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RESUMEN

La ascariasis es una enfermedad causada por el nematodo A.
lumbricoides afectando a 1 billén de personas en todo el mundo. En
este trabajo se analiza la respuesta de anticuerpos IgA especificos
frente a extractos de huevos de A. lumbricoides en el suero de nifios
de comunidades rurales del estado Miranda. Se evaluaron 100
nifnos entre 3 y 14 afos de edad y se tomaron muestras de suero
y el diagndstico coproparasitolégico. Segun lo reportado fueron
clasificados en: infectados solo por A. lumbricoides (Asc+), no
infectados (NSOP), infectados con A. lumbricoides y otros parasitos
(Asc+/OP+) e individuos no infectados por A. lumbricoides pero con
otros parasitos intestinales (Asc-/OP+). El extracto fue probado por
ELISA, Western Blot e inmunocitoquimica. El perfil electroforético
del extracto mostrdé 7 bandas proteicas de 102, 92, 85, 65, 50, 45
y 30kDa. Por la ELISA, el 26% de los pacientes infectados por A.
lumbricoides fueron seropositivos, mientras que el 56% en el grupo
NSOP fueron seronegativos. El ensayo de inhibicién con extracto de
A. lumbricoides permitié identificar 3 bandas proteicas especificas
reconocidas por la inmunoglobulina IgA de 92, 85 y 65 kDa diferentes
a las reconocidas por el extracto de verme adulto. El nivel de
anticuerpos fue significativamente mayor en los infectados que en los
no infectados. La superficie de los huevos fue reconocida por la IgA
en el suero de los individuos infectados. Estos resultados, indican que
el huevo de Ascaris induce anticuerpos especificos contra proteinas
que podrian ser utilizados como antigenos en pruebas serolégicas
que complementan el diagnostico de Ascariasis.
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ABSTRACT

Ascariasis is a disease caused by the nematode A. lumbricoides
affecting 1 billion people worldwide. In this study the specific
response for IgA antibodies against extracts of A. lumbricoides
eggs in the serum of children in rural areas of Miranda state. One
hundred children were evaluated at ages 3 and 14 and were taken
serum samples and diagnosis of stools. According to the reported,
were classified into four groups: infected by A. lumbricoides (Asc
+), uninfected (NSOP), infected A. lumbricoides and other parasite
(Asc +/OP +); and individuals with other parasitic infections without
A. lumbricoides (ASC/ OP+). The extract was tested by ELISA,
Western blotting and immunocytochemestry. The electrophoretic
profile showed 7 bands of 102, 92, 85, 65, 50, 45 and 30kDa. By
ELISA, the 26% of patients in group A. lumbricoides were positive,
while the 56% in the NSOP group were seronegative. Immune
assay by inhibition with A. lumbricoides extract allowed identify
three bands for the IgA antibodies of 92, 85 and 65 kDa different
to the bands recognized by adult extracts of A. lumbricoiedes. The
levels of antibodies were significantly higher in infected than non-
infected children. In addition, the protein component on the surface
of eggs was recognized by sera of infected individuals. These results
indicate that eggs of Ascaris induce specific antibodies against
proteins that could be used as antigens in serological diagnosis for
complementing the diagnosis for Ascariasis.

Key words: A. lumbricoides, antigen, antibodies, immunoglobulin
A (IgA), ELISA.

INTRODUCCION

La ascaridiasis es una infeccién causada por un helminto,
Ascaris lumbricoides el cual es el mas grande de los
nematodos que puede parasitar el intestino humano (1).
Se estima que en el mundo hay mas de 2 billones de
individuos infectados con parasitos helmintos que proceden
principalmente de las areas tropicales y paises en vias de
desarrollo. Alli es donde las condiciones socio-econémicas
son limitadas, particularmente en comunidades rurales
en cuyas areas generalmente las medidas higiénicas no
son aplicadas de manera constante (2). En Venezuela, la
infeccion por Ascaris lumbricoides es la geohelmintiasis de
mayor importancia en salud publica, por su alta frecuencia
(35%), con una elevada morbilidad y la manifestacion
de complicaciones graves (3). La infeccién por Ascaris
lumbricoides induce una potente respuesta humoral con
la produccion de IgE total e IgE especifica (4). Han sido
identificadas algunas proteinas con propiedades alergénicas
tales como la proteina ABA-1(5), la tropomiosina (6) y mas
recientemente la glutation transferasa (7). Estas proteinas
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pueden presentar reactividad cruzada con otros alérgenos
ambientales, lo cual podria modificar la respuesta alérgica
en los individuos expuestos al parasito (8). Hay estudios
que indican que los individuos con titulos elevados de
anticuerpos especificos IgE contra Ascaris lumbricoides
presentan un bajo nimero de huevos por gramo de heces
(hpg) con respecto a los individuos con baja respuesta de
anticuerpos. Sugeriria una inducciéon de inmunidad para
controlar la infeccion (9). Por otra parte, ha sido sefalado
que la respuesta IgA esta relacionada con la disminucién de
la fecundidad de la hembra y la viabilidad de los huevos en
el modelo de A. suum que lleva a la reduccion del nimero
de larvas (10). Actualmente el diagnéstico de ascariosis
por pruebas inmunolégicas ha sido realizado utilizando
como antigeno el extracto total de larvas infectivas (11). Sin
embargo, no hay informacién sobre si la presencia de los
huevos estimula una respuesta de anticuerpos especificos
de tipo IgA frente a esta forma del parasito. Considerando
que la ingestion de los huevos es el primer contacto del
parasito con el hospedador, la identificacion de antigenos
asociados a la respuesta IgA especifica contra los huevos
de A. lumbricoides seria de gran importancia.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién. En el presente estudio fueron evaluados
100 nifios de ambos géneros entre 4 y 13 afos de las
comunidades rurales: La Peica, Los Médanos, Teleférico
y el Marquez, ubicadas en el Estado Miranda. Con previa
informacién sobre los detalles de la investigacion, los
representantes dieron su consentimiento por escrito para
la participacion de los nifios en el estudio. El protocolo de
investigacion fue aprobado por el Comité de Bioética del
Instituto de Inmunologia, U.C.V.

Diagnéstico coproparasitologico. Los individuos fueron
clasificados segun el examen coproparasitolégico utilizando
técnicas convencionales para el diagnoéstico de protozoarios
y helmintos. La deteccion de individuos parasitados fue
realizada por examen directo de la muestra con solucion
salina y lugol, la técnica de Kato para helmintos y Formol-
Tritén-Eter, observada al microscopio directo mediante la
recoleccion de una sola muestra.

Preparacion del extracto soluble del verme adulto y
el huevo de A. lumbricoides. Se tom6 un verme adulto
hembra expulsado por migracion erratica de un nifio para
su diseccién y recuperacion del oviducto para obtener los
huevos fértiles y no fértiles. Tanto el verme adulto como
la suspension de huevos fueron lavados en PBS y lisados
en 2mL de PBS con Tritéon X-100 al 1%, sonicados con 15
ciclos de 40% de amplitud por 10 segundos para luego para
ser centrifugados. Los sobrenadantes fueron considerados
extractos solubles y utilizados en los experimentos
posteriores y almacenados a -80°C.

Separacion de las proteinas del extracto por
electroforesis en geles de poliacrilamida. Las proteinas

del extracto fueron separadas por electroforesis en geles
de poliacrilamida al 10% (12). Los extractos (40 ug/carril)
fueron analizados a 100 voltios a temperatura ambiente, en
el equipo BIO-RAD mini Protean IV. Al finalizar la corrida
electroforética el gel fue tefido con azul de Comassie. Los
pesos moleculares de las bandas fueron calculados a partir
de un estandar de pesos moleculares (Thermo Scientific)
con las siguientes proteinas: miosina (215kDa), fosforilasa
B (120 kDa), Albumina de Suero de Bovino (BSA) (84 kDa),
Ovoalbumina (60 kDa), Anhidrasa Carbdnica (39,2 kDa),
Inhibidor de la tripsina (28 kDa), y lisozima (18,3 kDa). El
valor de las masas moleculares de las proteinas se calculd
a partir de la comparacion segun el frente de migraciéon de
proteinas con pesos moleculares de referencia conocido.

Evaluacion de la reactividad serologica para IgA
especifica al extracto de huevos de A. lumbricoides
por Western blot. Las proteinas separadas mediante
electroforesis fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa a 180 miliamperios a temperatura ambiente
(13), bloqueadas con PBS-leche descremada al 1% durante
1 hora a temperatura ambiente. Lavadas una vez con PBS-
Tween-20 al 0,05% durante 10 minutos e incubadas, con
una mezcla de sueros de nifios infectados Unicamente con
A. lumbricoides diluidos 1:20, en paralelo otra mezcla de
sueros de nifios no infectados diluidos en 1:20 con PBS-
Tween 20 al 0,1% en agitacion constante toda la noche a
4°C. Las membranas fueron lavadas con PBS-Tween-20 al
0,05% durante 10 minutos e incubadas con un anticuerpo
secundario anti-lgA humano (cadena a) acoplado a la
peroxidasa (SIGMA ALDRICH) diluido 1:1000 en PBS-
Tween-20 al 0,1% durante 1 hora en agitacién a temperatura
ambiente. Posteriormente las membranas fueron lavadas
tres veces con PBS-Tween-20 al 0,1% y reveladas con 3,
3’, 5,5-Tetrametilbenzidina (TMB, Vector). Finalmente, las
membranas fueron fotografiadas y digitalizadas para su
analisis.

Identificacion de proteinas especificas por la prueba
de inhibiciéon. Para identificar las proteinas especificas
para los componentes proteicos del huevo de Ascaris
lumbricoides, se realizé una prueba de inhibicién. Para ello,
fueron utilizados 100 uL del extracto de A. lumbricoides
(100ug/mL) e incubados de manera individual con la mezcla
de sueros positivos y los sueros negativos diluidos 1/50 en
PBS+TWEEN 20 al 0,1% a temperatura ambiente durante
1 hora a temperatura ambiente en agitacion durante toda
la noche. Posteriormente, las tiras fueron lavadas 3 veces
con PBS+TWEEN 20 al 0,1% durante 5 min cada una
en agitacion constante e incubadas con un anticuerpo
secundario anti-lgA humano (cadena a, acoplado a fosfatasa
alcalina, SIGMA-ALDRICH) diluido 1:1000 para luego del
lavado y revelado con un estuche comercial (BCIP/NBT,
Vector) segun instrucciones del fabricante para visualizar la
aparicion de las bandas reactivas.

Cuantificacion de la respuesta de anticuerpos IgA
anti-Ascaris por ELISA. Los niveles de anticuerpos IgA
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fueron determinados por ELISA utilizando como antigeno
el extracto de huevos de A. lumbricoides. El extracto fue
acoplado a placas de 96 pozos a una concentracion de 5ug/
pozo en PBS pH 7,2 durante 1 hora a 37°C y luego toda la
noche a 4°C. Las placas fueron bloqueadas en PBS-Leche
descremada al 1% durante 1 hora a 37°C. Fueron colocados
100pL/pozo de los sueros de nifios infectados o no, diluidos
1:50 en PBS-Tween-20 al 0,1% en leche descremada al
1% durante 1 hora a 37°C y luego toda la noche a 4°C.
Las placas fueron lavadas 3 veces con PBS-Tween-20 al
0,1% e incubadas con 100uL/pozo de anti-lgA humana
(cadena a, SIGMA ALDRICH) acoplada a peroxidasa diluido
1:1000 en PBS-Tween-20 al 0,1% durante 1 hora a 37°C.
Las placas fueron lavadas tres veces con PBS-Tween-20
al 0,1% y reveladas con 100uL/pozo con TMB. La reaccion
fue detenida a la media hora con 50uL de H2SO4 1 mol/
kg y la placa fue leida a 450 nandmetros en un lector de
ELISA (SUNRISE, modelo serie 801000880) usando el
programa Magellan IV. El punto de corte fue obtenido del
promedio mas o menos 2 veces la desviacion estandar de
las densidades opticas de 30 nifios no infectados.

Inmunocitoquimica. Con el objetivo de verificar el posible
reconocimiento de los anticuerpos IgA presentes en el
suero de los individuos infectados a las estructuras de la
superficie del huevo de A. lumbricoides, una suspension
de estos fueron incubados previamente con los sueros pre-
absorbidos por un extracto de A. lumbricoides, diluidos 1:50.
Luego de los lavados, la suspension de huevos fue incubada
con un anticuerpo secundario anti-lgA humana acoplada
a la peroxidasa 1:200 durante una hora a temperatura
ambiente. Posteriormente, la suspensién fue lavada con
PBS, centrifugada para sedimentar los huevos y colocarlos
en una lamina, la cual fue revelada con TMB y observada al
microscopio 6ptico a 40X de magnitud para ser fotografiado
con una camara Olympus modelo T-100, 12 mega pixeles.

Analisis Estadistico. Se utilizé la estadistica descriptiva
de datos, tales como: media y desviacion estédndar. Se
utilizé el programa estadistico GraphPhad Prisma 5.03 con
un intervalo de confianza del 95% y la comparacion de los
valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente
significativo.

RESULTADOS

Poblaciéon estudiada. La prevalencia general de esta
parasitosis en las diferentes comunidades fue de 15%. La
Peica tuvo una prevalencia de 25,8%, Los medanos de
7,9%, El marquez el 12,30% y finalmente EIl Teleferico de
13,3%. En el examen coproparasitoldgico, como se muestra
en la Fig. 1, fue observado que el 36% de los nifios estaban
libres de infeccion por parasitos intestinales, mientras
que el 25% estaban infectados por A. lumbricoides. Solo
un 19% de individuos presenté infeccidon mixta con otros
parasitos intestinales y finalmente un 20% de los individuos
presento infeccion por formas evolutivas de otros parasitos
intestinales diferentes de Ascaris.

Distribucion Poblacional por grupos
de Estudio

Asc Negativos
OP+
20%

Asc. Positivos
25%

Asc. Positivos
OP+
19%

Fig. 1. Distribucion poblacional por grupos segun los resultados
coproparasitolégicos. Los individuos positivos para A. lumbricoides
fueron de un 25%. El 36% de las personas no se observaron
parasitos en la muestras de heces; el 20% correspondié al grupo de
nifios negativos para Ascaris, pero con otras parasitosis, mientras
que los individuos Ascaris positivos y otras parasitosis positivos
tenian un 19%.

Perfil electroforético del extracto del huevo de A.
lumbricoides. El perfil de proteinas del extracto de huevos
de A. lumbricoides en geles de poliacrilamida mostro siete
bandas visibles con movilidad relativa de 102, 92, 85, 65, 50,
45y 30 kDa respectivamente (Figura 2). Se detectaron en el
extracto de A. lumbricoides un minimo de 17 proteinas con
pesos moleculares de entre 26 y 205 KDa aproximadamente,
siendo las proteinas mas prominentes las de 205, 148, 75,
45 y 32 kDa respectivamente.
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Fig. 2. Andlisis electroforético de un extracto soluble de huevos de
A. lumbricoides por electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%
(1A) con proteinas de 102 hasta 30kDa, mientras para el extracto
soluble de un verme adulto (1B) fueron observadas proteinas de
205 hasta 26kDa. El estandar de peso molecular (PM).

Reactividad al extracto soluble de huevos de A.
lumbricoides en el suero de individuos infectados. La
reactividad serologica hacia los extractos para la respuesta
IgA especifica se muestra en la figura 2, la mezcla de
sueros de nifios infectados Unicamente con A. lumbricoides
reacciond con proteinas de 102, 92, 85, 65, 45 y 30KDa
(Fig. 3, canal A), la mezcla de sueros de los nifios no
infectados reconocieron proteinas de 92, 85, 45 y 30kDa
respectivamente (Fig 3, canal B). Cuando la mezcla de
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los sueros de nifios infectados y no infectados fueron pre-
absorbidos con el extracto de A. lumbricoides, los sueros de
los nifios infectados aun reaccionaron con las proteinas de
102, 85, 45 y 30kDa (Figura 3, canal C), mientras que los
sueros de nifios no infectados reconocieron solo proteinas
de 85, 65, 45 y 30kDa (Figura 3, canal D).

Ext A B C D
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Fig. 3. Analisis antigénico mediante inmunodeteccion de la
mezcla de sueros de pacientes infectados por A. lumbricoides y
no infectados por A. lumbricoides frente a proteinas de extracto
de huevo de A. lumbricoides. Fue observado el reconocimiento
de proteinas de 102 a 30kDa en los positivos (2A), los negativos
mostraron reactividad para las proteinas de 92, 85 y 30 kDa
respectivamente (2B). Cuando las mezcla de sueros positivos y
negativos fueron pre-absorbidos con un extracto de verme adulto
fue observado reconocimiento de proteinas de 102, 85, 45 y 30kDa

(2C), y en los negativos las proteinas de 85, 65, 45 y 30kDa (2D).

Cuantificacion de los niveles de anticuerpos IgA
contra el extracto de huevos de A. lumbricoides por
ELISA. El grupo de nifios infectados por A. lumbricoides
mostré un promedio de D.O. significativamente mayor que
los individuos no infectados (0,18+0,08 v.s. 0,10+0,04,
p<0,05), como se aprecia en la figura 4. Sin embargo, los
nifos infectados por A. lumbricoides y otras parasitosis
mostraron un bajo promedio de anticuerpos con respecto a
los nifios infectados solo por A. lumbricoides (0,18+0,08 v.s.
0,09+0,03, p<0,05).

IgA anti-HAL

0,25

0,2
0,15

0,1
- I .:

0 T T T
Asct N5SOP Asc + OP+ Asc -y OP+

Fig. 4. Niveles de anticuerpos IgA contra huevos de A. lumbricoides
en niflos de comunidades rurales del estado Miranda por ELISA.
Asc+: A. lumbricoides positivos, NSOP: no se observaron parasitos,
Asc+/OP+: A. lumbricoides positivos, otras parasitosis positivos,
Asc-/OP+: A. lumbricoides negativos, otras parasitosis positivos. (*)
diferencia significativa p<0,05 Al comparar los niveles de IgA anti-
huevos de A. lumbricoides del grupo As+ con los de los otros tres
grupos. no hay diferencia significativa al comparar el grupo Asc+/
OP+ con los grupos NSOP y Asc-/OP+.

El punto de corte se obtuvo a partir de 20 individuos
negativos en heces (0,10+0,04). No fueron detectadas
diferencias estadisticamente significativas entre los niveles
de anticuerpos en el grupo negativo en heces y los no
infectados por A. lumbricoides, pero con otras parasitosis
intestinales (0,09+0,030 v.s. 0,05+0,04, n.s.).

Inmunoquimica para la respuesta IgA. El suero de
los individuos infectados por A. lumbricoides reconocen
estructuras proteicas en la superficie del huevo de A.
lumbricoides para la respuesta IgA especifica (Fig. 5A).
Mientras que al incubar la suspension de huevos de A.
lumbricoides en presencia de sueros de nifios negativos en
heces y seronegativos por ELISA no fue observado marcaje
de la superficie como se observa en la figura 5B. Estos
resultados indican que en la superficie de los huevos de
Ascaris hay componentes proteicos capaces de inducir una
respuesta de anticuerpos especificos de tipo IgA.

A B

Fig. 5. Reconocimiento de estructuras proteicas en el huevo de A.
lumbricoides para la respuesta IgA en el suero de nifios infectados.
Fue observada reaccioén con la superficie (5A). No hubo reactividad
en presencia de sueros de nifios no infectados, donde no se observo
reaccion con los componentes de la superficie del huevo (5B). La
figura fue observada a 40X.

DISCUSION

La infeccion por Ascaris lumbricoides presenta una elevada
prevalencia en la region tropical y una potente respuesta
de anticuerpos caracterizada por una elevada produccion
de IgE total y especifica anti-Ascaris, caracteristico de
una respuesta inmunitaria Th2 (14). Se tienen informes
que indican que la exposicion continua a los huevos de
Ascaris lumbricoides podria inducir respuestas inmunitarias.
En individuos con una respuesta de anticuerpos baja
hay mayor secrecion de huevos en las heces, lo que
sugiere una baja capacidad para controlar la infeccion
(15). En el presente trabajo se da especial atencion a la
inmunoglobulina de tipo A (IgA), que representa la clase
de anticuerpo mas importante en las secreciones como la
saliva, las lagrimas, el moco y la leche materna. Diversos
estudios han identificado y caracterizado algunos antigenos
principalmente aquellos que estimulan la respuesta
inmunitaria contra A. lumbricoides, principalmente de la
respuesta IgE e IgAanti-A. lumbricoides (16,17). Por ejemplo,
existe un grupo de antigenos denominados poliproteinas
alergénicas de nematodos (NPA), consideradas como
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vital para la supervivencia del parasito, la proteina ABA-1
(body fluid allergen-1) principal constituyente del liquido
pseudoceldmico, considerada una proteina transportadora
de retinol (18). Diferentes investigaciones han sefialado
que, en areas endémicas para A. lumbricoides, las personas
que tienen altos niveles de IgE contra el antigeno ABA-1
estan menos infectadas, mientras que las personas con
bajos niveles de IgE especifica son mas susceptibles a
la infeccidn, lo que sugiere el posible efecto protector de
este antigeno (19). Investigaciones en otros parasitos como
Schistosoma mansoni y Strongyloides venezuelensis, han
sugerido o demostrado el papel protector de la respuesta
IgA (20, 21). Por ejemplo, se observé una correlacion
negativa entre los niveles de IgA especifica y el contaje de
huevos en individuos infectados por Schistosoma mansoni,
indicando el papel de la IgA en restringir la intensidad de la
infeccion (22). Sin embargo, el papel de la respuesta IgA
anti-A. lumbricoides no ha sido aun evaluado. Considerando
que la respuesta de anticuerpos IgA podria ser esencial para
el control de la infeccién a nivel de la mucosa y sistémico,
el analisis de la respuesta de anticuerpos de tipo IgA y la
identificacion de los antigenos asociados a esta frente a
los huevos del parasito podrian ser utiles para el disefio
de pruebas que detecten la presencia de anticuerpos de
manera precoz. El perfil electroforético reveld 7 proteinas
con pesos moleculares de 102, 92, 85, 65, 50, 45 y 30kDa,
sobre este aspecto no existen investigaciones previas
donde se hayan identificados las proteinas asociadas a la
respuesta IgA utilizando huevos de A. lumbricoides como
fuente de antigenos. Sin embargo al ser comparada con
el perfil de los extractos de verme adulto se pudieron
observar diferencias en el perfil en cuanto al numero de
bandas visualizadas siendo mayores en el extracto del
verme adulto. Recientemente fue reportado por Cabrera y
col. (17) un perfil electroforético de un extracto soluble de
A. lumbriocides similar al reportado por Alba y col. En el
2009. Cuando fue evaluada la reactividad para la respuesta
IgA hacia los extractos por inmunoblots, el suero de nifios
infectados por A. lumbricoides reaccionaron con proteinas
de 102, 92, 85, 65, 45 y 30kDa, mientras que el grupo
de nifios no infectados reconocieron proteinas de 85, 65,
45 y 30kDa. Con el propésito de descartar una reaccion
cruzada entre los antigenos del huevo y del verme adulto,
se realizaron pruebas de pre-absorcion usando un extracto
crudo del parasito. La tira incubada con la mezcla de sueros
positivos y pre-absorbidos con extractos de A. lumbricoides
mantenia una reactividad solo a las proteinas de 102, 85,
45 y 30kDa. Estos resultados sugieren que la infeccion
por A. lumbricoides induce una respuesta de anticuerpos
IgA especifica contra los componentes proteicos de este
estadio del parasito. Por otra parte, la baja produccion de
anticuerpos IgA en el grupo de nifios co-infectados por
Ascaris y otras parasitosis intestinales con respecto al grupo
de nifos infectados solo por Ascaris podria deberse a que
las otras parasitosis ejercen un efecto bloqueante sobre la
respuesta de anticuerpos especificos de tipo IgA contra los
componentes proteicos del huevo. Por otra parte, el suero
de los nifios infectados contienen anticuerpos de tipo IgA

contralas estructuras proteicas del huevo de A. lumbricoides.
Evidencias en otros modelos de parasitosis intestinales,
especificamente la producida por helmintos, sugieren que la
inmunoglobulina IgA tiene un papel principal en la proteccion
de la mucosa gastrointestinal. La importancia de estos
resultados radica en que se podrian utilizar estas proteinas
como antigenos en modelos de pruebas seroldgicas en
poblaciones con baja o mediana carga parasitaria, que
permitan complementar el diagndstico coproparasitolégico
y la realizacion de estudios sobre seroprevalencia de una
de las parasitosis mas frecuentes en los nifios venezolanos.
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