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. INTRODUCCION

Enfermedad de Robles u Oncocercosis, es una infeccidn
tejido subcuténeo, la piel y los ojos, debida a la pre
ermes adultos de Onchocerca volvulus y microfilarias,
ccién alérgica del hospedero.

) Guatemala existen tres zonas o focos oncocercosos: una
partamento de Huehuetenango, la segunda en los depar-
e Suchitepéquez, Sololé, Chimaltenango y Escuintlq,
a, en los departamentos de Guatemala y Santa Rosag;
es boscosas, de cultivos de sombra, principalmente fin-
afé. Los vectores més importantes son el Simulium ochra
le siguen el S. metallicum y el S. callidum.

n 1970 se calculaban 56,820 oncocercosos en el pals, -
| Manzo). Lo que demuestra la importancia epidemiolégi
ain corserva la oncocercosis en Guatemala.

mecanismos de defensa del hospedero en esta enferme-
han sido completamente estudiados, aunque existen ya va
ajos que han aclarado alguncs de sus aspectos.  La difi-
en el estudio de las reacciones inmunolégicas a la  infec-
or O. volvulus se debe a la poca informacién en cuanto a
iponentes antigénicos de este parésito.

El presente estudio pretende lograr la caracterizacidn de
nos y anticuerpos de Onchocerca volvulus, utilizando la
o de Electroforesis en Bloque, en un intento por conocer -
or forma la relacién hospedero=-parésito en esta enferme-



5 INVESTIGACIQ?QT:EOSCIg?g;:?LOGICAS SORS artritis reumatoide, usando globulina agregada segﬁr:n

; Lucasse. Concluyd, que no se pueden demostrar anti
£ cientemente especificos para recomendar el empleo
n las reccciones mencionadas . 4).

La Oncocercosis es una enfermedad que por su naturales
constituye un estimulo antigénico para el individuo que la
ga. Desde 1956, cuando Ridley, encontré que las pruebas
jacién del complemento, tienen valor especial para el despi
de enfermos de oncocercosis (1); sin embargo, dos afios més fa
de, 1958, La O.M.S. por medio de su Comité de Expertosen
cocercosis, demostraron que para las investigaciones epidem
gicas, no es recomendable recurrir a reacciones cuténeas
cadas con ayuda de antigenos procedentes de filarias, porg
tas pruebas carecen de especificidad, (2). Més tarde, 196
fialver en Venezuela, efectud reacciones de fijacion de ¢
mento, utilizando como antigenos, extractos de nédulos y
tos de vermes de O. guturosa (linealis), el filarido del ga
empleando extractos completos y fracciones protéicas. Y col
y6, que es necesario hacer evaluaciones cuidadosas sobre s
lidad, especificidad, posibilidad de reacciones Sutad
parasitosis, y relacién con estados alérgicos. (3).

. 1966 nos encontramos con tres aportes importantes, Wood

siderd que las reacciones de fijacién del complementoy
.neibilidad de la piel, "tienen considerable valor diag-
rticularmente en pacientes con infecciones ligeras, en
es dificil o imposible demostrar microfilaries”. (5). -
rrez Villegas, fue el primero que realizé reacciones de
el complemento en sueros de oncocercosos. (6). Sala=
Eccobar Gutiérrez y Calderén, estudiaron previamen
posicién porcentual de los grupos sanguineos O, A, B,
bitantes de la zona oncocercética de Oaxaca, paraen
e en el grupo O hubo menos oncocercosos que lo calcu
e en el grupo A habia més oncocercosos que lo previs-
saron que O. volvulus contiene un antigeno heteréfilo
\ de los enfermos. (7).

poco més tarde, 1969, Alfred A, Buck, Robert I.  An-
azuyoshi Kawata y James C. Hitchcock Jr., en estu-

Casi simultd i 1964 Cald Mé uados en pacientes oncocercosos en la Repiblica de El
si simultaneamente, e 6 ic ) ; ap e .
Hors ¢ SQIGEION SN VICALEy ntraron que las microfilarias en la orina se encuentran

tiendo .de O. volvulus, obtuvo antigenos que resultaron de B8 fladas estrechamente a la intensidad de las infecciones cuté-
potencia, para obtenerlos satisfactorios utilizé coadyuvantes;
ro ain asi, los tftulos no fueron satisfactorios. Efectud:
reaccién de antiglobulina humana en oncocercosos antes ¥
pués de producir la reaccién de Mazzotti con dietilcarbama
b) La precipitacién en gel, usando extractos de oncocercas
La reaccién de Boyden hecha con glébulos rojos sensibiliZ€
con extractos de oncocercas; d) Estudio de la inmunoadheré
semejante a la realizada por Newson en casos de  esquistos®!

sis; d) Absorcién comparada de sueros de oncocercosos y dé

fminadas por conteo de microfilarias en raspado de piel,
stancia de las residencias de los habitantes del Rio Lin,

Iih'ubifut permanente para el Simulium damnosum en el -

década de los setenta, Varges 1973, sugirid, el uso
os marcados con radioisétopos que se  fijaran en los
as, fuente de antigenos, uso de ultrasonido y - cente-
(). Un afio después 1974, Daniel Luis Vargas, efec-




tud estudios de fijacién del complemento, eosinofilia, p
de alergia cuténea y el relativo a que la Oncocercosis fg
antigeno heterdfilo correspondiente al tipo A de los grupo
neos. Propuso la utilizacién de anticuerpos marcados con
rial radiactivo para localizar filarias u oncocercomas de
localizacién. (10).

Finalmente, en 1975, Maselli y Gonzélez, encontrap
que los extractos de filaria y microfilaria son capaces de
la formacién de anticuerpos especificos precipitantes ta
ganismo humano como en animales de experimentacidn.
ron 50 pacientes y encontraron Gnicamente dos reacciones
cipitacidn positivas, por lo que consideraron que el mét
precipitacién en gel de agar para el diagnéstico de  Onc
sis no es practico, porque reporta muchos resultados falsos
tivos. Demostraron, que existen anticuerpos contra O.
en pacientes con Oncocercosis. (11).

OBJETIVOS

medio de la Técnica de Electroforesis en Bloque se in
ar la caracterizacién de antigenos y anticuerpos de
 volvulus .




IV. JUSTIFICACIONES V. HIPOTESIS

Dada la importancia epidemiolégica de la Oncoc

la escasa investigacidn en el campo inmunolégico de esta anticuerpos de Oncho-
medad, se justifica la realizacién del presente estudio,
ramos contribuya a comprender la enfermedad y su posible.

trol inmunoldgico.

caracterizacidn de antigenos y

i écni is en
ulus, T es posible por la técnica de Electrofores




Vi. MATRRIAL Y METODOS

el método de electroforesis en bloque, descrito  por
ter. (13).. Se procedié de la siguiente manera:

aracién del polvo de Pevikon:

Obtencibn de extracto de O. volvulus: les oncocere
fueron proporcionados por la Brigada Nacional Anti-Oncog,
sis, estos nédulos fueron disecados en el Laboratorio Myl
plinario de Fase 11, de la Facultad de Ciencias Médicas. |
nédulos se extrajeron las filarias adultes y microfilarias, un
separadas, se procedid utilizando la técnicas de Conrath
modificada por nosotros, de la siguiente manera:

. . . »
Se lava con agua desionizada 4 veces; después que el

b material ha sedimentado, se decanta el supernadante.

= lava'2 veces el Pevikon sedimentado con Barbital di
ido 1:2 (1 parte de Barbital 0.1 M pH 8.6 +1 parte

de agua desionizada).

a. A é6.5ml. de Fosfato sédico de Barbital, pH 7.4 se ag 3. Luego se descarta todo el supernadante, dejando Gnica
ron 130 mg. de parésito desecado en frio. mente el Pevikon sedimentado.

b. Se trituraron los parésitos hasta que Gnicamente ‘
piezas de cuticula quedaron intactas . Preparacién del Bloque de Pevikon:

c. Se decantd la suspensién del antigeno en un tubo deé

d e corta una pieza de parafilm, que puede encajar
yo con tapa de rosca. .

tro de la bandeja a utilizarse, se dejan dos alas pa
ubrir el blogue una vez esté preparado, esto es pa=

d.  Se lavé el triturado con 2 ml. de fosfato sédico de ra impedir que se seque durante la reaccion.

tal pH 7.4 y se agregd a la suspensidn.
e colocan electrodos de papel estafio en los extremos,

e. Se incubd a 4°C, por 18 horas. eben ser de 3/4 de pulgada, al tope del parafilm.

f.  Se calentd en un bafio de agua a 56°C por 4 hores. e vierte el Pevikon con la ayuda de una espétula. Se
" gura que esté bien distribuido y que la superficie es

G Se centrifugd a 5,000 RPM por 30 minutos. 1€ lisa.

h.  Se distribuyé la solucién del sobrenadante opalescenté ‘Oportunamente se seca con papel filtro.

cantidades alicuotas.

La caracterizacién antigénica de O. volvulus se




Después de la Migracién:

1.

20

Preparacién de la Muestra: | pH 8.6, luego se centrifugan a 2,000 RPM por 10:mi

- P r
Los sobrenadantes se extraen con pipetas de us’reuf ;
i fi on
, guardan numerados en viales, (pequefios frascos con 1a
rosca), en refrigeracion.

Se dializa la muestra con Barbital toda una noch
to frio. Se utilizan 4 cm. del bloque para una m
1-2 ml.

Aplicacidn de la Muestra: 16n de Proteinas:

ol efecto se utilizé la técnica de Folin-Ciocalteu (14),

o de ensayo, se agrega:

Se corta un canal de 1 cm. de ancho a través del
pero dejando algo de material cerca de las paredes
pués con un poco de material removido y la mues
forma una pasta espesa y se aplica al canal.

2% NagCOgen NaOH

l° de una mezelcl de: 100 ml.

rado en el momento, o 3'1TI\:,"0*0 da; “Se
Lugar de Aplicacién de la Muestra: el orden dado) 1 ml. 27 d?o °

1 ml. 2% de CUSO4

Ya que el Pevikon no estd cargado, el lugar de ap
debe ser muy cerca del extremo negativo de la b
cm.). Después de aplicada la muestra, se cubre
con una capa de parafilm, se coloca en posicién
pia inmediatamente la carrera de migracion.,

de Reactivo de Fenol, diluido 1:3 con Agua Des-

s de cada fraccidn de los eloatos del Bloque de Pevi

La reaccién se hace en cuarto frio. Se trabaja la

a 200 volts . por 18 horas. endo los tubos. Se deja reposar 30

e ZC ten invirti 2 4
ezcla bien invi sidad bptica en

mperatura ambiente, y se lee la den
>témetro a 700 mu

Se abre la capa de parafilm. B 1560 e CuSO4.5H20 en 100 ml . de Agua

Cuidadosamente se remueve el parafilm y se coloca destilada.

dazo de papel o cartén marcado en secciones de 2
cortan secciones de 2 cm. y se coloca cadg una de
un tubo de teflén.

rtrato de Sodio: 2.37 g de N02C4H406.2H20 en
100 ml. de Agua Destilada.

n

A cada fraccién se agregan 4 m!. de Fosfato sédico

10 11




Vil. RESU LTADOS

Inmunodifusién Simple:

Para pruebas de control, se utilizé la Técnica de
difusidn simple. Para lo cual se prepararon placas de
con solucidn de Agar Noble al 1%, que son las que se
corrientemente en la Técnica de Inmunodifusién en Gel

resenfe investigacién se enconird, que los extrac=
rolvulus obtenidos en el laboratorio, son susceptibles

+lizando el método de la electroforesis en blogue.

réfica No. 1, se puede observar, que el contenido
este extracto se separa en 5 fracciones localizadasen

Suero de Conejo-Anti-Oncocerca:
6, 11, 13y 16 del bloque de Pevikon.

El suero de conej i
onejo—-anti- i
e jo-anti-oncocerca, fue proporci
. Alejandro Samayoaq, y se obtuvo inmunizando co
Zn extracto de oncocerca similar al empleado en el pres;
ajo. |

is repetido en dos oportunidades arrojé los  mis=
os, es decir que en ambas oportunidades se obtuvie-
lorimétricas similares, lo que comprueba la confia—

método .

andlisis inmunolégico de las fracciones de la electro
loque, se encontrd, que las porciones antigénicas del
graron hacia el catodo, concentrandose principalmen
citn No. 16. Con la foto No. 1, se puede obser—
das de precipitacion entre la fraccién No. 16y el sue-
o-anti-oncocerca, que se colocé en los pocitos opues
na de las diferentes fracciones.

accidn rica "en antigenos” (Fraccidn No. 16), se re-
on el suero de pacientes oncocercosos, encontrando re-
positivas en un total de 24 sueros utilizados, (100%).

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

ercosos en los pocitos periféricos, ¥, la fraccidn rica -
enos en el centro, en la cual se observan claras  bandas

tacidn en todos los casos, lo que demuesira que esta
ambién ocurre en humanos .

12 13




as Fracciones obtenidas

Curva Colorimétrica de I
e Onchocerca

Para asegurarnos de la pureza del extracto de O,
de la electroforesis del exiracto de

elaborado, es decir de su carencia de protéina humana,
do contaminarlo en el proceso de diseccién de los onco
se reacciond con suero de conejo—anti-humano y un suei
no X, foto No. 3, en la cual se puede apreciar clara
Gnicamente existen bandas de precipitacién con los poc
los cuales se depositd el suero humano X, o sea arribay
en el centro suero de conejo-anti~humano y a derecha e
da el extracto de oncocerca elaborado.

tes, en el centro se depositd suero de conejo-anti-oncao
en la periferie cuatro pocitos conteniendo el extracto
La nitidez de la reaccidn es evidente.

En la foto No. 5, se ilustra todo el aparato utili
la reaccién de Electroforesis en Bloque, la fuente de po
bandeja utilizada, con sus respectivos electrodos conect
primera,

—
1 2 34 56 7 8 910 1112 13 14-1516

Nos, de Fracciones

14 i




Esquema de FotoNo, 1, - I
Investigacién de Antigenos
en diferentes fracciones

(2,6,11, 13 y 16), utilizan
do suero de Conejo anti-on |
cocerca {pozos con letra &), | "

ot

o8

Esquema de Foto No, 2,

Bandas de precipitacién entre
(1) fraccidn rica en antigenos
y (2,3,4 v 5), sueros de pa-
cientes Oncocercosos; (6) sue.
ro de Conejo Anti-oncocerca.




/)

® ®

1

@

Esquema de Foto No, 3
Bandas de precipitacion
entre (1) Conejo anti-hu
mano y (2y 4 ) suero hy
mano X, (3 v 5) extrac—
to de Oncocerca,

@ LC ||®

Esquema de Foto No, 4,
Bandas de precipitacidn
entre (1) suero de Cone=
jo anti-oncoecerca y (2,
3, 4y 5) extracto de
Oncocerca,




Esquema de Foto No. 3
Bandas de precipitacién
entre (1) Conejo anti~hu
mano y(2y 4) Suero hy
mano X, (3 v 5) extrac—
to de Oncocerca,

@ {|®

Esquema de Foto No, 4,
Bandas de precimpitacién
entre (1) suero de coneje
anti-oncocerca y(2, 3,4
y 5) extracto de oncocer-
ca,




Foto No, 5, )
Aparato de Electroforesis en Bloque,
la fuente de poder, la bandeja utili-
zada con sus.respectivos electrodos.




Viil. DISCUSION

sente trabajo contribuye al anélisis de antigenos de
volvulus. El hecho de que el extracto de O. volvu-
e electroforéticamente, facilita el aislamiento de
ricas en antigeno para su estudio posterior. Aunque
se en el fraccionamiento realizado, la fraccion rica en
ontiene ofros componentes que se comportan electrofo
te igual .

so de suero de conejo-anti-oncocerca, facilita la iden
n de las frocciones que contienen la mayor cantidad de
el hecho de utilizar suero de conejo anti-oncocerca,
accibn, podria adversarse, pensando que el  conejo
antigenos en una forma diferente que el humano.  Sin
- utilizando nuestra fraccidn rica en antigenos encontra-
ficuerpos pracipitantes conira los mismos en el 100%  de
enfes oncocercosos .« 0

hallazgo en humanos es diferente del reportado por
y Gonzélez (15), quienes encontraron anticuerpos preci=
contra la oncocercosis en un porcentaje muy bajo de pa

Creemos que la purificacién del antigeno por el méto=
o electroforesis en bloque, es la responsable del aumento
rable de reacciones posifivaes encontradas .

El hallazgo de que se mejora la calidad antigénica de un
al fraccionarlo, por medio de la electroforesis en blo-
cilita a la vez, la evaluacién de anticuerpos en pacien-

ncocercosos, que aparentemente no tienen nédulos .

Antes de descartar, si estos hallazgos tienen la  importan-

L7




cia que creemos, deben hacerse estudios posteriores para

cer la especificidad de la reaccién, ya que algunos auto
descrito reacciones cruzadas, principalmente con parésitos
tinales.

IX. CONCLUSIONES

os extractos de Onchocerca volvulus pueden ser analiza-
utilizando el método de la Electroforesis en Bloque de
ikon, con lo cual se comprueba la hipétesis formulada.

| andlisis antigénico de los extractos de O. volvulus,
puede utilizar suero de conejo-anti-oncocerca, como un
dicador de antigenicidad.

fraccionamiento de antigenos de Onchocerca por el mé-
o descrito, permite obtener una fraccidn rica en antige
‘que aumenta considerablemente el porcentaje de reac
iones serolégicas positivas en pacientes oncocercosos.

método de la inmunodifusién simple en gel de Agar, uti
indo anfigenos de O. volvulus, puede ser de utilidaden
agnéstico de esta enfermedad en individuos sospecho—
que no tengan nddulos aparentes.

18 19
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