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RESUMEN

Introduccioén: Ascaris lumbricoides infecta a una cuarta parte de la poblacién
mundial, constituyéndose en un problema de salud publica. La ascariosis humana esta
asociada con morbilidad créonica y aguda, especialmente en nifios. Recientemente se
ha planteado la existencia de anticuerpos IgE en el suero sanguineo de pacientes
alérgicos, que tienen reaccidn cruzada con alérgenos de artropodos domésticos y
antigenos de Ascaris sp., esto podria aumentar el nimero de muestras seropositivas a
Ascaris sp, en poblaciones sensibilizadas a los acaros del polvo intradomiciliario.
Objetivo: Producir extractos de cuerpo entero de A. lumbricoides y A. suum, evaluar
sus propiedades antigénicas y capacidad de unién a la IgE de pacientes alérgicos al
acaro Dermatophagoides pteronyssinus.

Métodos: Los extractos fueron obtenidos por homogenizacién y lisis osmética de las
células en presencia de Tween-20 e inhibidores de proteasas. El perfil de proteinas de
cada extracto fue identificado por electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE). La reactividad antigénica se determind por Western
blotting usando once sueros de pacientes alérgicos con diagnoéstico de asma.
Resultados: SDS-PAGE revel6 20 fracciones electroforéticas mayoritarias (20-200
kDa). Western Blotting revel6 diferencias en el perfil de proteinas de unién a la
inmunoglobulina IgE de los extractos.
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Conclusiones: Proteinas del cuerpo entero de A. lumbricoides y A. suum mostraron
un perfil de unién a IgE diferente en el Western blotting, con sueros de pacientes
alérgicos al acaro D. pteronyssinus, sugiriendo la presencia de marcadores especie
especificos entre los dos parasitos, los cuales podrian usarse en futuras
investigaciones biomédicas.
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ABSTRACT

Background: Ascaris lumbricoides infects a quarter of the world's population, thus
becoming a public health problem. Human ascariasis is associated with chronic and
acute morbidity, especially in children. Recently, it has been stated that the existence
of IgE antibodies in the blood serum of allergic patients that have cross reactivity with
domestic arthropods and antigens of Ascaris sp. could increase the number of
samples seropositive for Ascaris sp. in populations who are sensitized to house dust
mites.

Objective: To produce whole body extracts of both A. lumbricoides and A. suum, and
to evaluate their antigenic properties and the IgE-binding capacity in patients allergic
to the house dust mite (Dermatophagoides pteronyssinus).

Methods: The extracts were obtained by homogenization and osmotic lysis in the
presence of Tween-20 and protease inhibitors. The protein profile of each extract was
identified by sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel elctrophoresis (SDS-PAGE).
Antigen reactivity was determined by Western blotting, using eleven sera from allergic
patients with the diagnosis of asthma.

Results: SDS-PAGE revealed 20 major electrophoretic fractions (20-200 kDa).
Western Blotting revealed differences in the protein profile of the immunologlobulin
IgE-binding of the extracts.

Conclusions: Whole body proteins of both A. lumbricoides and A. suum showed a
different IgE-binding profile in the Western blotting, with sera from patients allergic to
the D. pteronyssinus mite, suggesting the presence of species-specific markers
between the two parasites, which could be used in further biomedical research.
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INTRODUCCION

La infeccion por geohelmintos y en especial el género Ascaris, constituye un problema
mundial en medicina clinica.! Se estima que Ascaris lumbricoides infecta a una cuarta
parte de la poblacion mundial, aproximadamente 1,2 billones de personas.? Esta
situacion es relevante en regiones de clima tropical y subtropical, constituyéndose en
un problema de salud publica.® En la actualidad existe un interés creciente por
identificar antigenos especie especificos de Ascaris sp., con propiedades
inmunomoduladoras® y que pudieran usarse en el serodiagndstico de ascariosis.” Los
antigenos de Ascaris sp. que han sido aislados y purificados, como el ABA-1,
muestran reactividad cruzada con antigenos de otros nematodos, lo cual limita su uso
en pruebas serolégicas diagnosticas.® Adicionalmente se postula que pacientes
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alérgicos, sensibilizados a los antigenos de Ascaris sp. podrian presentar resultados
falsos positivos en las pruebas seroldgicas, atribuido a la reactividad cruzada entre
proteinas del Ascaris sp. y epitopes de alérgenos presentes en acaros del polvo
doméstico.” Por lo anterior, es importante identificar otros antigenos que sean especie
especificos.

El propésito del presente estudio fue producir y caracterizar extractos de cuerpo
entero de A. lumbricoides y A. suum, para identificar y analizar patrones de unién a
inmunoglobulina (IgE) especifica anti-Ascaris sp, presentes en sueros de pacientes
alérgicos sufriendo de asma bronquial, sensibilizados al acaro doméstico
Dermatophagoides pteronyssinus, residentes en una zona endémica para las
infecciones por helmintos en el Caribe Colombiano.

METODOS

Los A. lumbricoides adultos se obtuvieron de personas infectadas, los A. suum se
obtuvieron a partir de necropsias de cerdos parasitados. Cinco gramos de los Ascaris
se lavaron con agua MQ estéril, se homogenizaron sobre hielo con 10 mL de tampdn
de lisis (NaCl 40 mM, Tris 20 mM, EDTA 4 mM, Brij 96 al 1,5 % v/v, pH 6.8) y 250 uL
de una mezcla de inhibidores de proteasas (aprotinina 80 pM, bestatina 5 mM, E-64
1.5 mM, leupeptina 2 mM, pestatina 1 mM, AEBSF 100 mM). El homogenizado se
centrifugd a 10.000 rpm durante 15 min a 4 ©C, el sobrenadante se dializ6 en
membranas con tamafo de exclusion de 3500 Da. Los extractos dializados se
liofilizaron y la concentracién total de proteinas se determind por el microensayo de
Bradford?®.

El perfil de proteinas se evalud por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil-
sulfato de sodio (SDS-PAGE). Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie R-250 y
fotografiados en un equipo Universal Hood Il (Bio-Rad). El tamafio de las bandas fue
calculado con el Software Quantity One (Bio-Rad).

El Western blot se realizé con 11 sueros obtenidos de sendos individuos con
diagndstico de asma bronquial alérgica leve episddica, todos con niveles de IgE total
> 150 Ul/mL e identificacion y semicuantificacion de IgE anti-D. pteronyssinus. Los
controles negativos fueron 10 muestras de sueros de individuos clinicamente sanos,
no asmaticos, no atépicos, sin infeccidon activa por parasitos helmintos y con IgE total
< 150 UI/mL e IgE anti-D. pteronyssinus negativa. Solo se incluyeron en el estudio
las personas que firmaron consentimiento informado, previa explicacion de los
objetivos de la investigacion, sus ventajas y exposicidon con riesgo minimo, segun lo
establecido en la resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de la Proteccion Social de
Colombia.

Para el Western blot, las proteinas de los extractos de Ascaris fueron transferidas a
membranas nitrocelulosa, las cuales se bloquearon en tampén TBS-BSA (TBS 50 mM,
BSA 3 % p/v, Tween 20 al 0,1 % v/v). Luego se incubaron con una diluciéon 1/5 de los
sueros en tampén TBS-BSA. El exceso de suero se lavoé con TBST (TBS 50 mM, Tween
20 al 0,1 % v/v) y las membranas se incubaron 1 h con una dilucién 1/1 000 del
conjugado (IgG anti-IgE humana unida a la fosfatasa alcalina), en TBS-BSA. El
conjugado no unido se lavé con TBST y la membrana se revelé con NBT (Bitro Blue
Tretrazolium) y BCIP (5-Bromo, 4-Cloro, 3-Indolfosfato) disuelto en tampdn de la
fosfatasa alcalina pH 9,5.
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RESULTADOS

Se obtuvieron extractos de cuerpo entero de A. lumbricoides y A. suum, cuya

concentracion de proteina total fue de 1,4 y 2,2 mg/mL, respectivamente. SDS-PAGE

mostré un perfil electroforético complejo en ambos extractos, se detectaron 20
fracciones mayoritarias y 12 bandas comunes de 34, 39, 42, 54, 65, 74, 85, 105,
127, 142 y 197 kDa. La figura 1 muestra la tincion con azul de Coomassie.

En la figura 2 se observan los resultados del Western blot. Anticuerpos IgE presentes

en nueve de 11 sueros se unieron a proteinas en el extracto de A. suum,
reconociendo bandas de alto peso molecular; 5 de 11 sueros reaccionaron con

proteinas en el extracto de A. lumbricoides, y reconocieron 6 bandas con tamafos de
26, 31, 36, 42, 55y 97 kDa.

MW BSA AL A5
109 kpa = -

07 kDa —
45 kDa -

31 kDa

'hl

c—
-

21 kDa — i

Fig. 1. Perfil electrofaretico de los extractos
de A lumbricoides (ALY v A suum (AS), MW es
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Fig. 2. ‘Western Blot con el extracto de A suum
{izquierday y con el extracto de A lumbricoides
{derecha).

DISCUSION

La eficiencia de la extraccién de proteinas totales de A. suum fue 2,31 mg % y de A.
lumbricoides 1,63 mg %. Similitudes en el patron de bandas electroforéticas de
extractos de Ascaris sp. se habian informado previamente.’®

El Western blotting revelé diferencias en el perfil de proteinas de unién a IgE presente
en ambos extractos. Los sueros ensayados reconocieron bandas de unién a IgE de
alto peso molecular en el extracto de A. suum; se ha propuesto que la actividad
inmunosupresora de A. suum podria atribuirse a proteinas de alto peso molecular.®
En el extracto de A. lumbricoides los sueros reconocieron 6 bandas, por su intensidad
se destacaron las bandas de 36 y 42 kDa, las cuales podrian ser isoformas de la
tropomiosina de A. lumbricoides. En la literatura se han informado resultados
similares con extractos alergénicos de la cucaracha Blatella germanica.** Estudios
recientes han demostrado la presencia de epitopes de unién a la IgE en la
tropomiosina de Ascaris sp. lo cual indica que esta es capaz de inducir la respuesta
del sistema inmune mediada por IgE en individuos infectados con A. lumbricoides.*?*3
También se ha descrito la unién de IgE humana a tropomiosinas de artrépodos’** lo
que descartaria su uso como marcador antigénico para el serodiagnéstico de la
ascariosis humana en poblaciones sensibilizadas a los acaros.
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Estos resultados contribuyen a la identificacion de fracciones proteicas especificas de
Ascaris sp. Las fracciones de unién a IgE identificadas en el extracto de A.
lumbricoides requieren una mayor caracterizacion. El uso de extractos totales en el
serodiagnostico de ascariosis podria sobreestimar la exposicion al A. lumbricoides, por
efecto de la reactividad cruzada. Los resultados de nuestro trabajo fundamentan la
necesidad de identificar y caracterizar las fracciones de proteinas principales de
Ascaris sp. que pudieran ser aplicadas en medicina clinica.
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