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El diagnostico de laboratorio de la esquistosomosis es uno de los problemas por resolver,
especialmente en areas de bajas cargas parasitarias, como Venezuela, ademas de ser también una de las
limitantes la evaluacion de las nuevas vacunas contra esta parasitosis. Por esta razon, nos planteamos
desarrollar métodos de inmunodiagndstico basados en la deteccion de anticuerpos y de antigenos circulantes
utilizando la estrategia de la sintesis quimica, para elaborar péptidos derivados de la captesina B (Sm31)
y la asparraginil endopeptidasa (Sm32). Tres de los péptidos de la Sm31 fueron reconocidos al menos 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 3 de la Sm32 indujeron en conejos, el reconocimiento de las
respectivas moléculas, inclusive en cortes histolégicos. Resultados preliminares de inmunoensayos de
captura anti-Sm32 han revelado una baja sensibilidad.

INTRODUCCION

La esquistosomosis es la segunda
enfermedad parasitariaen importanciaaescalamundial
después de la malaria. En Venezuela, se observa la
reemergencia progresiva de esta parasitosis, aunque
predominan los individuos (80%) con bajas cargas
parasitarias (< 100 huevos/gr heces) (Alarcon de Noya
et al, 1999). Por este hecho, en especial, |os métodos
de diagnostico tanto parasitol6gico (Kato-Katz) y en
menor grado aln, como inmunol égicos (Pruebas de
Precipitacion Circumoval —PPCO, inmunoflourescencia
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indirecta—IFl y ELISA), hanlogrado a canzar niveles
de sensibilidad y especificidad aceptables. Ademés,
ninguna de ellas retine todas | as condiciones de bajo
costo, simplicidad, alta especificidad y sensibilidad
asi como correlacion con laactividad y cargaparasitaria
(Alarcon deNoyaet al, 1996). Previamente, Deelder y
colaboradores desarrollaron un inmunoensayo
enzimatico de deteccion de los antigenos catddicosy
anodicos circulantes (Deelder et al, 1989), el cual ha
sido de utilidad solo en éreas de moderadas y altas
cargas parasitarias (EI-Morshed et al, 1996). Por esta
razon, nos hemos propuesto desarrollar técnicas de
inmunodiagndsti co basados en la capturade antigenos
de excrecioén-secrecion, presentes en €l regurgito de
losvermesadultos, como son lacatepsinaB (Sm31) y
laasparaginil - endopeptidasa(Sm 32). Debidoaque
el habitat de los vermes adultos es el lecho vascular,
es predecible la captura de componentes de estos
antigenos de excrecion - secrecion en la circulacion
periférica. Basandonos en las caracteristicas
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antigénicas de estas moléculasy (Noyaet al, 1995) y
en el conocimiento de su secuencia (Klinkert et al,
1989) se sintetizaron péptidos de ambas mol éculas, con
el fin de utilizarlos como antigenos en pruebas para
detectar anticuerposy como inmunGgenos en Conejos,
con el fin de producir anticuerpos policlonales
monoespecificos que puedan ser usados en técnicas
deinmunocapturapor ELISA.

MATERIALESY METODOS

1.- Antigeno crudo de verme adulto (AVA):
se obtuvo delacepaJL de S. mansoni (donada por el
Dr. Italo Cesari, 1VIC) mantenida en ratones. El
sobrenadante de vermes homogeneizados, tratados
coninhibidores de proteasas (1 MM dePMSFy 1 mM
de EDTA) y sometidosacentrifugaciéon a12.000g x 2 h
a4°C, fuedenominadaAVA (5).

2.- Sueros y plasmas de humanos fueron
obtenidos de muestreos epidemiol dgicos de las areas
endémicas (Edos. Carabobo, Aragua y Vargas) y
caracterizados parasitologica (Kato-Katz) e
inmunologicamente (PPCO, IEFA y ELISA), fueron
utilizados en este estudio.Se consideraron como casos
positivos a aquellas personas con huevos de S.
mansoni en las heces y/o por presentar la prueba
circumoval positiva (Positividad en 9% de los huevos
maduros).

3.- Electroforesisen gelesde poliacrilamida
(EGPA-SDS), electrotransferenciaeinmunotincion: se
Ilevaron a cabo en geles al 9% bajo condiciones
disociantes y reductoras. Luego de su
electrotransferencia a papel de nitrocelulosa, fueron
expuestos asuero inmune de conejos para su revelado
con anti 1gG de conejo acoplado a peroxidasa. En
presencia de un sustrato luminiscente (Luminol®,
Amershan) |as bandas reconocidas por [os anticuerpos
emiten luz, las cuales impresionan un negativo
fotogréfico (Hyperfilm®,, Amershan) (Noyaet al, 1995).
Para la identificacion de los péptidos
inmunodominantes se pre-incubaron los sueros
individual mente con cadauno delos péptidos, afinde
determinar la capacidad de estos de inhibir
especificamente el reconocimiento de la proteina
origina (ensayo deinhibicion).
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4.- Péptidos sintéticos: 78 péptidos (de 20
aminoécidos c/u) derivados de las proteinas Sm31 y
Sm32 fueron sintetizados en susformas monomericas
(n=39) y polimerizables (n=39). Seutilizo latécnicade
sintesis manual en fase solida, segln la estrategia T-
boc (Merrifield 1968; Houghten et al, 1986) llevadaa
cabo en el Instituto de Medicina Tropical delaUCV.
L os péptidos polimerizables tenian los aminoacidos
cisteina-glicinay glicina-cisteina en los extremos en
los extremos amino y carboxiterminales,
respectivamente.

5.- Sueros inmunes anti-péptidos; fueron
obtenidosinmunizando gruposde 2 a3 conejos Nueva
Zelandia, con unamezclade 2 hasta 6 péptidos por via
subcutanea, bajo el esquema de 0, 15y 30 dias. Cada
dosis (D) erade 250 ugr por péptido, diluido a partes
iguales con Adyuvante Completo de Freund (ACF) (12
D.) eincompleto (AIF) (22y 32D). Asimismo, se obtuvo
€l suero pre-inmuney post-inmune 10 dias post-32 D
de cada conejo.

6.-Purificacion y biotinacion de las
inmunboglobulinas de conejos; Se utilizaron columnas
de Proteina G-Sepharosa para la purificacion y
biotinacion de inmunoglobulinas (1gG) anti péptidos
decongjos(EV eta, 1978; Pujol et al, 1993).

7.- Antigenicidad e inmunogenicidad delos
péptidos: se evallio por las técnicas de inmunoensayo
simultaneo de multiples antigenos (MABA) (Noya &
Alarcon de Noya, 1998), utilizando 10ug/ml de cada
antigeno para la sensibilizacion del papel de
nitrocel ulosa.

8.- Inmunoensayo enzimético de capturade
antigenos: placas Nunc Maxisorb® se activaron con
glutaraldehido al 2%, luego se afiadieron 100 L de
cada 1gG especifica purificada por pozo. Plasmas de
pacientes o ratones infectados y controles (60ul) se
afiadieron y se incubaron por 2 horas a 37°C.
Posteriormente areslavadosde 10 min. con PBS Tween
20 (PBS-T) 0,05 %, se afladieron 60pl del anticuerpo
secundario biotinado de conejo y finalmente, luego de
tres lavados de 10 min c/u con PBS-T se afiadio
streptavina — fosfatasa alcalina para revelar con
paranitrofenilfosfato y leer a410 mm. Como controles
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Fig. 1 Reconocimiento de péptidos sintéticos de la Sm 31 y Sm32 de S. mansoni por sueros humanos
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positivos se utilizaron péptidos hibridos, conteniendo
las secuencias reconocibles por el anticuerpo primario
de capturay el anticuerpo secundario biotinado.

RESULTADOSY DISCUSION

1.- Antigenicidad de péptidos sintéticos:
Tres péptidos derivados de la Sm31 revelaron una
notable sensibilidad y especificidad al ser reconocidos
por al menos el 49% de los pacientes con
esquistosomosis (IMT —164 = 49%; IMT —178 = 49%;
IMT — 180 = 86%) y por ninguno de los 20 controles
negativos (100% especificidad) (Noyaet al, 1998) (Fig
1A). Al conjugar losresultados de los péptidos IMT —
164y 180, lasensibilidad asciende a 96%, indicando €l
gran potencial diagndstico de estos dos péptidos, en
la determinacion de anticuerpos especificos en
pacientesinfectados. Lamezclacon péptidosderivados
de otras moléculas provenientes de este parasito
pudiera elevar la sensibilidad al 100%, preservando
unaaltaespecificidad.

Los péptidos derivados de la Sm 32
resultaron ser poco antigénicos (Fig. 1B), siendo el
IMT-70 el mas reactivo (29%), sugiriendo que
posiblemente los epitopes mas antigénicos son
discontinuos y/o conformacionales y los peptidos
sintetizados no imitaron adecuadamente estaregiones.

Hasta donde sabemos, nuestro estudio es el
primero en utilizar péptidos sintéticos como fuente de
antigeno (12) y demostrar ademés el gran potencial de
esta estrategia, debido a la gran sensibilidad y
especificidad observadas.
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2.-Inmunogenicidad de peptidos sinteti cos.-

2.1.- Péptidos derivados de la moléculas
Sm31.- Diez de los diecisiete péptidos sintéticos
polimerizables, resultaron ser inmunogénicos en
congjos. De ellos, los peptidos IMT-172 'y 180 de las
regiones 2 y 3 de la proteina, son los
inmunodominantes y los responsables de los
reconocimiento de las moléculas por Western blot.
Los sueros inmunes de estos 2 grupos de conejos
reconocieron lamoléculanativaen lagastrodermisde
vermes adultos, por técnicas inmunohistoquimicasy
mostrados en un trabajo publicado recientemente
(Noyaet al, 2001)

2.2.- Péptidos derivados de la molecula
Sm32.- De los 22 péptidos evaluados, 17 resultaron
inmunogénicos y solo 3 fueron inmunodominantes ,
al ser los responsables del reconocimiento de la
molécula Sm32 por e ectrotransferenciaeinmunoticion
(IMT-12, IMT-14eIMT-64) (12).

3.- Inmunoensayo enzimético de captura
de antigenos circulantes. Unavez purificado las 1gG
anti IMT-172y 180delaSm3lylalMT1214y 64 dela
Sm32, se seleccionaron parasu biotinacion las1gG de
los conejos inmunizados con los péptidos IMT 172
(Sm31) e IMT-64 (Sm32) para ser utilizados como
segundo anticuerpo de captura, mientras que el resto
delas|gGs purificadas se utilizaron como anticuerpo
deanclgje alaplacade ELISA.
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Resultados preliminares, revelan que la
capturadelaSm-32, muestraunamayor sefial que con
los anticuerpos anti-Sm31, no mejorando la sefial de
captura cuando se mezclan ambos. Sin embargo, en
ensayos preliminares, la sensibilidad con los ensayos
de capturaesbajay parecieraque serequiere mejorar
este ensayo utilizando sondas contra mas de un
antigeno circulante (Sm31, Sm32y catepsinaD) afin
de lograr la deteccion de individuos infectados con
bajas cargas parasitarias.

Uno delos problemasinicialesenlosensayos
de captura, fue la inespecificidad, ya que plasma de
personas sin esguistosomosis, resultaron positivas. .
Inicialmente pensamos que esta reactividad pudiera
deberse a la presencia de anticuerpos anti-Gal,
presentes en los plasmas de los pacientes tanto
infectados como controlesnegativos (Gdili et al, 1993).
Sin embargo, esta hipétesis se descartd al no disminuir
la reactividad luego de preincubar los plasmas
humanos con suero de conejo normal.

Los resultados obtenidos hasta ahora
parecieran indicar que existereactividad cruzadaentre
las proteinas Sm31 y Sm32 de S. mansoni, con
proteinas humanas presentes en €l plasmade personas
no infectadas, las cuales son reconocidas por los
sueros de los conegjos inmunizados con péptidos
sintéticos, particularmente de la Sm32. De hecho la
enzima asparaginil endopeptidasa que corresponde a
laSm32, presentaunahomol ogiadel 56-65 % con ladel
humano. Laexistenciade estaenzimaeradesconocida
en el humano para el comienzo de este proyecto de
investigacion (Chen et al, 1997).

COMENTARIOSHNALES

El uso de péptidos sintéticos en ensayos de
inmunodiagnéstico basados tanto en la deteccién de
anticuerpos como de antigenos circulantes, muestra
un gran potencial como herramientaen |os programas
devigilanciaepidemiol égica. Dos péptidosdelaSm31,
han mostrado una alta sensibilidad (96%) y
especificidad (100%), dealli que se pudieran utilizar en
inmunoensayos enzimaticos de bajo costo, en la
delimitacion delaséreasdetransmision, masalin ahora
gue se incrementa el riesgo de dispersion de esta
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parasitosis. El inmunoensayo de captura debe ser
mejorado incluyendo otros antigenos circulantes y
descartando |as regiones de las mol éculas homadl ogas
alas del humano, afin de eliminar lainespecificidad.
Sin duda, de lograrse este objetivo, serala pruebade
referencia, ya que su positividad esta asociada a la
actividad parasitaria, ademés de reunir las mismas
virtudes de sencillez, bajo costo y automati zacion, para
|oslaboratorios dependientes del programade control
de la esquistosomosis.
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