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l. INTRODUCCION

I.\¡Enfermedad de Robles u Oncocercosis, es una infección

a del tejido subcutáneo, la piel y los ojos, debida a la pr~
e vermes adultos de Onchocerca volvulus y microfilarias,

.eacción alérgica del hospedero.

EnGuatemala existen tres zonas o focos oncocercosos: una
epartamento de Huehuetenango, la segunda en los depar-
es de Suchitepéquez, Sololá, Chimaltenango y Escuintla,
rcera, en los departamentos de Guatemala y Santa Ros a;
ianes bascosas, de cultivos de sombra, principalmente fin-
café. los vectares más importantes son el Simulium ochra
le siguen el S. metallicum y el S. callidum.

,En1970 se ccdculaban 56,820 oncacercosos en el país,
ia Manza). l.a que demuestra la importancia epidemiológi
! aún conservo) la oncocercosis en Guatemala.

-

"las mecanismos de defensa del hospedero en esta enferme-
) han sido completamente estudiados, aunque existen ya v~
]bajos que han aclarado algunos de sus aspectos. la difi-
en el estudio de las reacciones inmunológicas a la infec-

or O. volvulus se debe a la poca información en cuanto a
opanentes antigénicos de este parásita.

El presente estudio pretende lograr la caracterización de
nos y anticuerpas de Onchocerca valvulus, uti lizanda la
a de Electroforesis en Bloque, en un intento por conocer -
ar forma la relación hospedera-parásito en esta en fe rme-
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11. INVESTIGACIONES INMUNOLOGICAS SOBRE
ONCOCERCOSIS

La Oncacercos is es una enfermedad que por su naturaleza ,
constituye un estímulo antigénico para el individuo que la alber.
ga. Desde 1956, cuando Ridley, encontró que las pruebas de fi.
jación del complemento, tienen valor especial para el despistaje
de enfermos de oncocercosis (1)¡ sin embarga, dos años mós tar.
de, 1958, La O.M.S. por medio de su Comité de Expertos en On
cocercosis, demostraron que para las investigaciones epidemialó:
gicos, no es recomendable recurrir a reacciones cutáneos practi-
cadas con ayuda de antígenas procedentes de fiJarias, porque es-
tas pruebas carecen de especificidad, (2). Más tarde, 1963 Pe-
ñalver en Venezuela, efectuó reacciones de fijación de comple-
menta, utilizando como antígenos, extractos dé' nódulos y extra:
tos de vermes de O. guturasa (Jinealis), el filárido del ganada,
empleando extractos completos y fracciones protéicas.

y conclu-

yó, que es necesario hacer evaluaciones cuidadosas sO,bre sensibl
lidad, especificidad, posibilidad de reacciones cruzadas en otros
parasitosis, y relación con estados alérgicos, (3).

Casi simultáneamente, en 1964, Calderón en México, par-
tiendo de O. valvulus, obtuvo antígenos que resultaran de baje

potencia, para obtenerlos satisfactorios utilizó coadyuvantes,pe',
ro aún así, los títulos no fueron satisfactorios. Efectuó: a) Lo.

reacción de antiglobulina humana en oncocercosos antes y deS':
pués de producir la reacción de Mazzotti con dietilcarbamazinO¡
b) La precipitación en gel, usando extractos de oncocercas; e

la reacción de Boyden hecha con glóbulos roios sensi bi liza~os
con extractos de oncocercas¡ d) Estudio de la inmunoadherenclo,
semejante a la realizada por Newson en casos de esquistosomio-
sis; d) Absorción comparada de sueros de crn::ccercosos y de en

2

:1

rtr 'l tis reumatoide usando globulina agregada segúncon a'.
ferm~~ade Lucasse. Concluyó, que no se pueden demostrar an':.!.
técnl fcientemente especificos para recomendar el e m pie o

erpos SU I ,
' d (4)cu

II n las reacciones menciona as. .de e OSe

En 1966 nos encontramos con tres aportes importantes, Wooi
' deró que las reacciones de fijación del complemento yff conSI bl I d 'ru I
'bilidad de la Piel "tienen considera e va ar I ag-

las de senSl
.,

.' 1
,

o . rticularmente en pacientes con Infecciones Igeras, ennostlco, pa , f
, ¡ ,

" (5)
I s di!ícil o imposible demostrar mlcro lanas. .-los cuo es e l. , . d

LuisGutiérrez Vi llegas, fue el primero que rea IZO reacciones e
f"

U n del com plemento en sueros de oncocercosos. (6). Sala-qaclO ~ .
M lIén Escobar Gutiérrez y Calderón, estudiaron prevlame~zar o , ~ O A B

te la composición porcentual de los grupos sangulneos , , ,
y AB en habitantes de la zona oncocercótica de Oaxaca, pora e~
cantrar que en el grupo O hubo menos oncocercosos que lo cal,cu
lado, y que en e I grupo A había más onc acercos,: que lo pre,v~s-
la. Explicaron que O. volvulus contiene un antlgeno heterofdo
del tipo A de los enfermos. (7).

Un poco más tarde, 1969, Alfred A. Buck, Robert l. An-
derson, Kazuyoshi Kawata y James C. Hitchcock Jr., en estu-
diosefectuados en pacientes oncocercosos en la República de El
Chad, encontraron que las microfilarias en la orina se encuentran
asociadas estrechamente a la intensidad de las infecciones cutá-
neas, determinadas por conteo de microfilarias en raspado de piel,
y con la distancia de las residencias de los habitantes del Río Lin,
:1 único habitat permanente para el Simulium damnosum en el
oreo, (8).

En la década de los setenta, Vargas 1973, sugirió, el uso
de onl', d '

, , f " n loscuerpos marcados con ra 10lsatopos que se "aran e
~tcocercomas, fuente de antígenos, uso de ultrasonido y cente-

ograma. (9). Un año después 1974, Daniel Luis Vargas, efec-

3
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tuó estudios de fijación del complemento, eosinofilio, prueb
de alergia cutánea y el relativo a que la Oncocercosis fOrl11a

a¡

antígeno heterófilo correspondiente al tipo A de los grupos sanl~

P I ' 1'
,.

d ' d
9iJ,

neos. ropuso a utr ,zaclon e anhcuerpos marca os con 11101,:
rial radiactivo para localizar fiJarías u oncocercomas de di fieil
localización. (10).

Finalmente, en 1975, Masel/i y González, encontraran.

q4.e los extractos de filaria y microfilaria son capaces de indueil
la formación de anticuerpos específicos precipitantes tanto en.
ganismo humano como en animales de expe~imentación. Estudia:
ron 50 pacientes y encontraron únicamente dos reacciones de 1"
cipitación positivas, por lo que consideraron que el método d;
precipitación en gel de agar para el diagnóstico de Oncocerca-
sis no es práctico, porque reporta muchos resultados falsos nega-
tivos. Demostraron, que existen anticuerpos contra O. volvul~
en pacientes con Oncocercosis. (11).

11/. OBJETIVOS

...
Por medio de la Técnica de Electroforesis en Bloque se i!:!.

tenta lograr la caracterización de antígenos y anticuerpos de
Onchocerca volvulus.

l

4 5
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IV. JUSTIFICACIONES V. HIPOTESIS

Dada la importancia epidemiológica de la Oncocercosisy
la escasa investigación en el campo inmunológico de esta enfer-
medad, se justifica la realización del presente> estudto, que es~
ramos contribuya a comprender la enfermedad y su posible con-
trol inmunológico.

~ t" rpos de Oncho-
"La caracterización de anhgenos y an Icue

"cerca volvulus, sí es posible por la técnica de Electroforesls en
Bloque".

6 7
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VI. MATERIAL Y METODOS

Obtención de extracto de O. valvulus: Ics oncocerco'
fueron proporcionados por lo Brigada Nacional Anti-Oncocerco.
sis, estos nódulos fueron disecados en el Laboratorio Multidisci.
plinario de Fase 11, de lo Facultad de Ciencias Médicos. DeI~
nódulos se extrajeron los filarias adultos y microfilarias, una ve
separados, se procedió utilizando lo técnicos de Conrath (12),
modificado por nosotros, de lo siguiente manero:

a. A 6.5 mi. de Fosfata sódico de Barbital, pH 7.4 se agrego
ron 130 mg. de parásito desecado en frío. -

b. Se trituraron los parásitos hasta que únicamente
piezas de cutícula quedaron intactos.

pequeñ

c. Se decantó lo suspensión del antígena en un tubo de enso

yo con topo de rosco. .

d. Se lavó el triturado con 2 mi. de fosfato sódico de barbi'
tal pH 7.4 Yse agregó o lo suspensión.

e. Se incubó o 4°C. por 18 horas.

f . Se calentó en un baño de agua o 56°C por 4 horas.

g. Se centrifugó o 5,000 RPM por 30 minutos.

h. Se distribuyá lo solución del sobrenadante opalescente
cantidades alícuotas.

Lo caracterización antigénica de O. volvulus se

8

I ' todo de electroforesis en bloque, descrito por'!izondo e me .,
d I . . t .vtl

k I Y Slater. (13). Se procedlo e o Slgulen e manero.
kvn e

A. Preparación del polvo de Pevikon:

1 S lova con agua desionizada 4 veces; después que el.
meoterial ha sedimentado, se decanto el supernadante.

2. Se lavef2 veces el Pevikon sedimentado con Borbital di.
luido 1:2 (1 porte de Borbital 0.1 M pH 8.6 + 1 parte
de agua desionizada).

3. Luego se descarto todo el supernadante, dejando único
mente el Pevikon sedimentado.

B. Preparación del Bloque de Pevikon:

1. Se corto uno pieza de parafilm, que puede en coi o r
dentro de lo bandeja o utilizarse, se dejan dos olas p~
ra cubrir el bloque uno vez esté preparado, esto es po-
ro impedir que se seque durante lo reacción.

2. Se colocan electrodos de papel estaño en los extremos,
deben ser de 3/4 de pulgada, 01 tope del parafi 1m.

3. Se vierte el Pevikon con lo ayudo de uno espátula. Se
aseguro que esté bien distribuido y que lo superficie e~
té liso.

4. Oportunamente se seco con pope I fil tro.

9



,..

C. Preparación de lo Muestro:

Se dializa lo muestro con Barbital todo uno noche e
f . S ' 1' b ' ncu~

ta no. e ut, Izan 4 cm. del foque paro uno mUestro
1-2 mI.

dt

D, Aplicación de lo Muestro:

Se cort~ un canal de 1 cm. de ancho o través del bloq1J¡¡
pero defando algo de material cerco de los paredes, d~.
pués con un poco de material removido y lo muestra, H,
formo uno posta espeso y se aplico 01 canal.

E. lugar de Aplicación de 'o Muestro:

Yo que el Pevikon no está cargado, el lugar de aplicaci'
debe ser muy cerco del extremo negativo de la bandeia (1
cm.). Después de aplicado lo muestro, se cubre el bloq
con uno copo de parafilm, se coloco en posición y princi.

pia inmediatamente lo carrero de migración.,

lo reacción se hace en cuarto frro. Se trabajo lo mues

o 200 vol ts. por 18 horas.

Después de lo Migración:

1. Se obre /0 copo de parafilm.

2. Cuidadosamente se remueve el parafilm y se coloca unPf
daza de papel o cortón marcado en secciones de 2 cm.
cortan secciones de 2 cm. y se coloco coda uno dee/los

un tubo de teflón.

3. A cada fracción se agregan 4 mI. de FüSfütü sódico de

10

~

.f 2 000 RPM Por lO'mi
1 H 8 6 luego se centn ugan o , -bita P

lo; s~brenadantes se extraen con pipetas dePasteur,nutos
'uardan numerados en violes, (pequeños frascos con t~yseg

f
,,-

d rosco) en re ngeraclon.
'pa e ,

,
ación de Proteinos:Determ1n

Paro el efecto se utilizó lo técnico de Folin-Ciocalteu
(14),

acada tubo de ensaya, se agrego:

I d 100 mi. 2% Na 2C03en NaOH
2.0 ml.deunamezaa e:

a. 0.1 N
(preparado en el momento,

1 mI. 2% de Tartrato de 50-
en el orden dado) dio

1 mi. 2% de CuS04

b. 0.2 mi. de Reactivo de Fenal, diluido 1:3 con Agua Des-
tilada.

2 gotas de codo fracción de los eloatos del Bloque de Pev;
kan.

c.

Se mezclo bien invirtiendo los tubos. Se dejo reposar 30
minutoso temperatura ambiente, y se lee lo densidad óptico en
un Espectrofotómetro o 700 mu

Nota: 2% CuS04: 1.56 g de CuSO 4.5H20 en 100 mi. de Agua

desti lodo.

2% Tartrato de Sodio: 2.37 g de Na2C4H406.2H20
en

100 mi. de Agua Destilado.

11
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Inmunodifusión Simple:

Para pruebas de control, se uti lizó la Técnica de I

d ' f "
. I P 1

nmo

I us,on slmp e. ara o cuol se prepararon placas de O h
n

I " d A- N bI o
c tel

con:o uc,on e ~ar o e 011 Yo, que son las que se utii'
COrrientemente en la Técnica de Inmunodifusión en G I d A

I~

e e 90

Suero de Conejo-Anti-Oncocerca:

El su.ero de conejo-anti-oncocerca, fue proporcionado
el Dr. Alelandra Samayoa, y se obtuvo inmunizanda conejos e

b
un.extracto de oncocerca similar al empleado en el presente tra

010.

,

12

VII. RESULTADOS

En la presente investigación se encontró, que los extrac-

d o volvulus obtenidos en el, laboratorio, son susceptibles
lOS e .
de análisis, utilizando el método de la electroforesis en bloque.

En la Grófica No. 1, se puede observar, que el contenido
protéico de este extracto se separa en 5 fracciones localizadas en
loseloatos 2, 6, 11, 13 Y

16 del bloque de Pevikon.

Este análisis repetido en dos oportunidades arrojó los mis-
mOSresultados, es decir que en ambas oportunidades se obtuvie-
roncurvas colorimétricas similares, lo que comprueba la confia-
bilidad del método.

En el análisis inmunológico de las fracciones de la electr~
foresisen Bloque, se encontró, que las porciones antigénicas del
extracto, migraron hacia el cátodo, concentrándose

principalmen

te en la fraccián No. 16. Con la foto No. 1, se puede obse'::
vor, bandas de precipitacián entre la fraccián No. 16y el sue-
ro de conejo-anti-oncocerca, que se colocó en los pocitos opue~
tosa cado una de las diferentes fracciones.

Laf
., ." ~

" (F u N 16)
recclon rica en anhgenos recclon o. / se re-

I

ac'
..

c~ono con el suero de pacientes Oncocercosos, encontrando re-
aCCionespositivas en un total de 24 sueros utilizados, 000%).

t
. En la foto No. 2, se ilustra un grupo de sueros de pacien-

e
es oncOCercosos en los pocitos periféricos, y, la fracción rica -
n ont"

d
Igenos en el centro, en la cual se observan claras bandas

e preci .t ., I
re "

pl aClon en todos os cosos, lo que demuestra que esta
occlon t bu h

.

cm Ien ocurre en umanos.

13
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Poro asegurarnos de lo pureza del extracto de O. volv
1 .

elaborado, es decir de su carencia de protéina humana, que
u~

do contaminarlo en el proceso de disección de los oncocerco:'. , d . t ' h ~!
se reacciono con suero e conelo-an J- umano y un suero hum
no X, foto No. 3, en lo c 001 se puede apreciar claramente q:
únicamente existen bandos de precipitación con los pocitos e.
los cuales se depositó el suero humano X, o seo arribo y abajo
en el centro suero de conejo-anti-humano yo derecho e izquier:
do el extracto de oncocerca elaborado.

Curvo Colorimétrica de los Fracciones obtenidos

de lo electroforesis del extracto de Onchocerca

En lo foto No. 5, se ilustro todo el aparato utilizado paro

lo reacción de Electroforesis en Bloque, lo fuente de poder, lo
bandeja utilizado, con sus respectivos electrodos conectad", a 15
pri mero"

)

i,

0.50

0.49
0.48

0.47

0.46

0.45
e

0.44

0.43

0.42

:.(0.41
E .

8
0.40

" o 39. .
~ 0.38
Po
o 0.37

"~ 0.36
.~ 0.35

~ 0.34

0.33

0.32

0.31
0.30

0.29

-1

Lo foto No. 4, ilustro bandos de precipitación muy evide!
tes, en el centro se depositó suero de conejo-anti-oncocerco

"en lo periferie cuatro pocitos conteniendo el extracto elaborado.
Lo nitidez de lo reacción es evidente.

14
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0.27
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Nos. de Fracciones
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Foto No. 5. .

Aparato de Electroforesis en Bloque,

la fuente de poder, la bandej a utili-

zada con sus. respectivos electrodos.
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VIII. DISCUSION

Elpresente trabajo contribuye al análisis de antígenos de
Hocercavolvulus. El hecho de que el extracto de O. volvu-

separe electroForéticamente, Faci lita el aislamiento de
ianes ricas en antígeno para su estudio posterior. A u n q u e

mOSque en el Fraccionamiento realizado, la Fracción rica en
geno contiene otros componentes que se comportan electroFo
ame"te igual.

Eluso de suero de conejo-anti-oncocerca, Facilito la ¡den
ación de les Fracciones que conti enen la mayor cantidad d;
genos, el hecho de utilizar suero de conejo anti-oncocerca,
sta reacción, podría adversarse, pensando que el e o n e j o
tifica antígenos en una Forma diFerente que el humano. Sin
arga,utilizando nuestra fracción rica en antígenos encontra-
anticuerpos precipitantes contra los mismos en el 100% de. ~

pacientes oncocercosos.

Este hallazgo en humanos es diferente del reportado por
elli y Gonzi51ez (15), quienes encontraron anticuerpos prec i-
nles contra la oncocercosis en un porcentaje muy bajo de p~
teso Creemos que la puriFicación del antígeno por el méto-

ae la electroForesis en bloque, es la responsable del aumento
iderable de reacciones positivas encontradas.

El hallazgo de que se mejora la calidad antigénica de un
racta al Fraccionario, por medio de la electroForesis en blo-
, Facilita a la vez, la evaluación de anticuerpos en pacien-
ancacercosos, que aparentemente no tienen nódulos.

Antes de descartar, si estos hallazgos tienen la ¡mportan-

17

- ~-~---



.... -

cia que creemos, deben hacerse estudios posteriores paro estobl
cer la especificidad de la reacción, ya que algunos autores hQ~
descrito reacciones cruzadas, principalmente con parásitos intes~
tinales.

.

18
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IX. CONCLUSIONES

1. Los extractos de Onchocerca volvulus pueden ser analiza-
dos utilizando el método de la Electroforesis en Bloque de
Pevikon, con lo cual se comprueba la hipótesis formulada.

2. En el análisis antigénico de los extractos de O. volvulus,
se puede utilizar suero de conejo-anti-oncocerca, como un
indicador de antigenicidad.

3. El fraccionamiento de antígenos de Onchocerca por el mé-
todo descrito, permite obtener una fracción rica en antíge
nos, que aumenta considerablemente el porcentaje de rea;;-
ciones serológicas positivas en pacientes oncocercosos.

-

4. El método de la inmunodifusión simple en gel de Agar, uti
lizando antígenos de O. volvulus, puede ser de utilidad e;;-

el diognóstico de esta enfermedad en individuos sospecho-
sos, que no tengan nódulos aparentes.

19
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X. RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones se S ', uglere:

1. Efectuar estudios
reacción.

pera establecer la especificidad de lo

2. C:ue se continue trabajando con 1 '

VIeron, especialmen t
as fraccIOnes que se obtu

e que se tra te d 'd " -
con la fracción rica en t~

e In uClr Inmunidad
an Igenos experimentalmente,

3. Para encontrar Puntos d "

f
e cruce de In ' d d '

e .ectuarse electroforesis en bl
munl a, podr"

mrntos intestinales Y t b . ,

oque a extractos de hel-

I f
ra alar os Por' d ' f "'
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