas de menor intensidad que se mantienen al transcurrir el tiempo, como lo son
aquellas bandas de 18-25 KDa. La respuesta de anticuerpos contra el resto de los antigenos
es variable para cada paciente, debido a que no todos responden de la misma manera, esta

disminuye su intensidad al transcurso del tiempo.
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Fuente: Datos obtenidos del presente estudio.

Grafico 1. Distribucion de frecuencia del reconocimiento de los antigenos de excrecion-
secrecion de vermes adultos (ESVA) de S mansoni por Western blot de sueros de personas
(37 en cada condicion) con esquistosomiasis provenientes de la Comunidad Caserio El 25,

Estado Carabobo Octubre 2007.

En el grafico se muestra la respuesta de anticuerpos de los pacientes con
esquistosomiasis de la comunidad Caserio El 25, indicando el porcentaje del total de los
mismos antes, y después de 3 y 12 meses de tratamiento que reconocieron antigenos de
ESVA (Figura 1). En esta comunidad se destaca una mayor tasa de reconocimiento en las
bandas de 163-119 KDa de PM, en las cuales se observa un incremento significativo de su
respuesta al transcurrir el tiempo (p = 0,05), con una prevalencia de un 38%, 60% y 87%
respectivamente. Existen rangos de 121-108 KDa, 104-99 KDa, 94-86 KDa y 79-72 KDa,
las cuales se presentan con una baja prevalencia pero se mantienen después del afio de

tratamiento; este caso se repite en las bandas de 52-47 KDa, 45-39 KDa, 26-16 KDa y 15-9



KDa. Las bandas que van de 67-55 KDa no se presentan en todos los pacientes, sin
embargo, aumenta su reconocimiento en otras personas a los 12 meses después del
tratamiento (p = 0,02). También se observa un duplete de 37-27 KDa de peso molecular
con una prevalencia de 81% antes del tratamiento, 87% 3 meses después del tratamiento y
70% al afo; en este rango se encuentra los antigenos Sm31/32 de gran importancia en el

presente estudio, las cuales no presentaron variacion significativa (p = 0,82).
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Figura 2: Western blot de sueros de pacientes de la comunidad de Los Naranjos infectados
con S mMansoni, contra antigenos del reglirgito de vermes adultos, 1: control positivo; 2-3:
controles negativos; 4-9 pacientes pre-tratamiento; 10-15: pacientes post-3 meses; 16-21

pacientes post-12 meses.

En esta comunidad se observa una elevada intensidad de reconocimiento de los
diferentes antigenos de ESVA, con aparicion de nuevas bandas en algunos pacientes
después del tratamiento; cabe destacar que existe una mayor intensidad de respuesta para

los antigenos de 28 a 39 KDa que se mantiene una vez aplicada la quimioterapia (p = 0,82)
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Fuente: Datos obtenidos del presente estudio

Grafico 2. Distribucion de frecuencia del reconocimiento de los antigenos de excrecion-
secrecion de vermes adultos (ESVA) de S. mansoni por Western blot de sueros de personas
(36 en cada condicion) con esquistosomiasis provenientes de la Comunidad Los Naranjos,

Estado Carabobo Octubre 2007.

En este grafico se ilustran las barras correspondientes al porcentaje del total de
pacientes antes del tratamiento, 3 meses después y posterior a un afio, que responden a los
diferentes antigenos del ESVA del parasito, evidenciado por Western blot en la comunidad
de Los Naranjos (Figura 2). Se observan diferencias estadisticamente significativas (p =
0,01) en las tres condiciones de estudio. Se consideran de mayor importancia las bandas
que abarcan un PM de 163-119 KDa (A), el duplete de 37-27 KDa (B)y las bandas
ubicadas en el rango de 15-10 KDa (C) debido a su elevada respuesta, con una prevalencia
antes del tratamiento de 86%, 100% y 81% respectivamente; a los 3 meses se observa un
100% de prevalencia para A, 92% para B y un 86% para C; por ultimo, al cabo de un afio

A posee un 69%, B un 86% y C un 69% de prevalencia.



Las barras que esquematizan las bandas que van de 121-108 KDa, 104-99 KDa, 79-
72 KDa, 52-47 KDa y 26-16 KDa de PM, no reflejan una diferencia relevante pero se
mantiene el reconocimiento de las mismas antes y después del afio de tratamiento.

Existe un rango que va desde 94-86 KDa y 67-55 KDa, en las cuales su
reconocimiento disminuye a los 12 meses post-tratamiento, caso contrario se observa en

las bandas de 43-39 en donde aumenta su prevalencia a 86 % a los 12 meses.
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Figura 3: Western blot de sueros de pacientes de la comunidad Seitifero infectados con S
mansoni, contra antigenos del regurgito de vermes adultos, 1: control positivo; 2-3:
controles negativos; 4-9 pacientes pre-tratamiento; 10-15: pacientes post-3 meses; 16-21

pacientes post-12 meses.

En esta comunidad la respuesta a los antigenos de ESVA no tuvo mucha variacion
antes y después de la terapia esquistosomicida ya que la mayoria de las bandas se
mantuvieron pero con diferente intensidad. Sin embargo, en comparacion con las demas

comunidades esta respuesta fue menos acentuada.
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Fuente: Datos obtenidos del presente estudio

Grafico 3. Distribucion de frecuencia del reconocimiento de los antigenos de excrecion-
secrecion de vermes adultos (ESVA) de S mansoni por Western blot de sueros de personas
(28 en cada condicion) con esquistosomiasis provenientes de la Comunidad Seitifero,

Estado Carabobo Octubre 2007.

En este grafico se observa la respuesta en porcentaje del total de los pacientes ante
los diferentes antigenos de ESVA (antes del tratamiento, 3 y 12 meses post-tratamiento) de
la Comunidad de Seitifero (Figura 3). Los PM de 163-119 KDa de PM representan el 68%
de prevalencia antes del tratamiento, 79% a los 3 meses y 46% al afio. Se observa que
anticuerpos contra antigenos de 52-47 KDa de PM acentuaron su respuesta a los 12 meses
post-tratamiento (en un 32% por encima de los 3 meses), mientras que la respuesta dirigida
contra los antigenos de 67-55 KDa que inicialmente presentaban una prevalencia de 64%,
disminuyeron de manera significativa a los 3 meses a un 29%, para luego aumentar a un

68% en un ano.

Similar a las comunidades anteriores, se sigue manteniendo la respuesta ante el

duplete que abarca 37-27 KDa de PM con una prevalencia de 79% antes del tratamiento,



61% a los 3 meses y un 82% al cabo de 12 meses post-tratamiento. No hay un cambio
relevante en el reconocimiento de los antigenos de 121-128 KDa, 104-99 KDa, 94-86 KDa,
79-72 KDa, 45-39 KDa y 26-16 KDa, ya que se mantienen con la misma prevalencia antes

y después del tratamiento.



DISCUSION

En el pais actualmente la esquistosomiasis tiene bajos niveles de infeccion y por
tanto de morbilidad, como consecuencia se subestima el verdadero numero de personas
infectadas con esta parasitosis. Como se ha mencionado anteriormente las pruebas
coprologicas no son lo suficientemente sensibles para decir que una masa de personas se ha
curado completamente después de administrarles el tratamiento especifico; por ello se hace
necesario realizar pruebas mas sensibles, como son las seroldgicas, entre ellas PPCO,

RIAF, IEFA, ELISA y Western blot.

Un estudio en el afio 2006 realizado por Garcia y col, basado en la deteccion de
anticuerpos fluorescentes contra antigenos del tegumento del parasito, aplicado en las
comunidades Caserio El 25, zona de baja transmision, con una prevalencia coprologica de
24.9% (Lara et al, 1987), Los Naranjos, zona de alta transmisidén con prevalencia serologica
por PPCO de 59.8% (Rodriguez et al, 1998) y Seitifero zona de transmision interrumpida,
33.1% de prevalencia por PPCO (Incani et al, 1998); mostré que aun después de la
aplicacion de los diferentes esquemas de tratamiento, existen tasas de negativizacion
variables de acuerdo a la carga parasitaria en las pruebas RIAF y PPCO. Sin embargo, en el
presente estudio se demuestra que en aquellos pacientes negativos para RIAF se sigue
observando una respuesta contra antigenos de ESVA, confirmando con esto que la técnica
del Western blot es mucho mas sensible que la RIAF, porque al presentar esta respuesta
indica que todavia existen vermes que estan expulsando antigenos de excrecion-secrecion

al medio circundandante.

En los gréaficos 1, 2 y 3 el comportamiento de los pacientes fue similar en las tres
comunidades, manteniéndose la respuesta ante muchos antigenos de ESVA, esta respuesta

fue mas significativa para las bandas de 163-119 KDa de PM con un 70.3% de prevalencia.

Otras de las bandas de mayor representacion, debido a que se mantuvo su respuesta
antes y después del tratamiento, son las que abarcan 37-27 KDa de PM con una prevalencia

de 82.6%, en este rango se encuentran incluidos los antigenos Sm31/32 de importancia en



este estudio, que son altamente inmunogénicas y especificas de S mansoni demostrado por

investigaciones anteriores (Noya y col, 2003; Valli y col, 1999).

A su vez persisten un gran nimero de bandas que van de 104-99 KDa (p = 0,36),
79-72 KDa (p= 0,85), 26-16 KDa (p = 0,88) y 15-9 KDa (p = 0,90) de PM; las cuales tienen
diferentes respuestas, es decir, la prevalencia de ellas aumenta o disminuye entre una y otra
comunidad, sin mostrar algin cambio estadisticamente significativo; sin embargo, dicha

respuesta contra esos antigenos se sigue manteniendo antes y después del tratamiento.

Existe una respuesta contra los antigenos de 121-108 KDa (p = 0,02) de PM, la cual
no se presenta en todos los pacientes pero la misma se mantiene al cabo de un ano. Cabe
destacar que estos antigenos no se consideran de gran relevancia debido a que suelen ser
componentes somaticos de los vermes los cuales pueden tener reactividad cruzada con otras
parasitosis, por lo tanto, poseen poca especificidad por su elevado PM y también por su

baja tasa de respuesta.

Al realizar una comparacion entre las comunidades en estudio, se observa que
existen diferencias en cuanto al reconocimiento de los antigenos de ESVA debido a que
presentan diversas cargas parasitarias y los esquemas de tratamiento fueron distintos para
ellas.

Sin embargo, no hay diferencias estadisticamente significativas entre las
comunidades en relacion a las bandas de 37-27 KDa (p = 0,82) ya que la misma se
mantiene en la mayoria de los pacientes antes y después de haber aplicado el tratamiento.
Cabe destacar que en este rango se encuentran las bandas Sm31/32, enzimas que participan
de la digestion de la hemoglobina y que salen al medio circundante en los productos del
regurgito “como excrecion” ya que el verme al tener un tubo digestivo cerrado se ve
obligado a regurgitar cada 4h y de esta forma expulsa a la circulacién estas enzimas
manteniéndose entonces el nivel de anticuerpos lo que hace pensar que aun se encuentran

vermes vivos, independientemente del tratamiento empleado.



Al comparar las bandas que fueron reconocidas por los pacientes en las diferentes
comunidades se evidencia una diferencia estadisticamente significativa en las bandas que
van de 163-119 KDa (p = 0,05), 121-108 KDa (p = 0,02), 94-86 KDa (p = 0,01), 67-55
KDa (p = 0,02), 52-47 KDa (p = 0,02) y 39-43 KDa (p = 0,02) esto puede deberse a que
una vez aplicado el tratamiento surgen dos posibles hipotesis, una en la cual el
medicamento aplicado indujo la muerte del parasito y por ello no hay antigenos en
circulacion que estimulen una respuesta inmunoldgica razén por la cual el nivel de
anticuerpos circulantes disminuiria o desapareceria; y otra en la que aumentan estos
antigenos debido a que el medicamento solo lesioné al parasito provocando una mayor
exposicion de los antigenos manteniéndose en este caso la estimulacion de la produccion

de anticuerpos contra ellos.



CONCLUSIONES

El procedimiento de Western blot se presenta con mayor sensibilidad que la

RIAF y la PPCO para el diagnoéstico de la Esquistosomiasis.

Existen bandas que son reconocidas con mayor prevalencia e intensidad en la
mayoria de los pacientes, entre ellas estan las que abarcan un peso molecular de
163-119 KDa y 39-28 KDa, es aqui donde se encuentran las Sm31/32. Por el
contrario, se pueden observar otras de menor prevalencia en las tres

comunidades, como son las de 104-99 KDay 121-108 KDa.

La banda Sm31/32 fue reconocida por la mayoria de los pacientes antes y
después del tratamiento, indicando con esto que al menos un afio no es
suficiente para decir que se obtuvo la cura seroldgica, ya que se ha demostrado

que estas bandas son especificas para esta parasitosis.

A pesar de que a las comunidades en estudio tienen diferentes niveles de
infeccion y esquemas terapéuticos adecuados al mismo, no se observaron
diferencias en el reconocimiento del nimero de bandas, es decir, se mantuvo la

respuesta hacia las mismas bandas pero con diferentes indices de prevalencia.

De las comunidades en estudio, Los Naranjos fue la que tuvo una mayor tasa de
respuesta, es decir, fue aqui donde se observd con mayor intensidad el
reconocimiento de bandas, esto puede deberse a que la misma es considerada

una zona de alta transmision activa.
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