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Resumen.

El éxito de la respuesta inmune contra agentes infecciosos resulta de la
compleja interaccion entre el patdégeno y la capacidad del hospedero de
responder al mismo. Trabajos de campo realizados en zonas endémicas para
equinococosis quistica (parasitosis causada por el cestodo Echinococcus
granulosus) han sugerido que una proporcion importante de casos mostraria
regresion espontanea, reportandose la presencia de individuos sanos
seropositivos para antigenos de E. granulosus. En este sentido, se ha
propuesto que la resistencia/susceptibilidad frente E. granulosus puede estar
mediada, al menos en parte, por la respuesta humoral particular que
desarrolle cada individuo. En el presente trabajo se caracterizé el perfil de la
respuesta de anticuerpos totales y especificos contra antigenos de E.
granulosus en individuos potencialmente resistentes a la infeccién, asi como
en individuos con equinococosis quistica e individuos sanos, tanto residentes
en zona endémica (Caraguata, Tacuarembd) como en zona no endémica
(Montevideo). En dichos individuos se analizé la concentracion de anticuerpos
totales, el titulo de anticuerpos especificos y sus indices de avidez (en todos
los casos discriminando 1gG, IgA e IgM). Los resultados obtenidos sugieren
gue los individuos potencialmente resistentes desarrollarian respuestas
humorales especificas polarizadas hacia el isotipo IgG con indices de avidez

medios, complementadas con bajos titulos de IgA especificas pero de alta
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avidez. Asi, nuestros resultados apoyarian la hipotesis sobre la relevancia que
la respuesta de anticuerpos especificos contra E. granulosus tendria en la

resistencia o susceptibilidad de individuos residentes en zonas endémica.
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Introduccién

Desde los comienzos de la vida en la tierra han existido interacciones entre
los seres vivos. Estas influyen en la supervivencia de al menos una de las
partes, ya sea con caracter beneficioso para ambos individuos 0 como una
relacion ganancia/pérdida que permita a uno de los individuos utilizar al otro
en su favor, aunque esto signifiqgue la muerte de este ultimo. En este sentido,
los parasitos son un ejemplo interesante dado que utilizan al hospedero en su
propio beneficio, ya sea aprovechando sus desechos como nutrientes o

utilizadndolo para su reproduccion (pudiendo ocasionarle la muerte).

Las presiones evolutivas han llevado a los hospederos a desarrollar
respuestas de proteccion frente a los parasitos, y estas respuestas han
presionado a su vez a los parasitos a encontrar maneras de evadirlas. Desde
un punto de vista evolutivo, las primeras armas generadas por las células
eucariotas fueron los péptidos antimicrobianos (ejemplo, defensinas). Luego,
en animales inferiores aparece el sistema inmune innato (células y moléculas
especializadas en la neutralizacion y eliminacion de patégenos, tales como
macrofagos, neutréfilos y el sistema complemento); y finalmente, en los
vertebrados aparecio la respuesta inmune adaptativa (inmunidad mediada por
anticuerpos y citotoxicidad mediada por linfocitos T) (Abbas et al., 1995). En
consecuencia, algunas de las estrategias desarrolladas por los parasitos para

evadir la respuesta inmune del hospedero fueron la secrecion de proteasas
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capaces de degradar anticuerpos o moléculas del complemento (Chapman y
Mitchell, 1982; Mejri y Gottstein, 2009), la inhibicion de las vias de
sefalizacion de las células del hospedero (Stanley y Engwerda, 2007), la
inhibicién de la sintesis de citoquinas (McDowell y Sacks, 1999), la reclusién
anatoémica (Thompson, 1995; Handman, 1999; De Souza et al., 2010), entre

otras.

Infecciones por helmintos.

Los helmintos son parasitos metazoarios que actualmente afectan a un cuarto
de la poblacion mundial, produciendo en su mayoria infecciones cronicas
(Hotez et al., 2008). Los helmintos se pueden clasificar en 2 grandes grupos:
los neméatodos y los platelmintos. Las infecciones por nemétodos, tanto en
humanos como en el ganado, tienen un fuerte impacto en salud publica asi
como en pérdidas econdmicas. La Organizacion Mundial de la Salud estima
gue mas de 1.000 millones de personas en el mundo estan infectadas con
una o mas de las especies patdgenas principales (Trichuris trichuria, Asacaris

lumbricoides, Necator americanus y Ancylostoma duodenalis) (Artis, 2006).

Muchos parasitos helmintos tienen complejos ciclos de vida que involucran
varios hospederos. En los hospederos mamiferos los helmintos suelen crecer
extensivamente y diferenciarse con el fin de producir estadios que permitan la

transmision hacia el siguiente hospedero. Generalmente, el estadio
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responsable de infectar hospederos mamiferos es la larva, la cual debe migrar
hasta un nicho apropiado para poder crecer y reproducirse. Debido a que los
helmintos requieren distintos hospederos para completar su ciclo, deben
alojarse en sitios anatémicos de los cuales puedan salir (Macdonald et al.,

2002)

Echinococcus granulosus.

Ciclo de vida

Dentro del grupo de platelmintos se encuentran los cestodos, los cuales
requieren estrictamente de dos hospederos mamiferos para completar su
ciclo de vida. Echinococcus granulosus es un cestodo cuyo hospedero
definitivo (donde se desarrolla el gusano adulto) es generalmente un canido,
y su hospedero intermediario (donde se desarrolla la larva, quiste o
metacestodo) pueden ser varios ungulados (y accidentalmente humanos)
(Figura 1). El hospedero definitivo (carnivoro) se infecta por ingesta de
protoscoleces contenidos en quistes fértiles, los cuales se desarrollan
principalmente en las visceras del hospedero intermediario. Los protoscoleces
se desarrollan a gusanos adultos (de 3 mm de longitud) en el intestino del
hospedero definitivo, donde producen huevos. El hospedero intermediario
(herbivoro u omnivoro) se infecta por la ingesta accidental de huevos

dispersados por las heces del hospedero definitivo. Los huevos de este
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parasito son capaces de sobrevivir durante largos periodos en el

medioambiente (Thompson, 1995).

S~ o

to intestine
Protoscolex
from cyst /
Ingestion of cysis
{in organs) Definitive Host
{dogs & other canidag)

Intermediate Host
(sheep, goats, swine, etc.}

- - A\ = Infeciive Stage
Oncosphare hatches;

Hydatid cyst in liver, kungs. etc. penetrates intestinal wall A\ = Diagrostic Stage

Figura 1. Ciclo de vida de Echinococcus granulosus (Tomada de Moro y
Schantz, 2009).
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Equinococosis quistica

La infeccion por E. granulosus se denomina equinococosis quistica
(popularmente conocida como hidatidosis). Presenta una distribucién
cosmopolita y la transmision entre animales y humanos la clasifica como
zoonosis (Thompson, 1995). La equinococosis quistica humana presenta una
prevalencia mundial estimada en 6 millones de individuos infectados

(Siracusano et al., 2008).

Como se menciond previamente, el hospedero intermediario se infecta al
ingerir huevos producidos por el gusano adulto. Una vez ingeridos, los huevos
liberan los embriones (oncdésferas) que penetran la pared intestinal, viajan a
través de la sangre o la linfa, y quedan atrapados en los 6rganos internos,
donde se desarrollan en quistes. El estadio de quiste se desarrolla en érganos
internos del hospedero intermediario (principalmente higado y pulmones), y
esta compuesto por dos laminas: una interna (capa germinal) y otra externa
(capa laminar). La capa germinal esta formada por una fina estructura celular
gue limita una cavidad llena de liquido (liquido hidatico). El quiste se desarrolla
en forma unilocular esférica y turgente, creciendo mediante incrementos en
su diametro (Diaz et al., 2011). La capa germinal forma vesiculas proliferas
gue por gemacion interna generan protoscoleces (Thompson, 1995).

Separando la capa germinal de la matriz extracelular y de las células del
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hospedero se encuentra la capa laminar, una envoltura acelular rica en
carbohidratos. La capa laminar alcanza aproximadamente hasta 3 mm de
espesor y se describe como una matriz extracelular especializada, disefiada
evolutivamente para mantener la integridad fisica del quiste y para proteger
las células de la capa germinal de la respuesta inmune del hospedero. La
sintesis de la capa laminar ocurre justo al comienzo del desarrollo del quiste.
En este sentido, se reporté que oncosferas de E. granulosus desarrolladas in
vitro secretan material fibrilar 3 dias después de su activacion, aunque el
primer material que se asemeja a la malla madura de la capa laminar aparece
en el dia 6. Es probable que cuando el quiste se desarrolla a partir de
protoscoleces, que necesita ser reprogramado para el desarrollo reverso, la
formacion de la capa laminar se retrase, apareciendo in vitro
aproximadamente a los 28 dias o in vivo después de 20-40 dias (revisado por

Diaz et al., 2011).

En humanos (hospedero intermediario accidental), los quistes crecen
lentamente (de 1 a 5 cm de diametro por afo), pudiendo alcanzar en el higado
unos 20 cm. Con el tiempo se pueden formar septos internos y quistes hijos
que perturban el patron unilocular tipico de los quistes jovenes. En su
desarrollo pueden comprimir estructuras adyacentes, fisurarse, romperse 0
infectarse. Cuando accidentalmente un quiste fértil se rompe, se produce una

siembra de protoscoleces que pueden originar nuevos quistes (infeccion
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secundaria) dada la capacidad de los protoscoleces de evolucionar a quistes

en el hospedero intermediario (Thompson, 1995).

El espectro clinico de la equinococosis quistica en humanos es amplio,
pudiendo variar desde infecciones asintomaticas hasta severas y raramente
fatales. En la actualidad existen cuatro aproximaciones para el tratamiento
clinico de la enfermedad: cirugia, técnicas percutaneas, quimioterapia para
los casos de quistes activos, y la observacién permanente para los quistes
inactivos. La decision de cual aproximacion utilizar en cada paciente se basa
en el estadio del quiste, su tamafio y localizacion anatémica, y las co-

morbilidades potencialmente asociadas (Brunetti y Junghanss, 2009).

Respuesta Inmune frente infecciones por helmintos.

El sistema inmune se encarga de contrarrestar la invasién por patdogenos
microscoépicos (virus, bacterias, hongos y protozoarios) y macroscopicos
(helmintos y ectoparasitos). Si bien se comprenden con bastante detalle los
mecanismos de defensa contra patdégenos microscépicos, aun no se ha
alcanzado un nivel equivalente en el andlisis de la inmunidad contra parasitos
metazoarios. Los parasitos helmintos estan generalmente muy adaptados a
sus hospederos naturales; sin embargo, especies filogenéticamente
relacionadas a dichos hospederos e incluso ciertos genotipos del hospedero

natural, pueden ser resistentes a la infeccion. Las reglas que gobiernan la
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susceptibilidad y resistencia frente a parasitos helmintos estan comenzando
a esclarecerse a medida que se describen mejor los mecanismos tanto
innatos como adaptativos capaces de contrarrestar las infecciones por dichos
patdgenos. En los dltimos afios, se han reportado multiples e intricados
mecanismos de defensa contra helmintos, en particular el papel integral de
las células inmunes innatas como inductoras y efectoras en todas las etapas
de la infeccion (Anthony et al., 2007; Allen y Maizels, 2011). Las células
innatas han sido reconocidas como las principales productoras de citoquinas
claves (IL-4, IL-5 e IL-13) en el desarrollo de las respuestas candnicas del tipo
Th2 contra helmintos (Koyasu et al., 2010; Neill y McKenzie, 2011). El
estereotipo de inmunidad adaptativa contra helmintos abarca las células
efectoras Th2 y las células T reguladoras, las cuales minimizan la
patogenicidad pero pueden llegar a bloquear la expulsion del parasito (Taylor
et al., 2012). Las células B poseen un papel ambivalente, pudiendo actuar
tanto en detrimento (Harris y Gause, 2012) o a favor (Amu et al., 2010; Wilson

et al., 2010) de la inmunidad.

Durante una respuesta polarizada de tipo Th2, la IL-4 media el cambio de
clase en la respuesta de las células B hacia IgE, la cual se une a mastocitos
y basofilos via el receptor de alta afinidad para la porcion Fc de la
inmunoglobulina. La unién subsiguiente de la IgE con su antigeno especifico

induce la desgranulacion de los mastocitos y la liberacion de mediadores
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bioactivos solubles (Boyce, 2003). Sin embargo, en las infecciones por
Heligmosomoides polygrus o Nippostrongylus brasiliensis, ni las IgE ni los
mastocitos parecerian tener un papel esencial en el desarrollo de inmunidad
protectora (Madden et al., 2002). En cambio, los mastocitos pero no las IgE
son necesarios para la inmunidad protectora contra Trichinella spiralis
(Dawicki y Marshall, 2007). En estos casos, las citoquinas del perfil Th2 y otros
factores parecerian ser suficientes para la degranulacion de los mastocitos

(Anthony et al., 2007).

En infecciones por neméatodos, la IgM secretada es esencial para la expulsion
a tiempo de las filarias (Rajan et al., 2005). Este es el principal isotipo de
anticuerpos capaz de reconocer antigenos parasitarios en estadios larvales,
y podria ser producido de manera T-independiente. Teniendo en cuenta que
los macréfagos expresan receptores para la porcion Fc de la IgM, estos
anticuerpos podrian ser también importantes en la eliminacion de las filarias

por macrofagos (Shibuya et al., 2000).

Respuesta inmune contra E. granulosus.

La resistencia a la infeccion y la eliminacion de los helmintos no recae
solamente en un fenotipo celular particular o en un solo mecanismo molecular
de eliminacién, sino en un abanico de multiples vias de desarmado,

degradacion y dislocacion ("disable, degrade and dislocate™) del parasito
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llevando esto a su expulsion. Esta estrategia de eliminacion resulta exitosa
para varias infecciones por helmintos, pero en el caso de la equinococosis
quistica una vez establecido el quiste, ya no puede ser eliminado por el

sistema inmune (Zhang et al., 2012).

Las infecciones por helmintos se caracterizan por desencadenar respuestas
polarizadas de citoquinas de tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) con escasos o nulos
componentes de tipo Thl. El papel de estas respuestas en la interaccion
hospedero parasito permanece desconocido para muchas de estas
infecciones y no se correlacionan con resistencia en todos los casos (Baz et
al., 2006). Particularmente, en el caso de la infeccion en humanos por E.
granulosus se ha sugerido que las respuestas de citoquinas de tipo Th2 serian
responsables de la susceptibilidad a la enfermedad y se asociarian a los

estadios cronicos de la infeccion (Amri et al., 2009).

Estudios de la respuesta inmune adaptativa llevados a cabo contra E.
granulosus muestran que anticuerpos especificos contra antigenos de
oncosferas jugarian un papel importante en la eliminacion del parasito y serian
centrales en la respuesta inmune protectora (Dempster et al., 1992). Al
desafiar ratones con oncoésferas de E. granulosus, las primeras IgG contra
antigenos de oncosferas aparecen a las 2 semanas del desafio. Para ovejas
desafiadas con oncosferas, estas IgG aparecen a las 11 semanas (Yong et

al., 1984; Zhang et al., 2003). A pesar de que los niveles de anticuerpos contra
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oncosferas son bajos en etapas tempranas de la infeccion (Zhang et al., 2003)
los mecanismos para eliminar al parasito podrian involucrar reacciones de
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (Beardsell y Howell, 1984;

Rogan et al., 1992).

En humanos en la fase cronica de la infeccion, es frecuente encontrar niveles
elevados de anticuerpos, particularmente IgG, IgM e IgE (Dessaint et al.,
1975; Craig, 1986; Pinon et al., 1987; Daeki et al., 2000; Khabiri et al., 2006),
siendo 1gG1 e 1gG4 las subclases de 1gG predominantes (Aceti et al., 1993;
Wen y Craig, 1994; loppolo et al., 1996; Shambesh et al., 1997; Sterla et al.,

1999; Daeki et al., 2000).

Sin embargo, un 30-40% de los individuos con equinococosis quistica no
muestran niveles detectables de anticuerpos contra antigenos de liquido
hidatico, si bien en suero de muchos de estos pacientes es posible detectar
niveles variables de inmunocomplejos circulantes. Estos inmunocomplejos
podrian regular e inhibir la activacion y proliferacion de células B, tanto por
mecanismos T reguladores actuando directamente sobre las células B (Zhang

et al., 2012).

En el liquido hidatico se encuentra presente en grandes cantidades un
antigeno lipoproteico llamado antigeno B (AgB) el cual ha demostrado tener
caracteristicas inmunomoduladoras (Rigano et al., 2001; Mamuti et al., 2006).

A su vez, los niveles de subclases de IgG especificas contra AgB son buenos
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marcadores del status de la infeccidn, ya que titulos elevados de 1gG4 se
asocian con las fases evolutivas de la equinococosis quistica (quistes tipo I, Il
y Il segun clasificacion por ultrasonido), mientras que titulos elevados de
lgG1, 1gG2 e IgG3 se asocian con las fases involutivas de la enfermedad
(quistes tipo IV y V segun clasificacion por ultrasonido) (Daeki et al., 2000).
Una comparacion de la respuesta humoral de pacientes con infeccion primaria
con aquella de pacientes con recidivas mostré que estos Ultimos presentan
niveles mayores de IgE e IgG4 especificas contra liquido hidatico (Rigano et
al. 1995a; Rigano et al. 1995b; Rigano et al. 1996; Hernandez-Pomi et al.
1997). Asi, la informacion disponible sobre la respuesta humoral en pacientes
con equinococosis quistica sugiere que la calidad de las mismas (en términos
de isotipos y subclases de anticuerpos inducidas) podria condicionar el

desarrollo de la infeccidn.

A partir de estudios de campo se ha sugerido que una proporcion importante
de casos de equinococosis quistica mostraria regresion espontanea; es decir,
la exposicién a E. granulosus no siempre derivaria en el establecimiento de la
infeccion. Por ejemplo, Gavidia et al. (2008) demostraron que en la sierra
central de Peru si bien un 20% de la poblacion mostré ser seropositiva contra
antigenos de E. granulosus, solo un 3% presenté quistes confirmados por
ultrasonografia o radiografia. Resultados similares se obtuvieron en el oeste

de China, donde si bien el 26% de la poblacion mostro ser seropositiva para
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E. granulosus, solo se observdo una prevalencia de 43/100.000 casos

confirmados por cirugia (Zhang et al., 1994).

Trabajos realizados en diferentes partes del mundo describen estos mismos
resultados. Asi, en un estudio llevado a cabo por Shambesh et al. (1999) en
el norte de Libia, sobre un muestreo de 20.220 personas, un 1,7% fue
diagnosticado positivamente para equinococosis quistica. Paralelamente se
encontré que el 11,2% de los individuos sin imagen quistica compatible
resultaron seropositivos contra antigenos de E. granulosus. En este mismo
trabajo también se reporté que solo el 69% de los individuos diagnosticados
con equinococosis quistica fueron seropositivos contra liquido hidatico por
ELISA. En Turquia, un 13,2% de 750 individuos resultaron ser seropositivos
contra antigenos de E. granulosus , y un 0,8% de 250 individuos presentaron
imagen quistica compatible por ultrasonido (Arda et al., 2009). Asi también,
en Yirka (Israel) 68 de 758 individuos examinados (0,9%) resultaron ser
seropositivos contra antigenos de E. granulosus , de los cuales 59 fueron
examinados por ultrasonido en la zona abdominal y rayos X. Solamente 13
fueron diagnosticados positivamente (n=7) o poseian historia clinica de

equinococosis quistica (n=6) (Nahmias et al., 1991).

En Uruguay, concretamente, varios estudios mostraron resultados en
consonancia con los antes mencionados. Por ejemplo en un trabajo realizado

por Bonifacino et al. en 1991, se analizaron individuos de las zonas de
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Paysandu, Rivera y San José, se reportd que 17 de las 420 personas
examinadas (4,05%) poseian anticuerpos contra liquido hidatico. De los 17,
solo 13 pudieron completar los estudios, hallandose solamente 4 individuos
(0,95%) con equinococosis quistica. En otro estudio llevado a cabo en la zona
rural de La Paloma (Durazno) Cohen et al. (1998) encontraron que, luego de
realizar una sonografia abdominal al 82,2% de la poblacion residente, un 3,6%
fueron diagnosticados con equinococosis quistica. Ademas, un 2% poseia
historia clinica de equinococosis quistica. Tomando ambos resultados se
concluy6é que un 5,6% de la poblacidén residente estuvo infectada con E.
granulosus. El 67% de los diagnosticados resultd ser seropositivo mediante
ELISA contra liquido hidatico o antigeno B purificado y un 0,36% del total de
individuos analizados resultaron ser seropositivos a pesar de no poseer

imagen compatible con quiste hidatico.

Por otro lado, Hernandez et al. (2005) encontraron que en Caraguata
(Tacuarembd) un 8,9% de los individuos examinados poseian IgG especificas
contra antigenos de E. granulosus, mientras que solamente un 0,8% poseia
imagen por ultrasonido compatible con quiste hidatico. Estos datos
epidemioldgicos en su conjunto podrian sugerir que no todas las exposiciones

a E. granulosus derivarian en la formacion de quistes hidaticos.
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Contexto y punto de partida.

El presente trabajo es una continuacion del estudio epidemiolégico realizado
en la region de Caraguaté del departamento de Tacuarembd (Figura 2) por
Hernandez et al. (2005). Estudios previos realizados por el Hospital Regional
de Tacuarembd mediante el analisis de 13.000 ecografias, mostraban que
Caraguata era una zona endémica para hidatidosis (1% de residentes
infectados), y por ello Hernandez et al. (2005) determinaron la prevalencia de
equinococosis quistica en individuos residentes en Caraguaté analizando: a)
la reactividad de IgG séricas especificas contra antigenos de E. granulosus
por ELISA, y b) imagenes obtenidas por ultrasonido de cavidad abdominal.
Aquellos individuos con imagen primaria compatible con quiste hidatico fueron
luego reexaminados en el Hospital Regional de Tacuarembo6 mediante: a) una
nueva ecografia, b) radiografia de térax y c) tomografia computarizada axial
para caracterizacion quistica. Los antigenos de E. granulosus utilizados en
los estudios serologicos fueron: a) antigenos crudos de E. granulosus (EgAQ),
y b) antigeno B purificado (AgB). Ademas, para discriminar entre sueros
positivos para E. granulosus y sueros con reactividad cruzada, se utilizaron:
a) antigenos de oncosferas de Taenia hydatigena (ThAQ), y b) antigenos de

excrecion/secrecion de Toxocara canis (TxAg) (Hernandez et al., 2005).
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El estudio epidemioldgico descrito por Hernandez et al. (2005) abarco nueve
pueblos de la regién de Caraguata (Las Pajas, Rincon de Pereira, Cerro de
Pereira, Las Chircas, Minuano, Las Toscas, Cuchilla de Caraguat4, Caraguata
al Sur, Clavijo) ubicados aproximadamente a 120 Km de distancia de la ciudad
de Tacuarembd, y se realiz6 en dos etapas: una primera salida de campo en

el aflo 1998 y una segunda salida en el afio 2000.

Figura 2. Mapa de Uruguay. Se destaca la ubicacion del departamento de
Tacuarembd (en naranja) y la zona de Caraguata (circulo negro). En verde se
indica el departamento de Montevideo (zona no-endémica).
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Los resultados obtenidos del analisis sonogréafico de la primera salida de
campo (afio 1998) mostraron que 4 de 480 individuos examinados (0,8%)
presentaban imagen compatible con quiste hidatico. Los estudios serolégicos
sobre 305 muestras individualizadas (provenientes de los 480 individuos
examinados por sonografia) mostraron que 27 (8,8%) exhibian titulos
significativos de IgG especificas contra EgAg, a pesar de carecer de imagen
compatible con quiste hidatico. Este grupo de individuos fue denominado
“grupo normal por ultrasonido”. Estos sueros se ensayaron ademas contra
AgB purificado, teniendo en cuenta que este es un antigeno parasitario
género-especifico (Maddison et al., 1989). Asi, 9 muestras (33%) mostraron
reactividad frente a AgB. Posteriormente, los sueros de estos 27 individuos
fueron analizados contra ThAg y TxAg obteniéndose que 18 (67%) mostraron
reactividad contra al menos uno de los dos antigenos. A su vez, 3 de los 9
sueros que mostraron reactividad frente a AgB también exhibian titulos
significativos de 1gG contra al menos uno de los antigenos ThAg y TxAg.
Unicamente 4 de los 27 sueros de los individuos del “grupo normal por
ultrasonido” (15%) no mostraron reactividad frente a AgB ni a ninguno de

estos dos antigenos parasitarios.

En la segunda salida de campo (afio 2000) los resultados obtenidos mostraron
gue 3 de 260 individuos (1,1%) tenian imagen compatible con quiste hidatico.

A su vez, se obtuvieron muestras de sangre de 20 de los 27 individuos del
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“grupo normal por ultrasonido” de forma tal de hacer un seguimiento de la
respuesta de IgG especificas 2 afios después del primer estudio (1998). En
este segundo analisis se encontré que 9 de 20 sueros mostraron reactividad
frente a EgAg. Sin embargo las otras 11 muestras mostraban un titulo de IgG
por debajo del umbral. El analisis sonografico del “grupo normal por
ultrasonido” en la segunda instancia mostré6 que solamente uno de los
individuos poseia multiples imagenes compatibles con quistes hidaticos
calcificados en el higado y bazo, las cuales fueron confirmadas mediante

tomografia computarizada axial.

Es importante mencionar que Garcia et al. (2001) reportaron que individuos
residentes en zonas endémicas para Taenia solium mostraron una respuesta
de anticuerpos especificos transitoria contra antigenos parasitarios. Estos
anticuerpos transitorios podrian formarse a partir de la exposicion al patégeno
sin el desarrollo de la enfermedad, o en una respuesta humoral exitosa frente
a la infeccion, disminuyendo el titulo rapidamente una vez que la infeccién
fuera resuelta. Asi, Herndndez et al. (2005) propusieron que este mismo
mecanismo podria aplicarse para E. granulosus teniendo en cuenta que
aproximadamente el 60% de los individuos del “grupo normal por ultrasonido”
resultaron ser seronegativos 2 afios después. Asimismo, sugirieron que las
IgG especificas contra AgB en suero de individuos “normales por ultrasonido”

podria contribuir a la resistencia adquirida frente a equinococosis quistica.
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Finalmente, los resultados de Hernandez et al. (2005) sugieren que los
humanos podrian desencadenar una respuesta de anticuerpos
potencialmente capaz de limitar el desarrollo del quiste generando resistencia
a la infeccién. Asi, se reforzaria la idea de que no todo desafio natural con
oncosferas de E. granulosus desencadena el establecimiento de la infeccion.
Sin embargo la escasa comprension de la interaccion hospedero-parasito en
humanos con equinococosis quistica que existe hasta el momento, deja dicha

sugerencia en un plano meramente hipotético.
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Hipoétesis vy Objetivos

Hipodtesis de trabajo.

La resistencia/susceptibilidad frente E. granulosus podria estar mediada, al
menos en parte, por la respuesta humoral particular que desarrolle cada

individuo en términos de calidad (isotipos y avidez) e intensidad de la misma.

Objetivo General.

Analizar las caracteristicas de los anticuerpos especificos contra antigenos de
E. granulosus en individuos potencialmente resistentes a la infeccion

residentes en zona endémica.

Objetivos especificos.

Analizar en forma comparativa en individuos potencialmente resistentes a la

infeccion por E. granulosus y en los individuos de los grupos control:

1.- La concentracion sérica de 1gG, IgM e IgA totales.

2.- El titulo de IgG, IgM e IgA sérico especifico contra antigenos somaticos de

protoscoleces.

3.- El indice de avidez de las IgG, IgM e IgA séricas especificas contra

antigenos somaticos de protoscoleces.
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Materiales y métodos

Muestras de suero humanas.

Los sueros utilizados fueron obtenidos por Hernandez et al. (2005) en el
estudio llevado a cabo en la zona de Caraguata (Tacuarembo) endémica para
E granulosus y almacenados en la Catedra de Inmunologia. Por informacion
adicional sobre la aprobacion ética del estudio ver Hernandez et al. (2005).
En paralelo, se obtuvieron muestras de suero de voluntarios sanos residentes

en la ciudad de Montevideo (zona no endémica).

Las muestras se dividieron en 4 grupos:

1) Sueros de individuos residentes en zona endémica con serologia positiva
e imagenologia no compatible con quiste hidatico (n=15). En el presente
trabajo este grupo se denomind Grupo Potencialmente Resistente.

2) Sueros de individuos residentes en zona endémica con serologia positiva
e imagen quistica compatible y confirmada por cirugia(n=6). En el presente
trabajo este grupo se denominé Grupo Infectado.

3) Sueros de individuos residentes en zona endémica con serologia negativa
e imagenologia no compatible con quiste hidatico (n=12). En el presente

trabajo este grupo se denomind Grupo Control Zona Endémica.
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4) Sueros de individuos saludables residentes en zona no endémica (ciudad
de Montevideo) presumiblemente no infectados con E. granulosus (n=14). En
el presente trabajo este grupo se denomin6 Grupo Control Montevideo.

En la Tabla 1 se muestra el resumen de datos sobre los individuos de cada

grupo y en la Tabla 2 la descripcion detallada de cada individuo.

Tabla 1. Caracteristicas de los grupos en estudio.

Grupo Potencialmente Grupo Grupo Control Grupo Control
Resistente Infectado | Zona Endémica Montevideo
Sexo (F/M) 132 33 a6 77
Edad (afos) 9-60 12-78 11-71 16-53
Individuos
Serologia + - - sanos de zona
no-endémica
Irn:ag-en i CDF‘IFII:ITIE!I:]EI i no infectadas
quistica por cirugia
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Tabla 2. Caracteristicas de los individuos de los cuatro grupos en estudio.

Grupo Potencialmente Resistente Grups Control Zons Endémica
Edad Edad
Muestra | Sexo (afos) Lugar de residencia Muestra | Sexo (afios) Lugar de residencia
c1 F 11 Caraguata (Tacuarembd
Al F 9 Caraguata (Tacuarembd) g - { ‘)
" 15 _ _ c2 M 12 Caraguats (Tacuarembd)
A2 Caraguata (Tacuarembd) c3 E 31 Caraguath (Tacusremb)
AZ F 2 Caraguata (Tacuarembd) C4 F 32 Caraguats (Tacuarembd)
A4 F 23 | caraguatd (Tacuarembd) CSs M 34 Caraguata (Tacuarembd)
AS M 23 Caraguata (Tacuarembsd) C6 M 3 Caraguata (Tacuarembd)
F 35 3 g
Ab F 24 Caraguata (Tacuarembd) C7 Caranuat.? {Tacuaremth?)
F 28 _ _ CH F 45 Caraguata (Tacuarembd)
AT Caraguata (Tacuarembd) co M =0 Caraquath (Tacusrembd)
AR F 29 Caraguata (Tacuarembo) .10 M 57 Caraguats (Tacuarembd)
AS M 30 Caraguatd (Tacuarembd) c.11 F 66 Caraguata (Tacuarembd)
A.10 F 32 | raraguata {Tacuarembd) ciz M 7 Caraguata (Tacuarembd)
Adl F 40 Caraguata (Tacuarembsg)
Grupo Control Montevideo
A.12 F 43 Caraguata (Tacuarembd) Edad
P 50 ] ] Muestra | Sexo fic Lugar de residencia
A3 Caraguata (Tacuarembd) (afios)
F 16 Ciudad de Montevid
A4 F 60 Caraguata (Tacuarembd) 0.1 i - co
£ 0 ] ] 0.2 M 17 Ciudad de Montevideo
A.15 Caraguata (Tacuarembd) 03 F 21 Cludad de Montevideo
D4 M 22 Cludad de Montevideo
Grupo Infectado 0.5 M 24 Ciudad de Montevideo
Muestra | Sexo Eg:d Lugar de residencia D.6 M 25 Cudad de Montevideo
(afios) 0.7 M 26 Cludad de Montevideo
B.1 F 12 Caraguatd (Tacuarembd) D.8 F 28 Ciudad de Montevideo
B.2 M 35 Caraguata (Tacuarembd) D.9 M 30 Cudad de Montevideo
5.3 . . s ‘(T b .10 F 37 Cludad de Montevideo
. k
raguata (Tacuarembo) p11 | F | 47 Ciudad de Montevideo
B.4 M 39 Caraguata (Tacuarembd) .12 F 53 Ciudad de Montevideo
B.5 F [ Caraguata (Tacuarembd) 013 M 21 Cludad de Montevideo
B.6 M 78 | Caraguatd (Tacuarembd) D.14 F 25 Ciudad de Montevideo
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Preparacién de antigenos soméaticos de protoscoleces.

Los protoscoleces se obtuvieron por puncion aséptica de quistes hidaticos
bovinos fértiles segun Baz et al. (1995). Los parasitos se lavaron varias veces
con buffer fosfato salino (PBS) pH 7.2 conteniendo gentamicina (40 pg/mL).
Los antigenos soméaticos de protoscoleces (SPE) se obtuvieron mediante
ruptura por ultrasonido segun Baz et al. (1995). El sobrenadante obtenido se
filtré a través de una membrana estéril de 0.22um y se almacené a -20°C
hasta su uso. La reproducibilidad de la obtencion de SPE se analiz

comparando la relacion carbohidratos-proteinas.

Determinacion del contenido proteico en SPE.

La concentracion proteica se determin6 empleando el método del &cido
bicinconinico (Kit QuantiPro BCA Assay, Sigma) siguiendo las instrucciones

del fabricante y utilizando albumina sérica bovina (BSA) como estandar.

Determinacion del contenido glucidico en SPE.

El contenido en carbohidratos se determin6 de acuerdo a White & Kennedy
(1986) con algunas modificaciones. Brevemente, se prepararon 8 diluciones
seriadas del estandar Dextrano T-2000 (entre 800 y 25 yg/mL en PBS), asi

como diluciones adecuadas de SPE en PBS. Se sembraron 40 pL por pocillo
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de cada dilucién de SPE y del estandar en una placa de microtitulacion de 96
pocillos, y se dispensaron 160 uL por pocillo de resorcinol 2 mg/mL en H2SO4
(cc), mezclando suavemente. Luego se incubd a placa en camara humeda
durante 40 minutos a 80°C en bafio de agua. Finalmente, la placa se enfrié
rapidamente en hielo, se agitd suavemente y se determiné la absorbancia a
492nm en un espectrofotometro para placas (Titertek Multiscan Plus,

Finlandia).

Cuantificacion de proteinas séricas totales: método de Bradford.

La concentracion de proteinas totales en cada muestra de suero, se cuantifico
segun el método de Bradford. Muy brevemente, se dispensaron 10 pL/pocillo
de estandar para sistemas automatizados (CFAS: Calibrator for Automated
Systems) en placas de microtitulacion, en diluciones seriadas (3:4) en PBS
(por duplicado) partiendo de una concentracion de 800 pg/mL. A su vez, se
dispensaron 10 pL/pocillo de cada muestra en 4 diluciones seriadas al medio
en PBS, partiendo de 1/500. Luego, se agregaron 200 uL/pocillo del reactivo
de Bradford (Azul de coomasie G-250), se incubé la placa a temperatura
ambiente durante 5 minutos y finalmente se midi6 la absorbancia a 595 nm
empleando un espectrofotometro para placas (Titertek Multiscan Plus,

Finlandia).
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Cuantificacién de proteinas séricas totales: método de Biuret

automatizado.

La concentracidon de proteinas totales en cinco muestras de suero se
determind por el método de Biuret. Muy brevemente, en una cubeta para
analizador automatico Wiener Lab. se dispensé primero 3 pL de suero y luego
120 pL de Reactivo A (NaOH 600mM, KNaC4H40s 127,6mM). Tras incubar
por 120 segundos a 37°C se ley6 la absorbancia a 540 nm de longitud de
onda primaria, y 700 nm de longitud de onda secundaria. Luego se agregaron
40uL de Reactivo B (NaOH 600mM, KNaCsH4Os 127,6mM, KI 120mM,
Cu2S0Os4 48,9mM), y tras incubar durante 300 segundos, se leyo la
absorbancia a 540nm de longitud de onda primaria, y 700nm de longitud de
onda secundaria. La concentracion proteica fue autométicamente calculada

por el analizador.

Cuantificacion de IgG, IgM e IgA totales.

La concentracién total de IgG, IgM e IgA en los sueros se determind por
Inmunodifusién Radial (IDR). Para ello se utilizaron placas de 12 pocillos
especificas para cada isotipo (Diffu-Plate, Biocientifica SA, Argentina). Se
sembraron 5uL/pocillo de muestra entera, se incubaron las placas durante

48/72 horas a temperatura ambiente (segun instrucciones del fabricante para
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cada isotipo), y finalmente el halo de precipitacion se determiné en forma
manual. La concentraciéon total de cada isotipo se obtuvo a partir de una
relacion entre el diametro del halo y la concentracidon de inmunoglobulinas

proporcionada por el fabricante.

Titulacidén de Anticuerpos especificos contra SPE.

El titulo de 1gG, IgM e IgA sérica especifica contra SPE se determiné por
ELISA. Brevemente, placas de microtitulacién de 96 pocillos se sensibilizaron
con 100uL/pocillo de SPE (10 pg/mL en proteinas) en PBS incubando durante
toda la noche a 4°C en cémara humeda. Luego de descartar los
sobrenadantes, las placas se lavaron con 200uL/pocillo con PBS-T (0,05%
v/v) incubando 5 minutos. Después de bloquear las placas con 200uL/pocillo
de PBS-Suero Fetal bovino 1% (v/v) (PBS-FCS), incubando durante 1 hora en
camara humeda a temperatura ambiente, se lavaron dos veces con
200uL/pocillo de PBS-T y posteriormente se dispensaron 100uL/pocillo de los
sueros diluidos en PBS-FCS-T en diluciones seriadas desde 1/100 (por
duplicado). Tras incubacion durante toda la noche a 4°C en camara humeda,
descarte de los sobrenadantes y lavado con PBS-T, se dispensaron
100uL/pocillo de antisueros especificos para cada isotipo, conjugados a
peroxidasa (anti-suero de conejo anti-lgG(humana), anti-suero de cabra anti-

IgM(humana), anti-suero de cabra anti-IgA(humana)) todos diluidos en PBS-
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FCS-T. Luego de una incubacién por 1 hora en camara humeda a 37°C,
lavado con PBS-T y PBS, se dispensaron 100 pL/pocillo de solucion de
revelado (orto-fenilendiamina 0.4 mg/mL en buffer fosfato citrato 50mM pH 5.5
como cromogeno con H202 al 30% como sustrato). Finalmente, luego de una
incubacion de 15/30/45 minutos (para IgG, IgM e IgA respectivamente) en
camara humeda a temperatura ambiente y en oscuridad, la reaccién se detuvo
con 50 pL/pocillo de H2SO4 1N y se midié la absorbancia a 492 nm en un
espectrofotometro para placas (Titertek Multiscan Plus, Finlandia). El Titulo
se definié como la dilucion a la cual la absorbancia corresponde al 50% de la

absorbancia de la muestra diluida 1/100.

Determinacion del indice de avidez de los anticuerpos especificos contra

SPE.

El indice de avidez de IgG, IgM e IgA sérica especifica contra SPE se
determind por ELISA con elucion caotropica (Pullen et al., 1986). Brevemente,
placas de microtitulacion de 96 pocillos se sensibilizaron y bloquearon como
se mencion6 anteriormente. A continuacién se dispensaron 100uL/pocillo de
los sueros adecuadamente diluidos en PBS-FCS-T en 6 pocillos. La dilucion
de trabajo para cada muestra se determiné en base a las curvas de titulacion
obtenidas para cada isotipo, eligiéndose la primera dilucién fuera de la zona

de saturacion. Tras incubacién durante toda la noche a 4°C en camara
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himeda, descarte de los sobrenadantes y lavado con PBS-T y PBS, se
dispensaron 100uL/pocillo de KSCN en PBS a distintas concentraciones (0.1,
0.5, 1.5y 4.0 M). Luego de una incubacién por 30 minutos a temperatura
ambiente en cdmara humeda, descarte de los sobrenadantes y lavado con
PBS-T, se dispensaron 100uL/pocillo de los antisueros especificos para cada
isotipo conjugados a peroxidasa mencionados anteriormente, todos diluidos
en PBS-FSC-T. Luego de una incubacion por 1 hora en camara hiumeda a
37°C, lavado con PBS-T y PBS, se revel6 de la misma manera ya
mencionada, midiendo la absorbancia a 492 nm en un espectrofotometro para
placas (Titertek Multiscan Plus, Finlandia). El indice de avidez se definié como
la concentracion molar (M) de KSCN a la cual la absorbancia disminuye al

50% con respecto a la muestra en ausencia de KSCN.

Andlisis estadistico.

Para evaluar diferencias significativas (p <0.05) entre los grupos en estudio,

se utilizo el test U de Mann-Whithney.
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Resultados

Cuantificaciéon de proteinas totales.

Teniendo en cuenta que los sueros a utilizar en este trabajo estuvieron
almacenadas por mas de 10 afios, se determind la concentracion de proteinas
totales utilizando el método de Bradford, como primera aproximacion para
comprobar el estado de conservacion de las muestras. El rango normal de
concentracion de proteinas totales en sueros de individuos adultos oscila
entre 6.4 y 8.3 g/dL (Pagana y Pagana, 2010). Sin embargo, existen ciertas
variaciones asociadas principalmente al género y la edad, las cuales fueron
contempladas en los analisis. La cuantificacion de proteinas totales por
Bradford se determiné en 45/47 individuos ya que 2 muestras del Grupo
Control Montevideo fueron incluidas posteriormente a este estudio. Los
resultados obtenidos muestran que la concentracion proteica fue mayor al

rango normal en 38 individuos (Figura 3).

Sebastian Miles 2015 30



Analisis cuanti-cualitativo del perfil isotipico de la respuesta de anticuerpos en
individuos potencialmente resistentes a la infeccion por Echinococcus granulosus.

40
A
~ ° =
-
5 304 A
2
i © v
2 oo A
a 0 A v
R I e B
2 A
(8]
£ 0o o N v
c
o 107,000 A T e
[§) m] \Av :
Jroeees T Vo ¥ee- 6.4

Grupo Grupo Grupo Grupo
potencialmente infectado control control
resistente zona Montevideo
endémica

Figura 3. Proteinas totales en suero determinadas utilizando método de
Bradford. El contenido proteico en suero de las muestras fue cuantificado por
el método de Bradford. El grafico muestra los valores individuales (g/dL) y las
lineas sélidas horizontales representan los valores de la mediana de cada
grupo. Las lineas punteadas horizontales muestran el rango normal de
proteinas en suero (6.4 - 8.3 g/dL).

Teniendo esto en cuenta, se procedié a analizar algunas de las muestras
utilizando el método de Biuret automatizado (método de rutina utilizado en
laboratorios de analisis clinicos). Debido a que nuestro laboratorio no cuenta
con un analizador automatico, algunas muestras cuidadosamente
seleccionadas fueron enviadas para su andlisis en un Laboratorio de Analisis
Clinicos. El criterio de seleccidon de las muestras consistio en tratar de cubrir

un rango amplio de concentracién proteica con los resultados obtenidos
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empleando el método de Bradford. Asi, se seleccionaron cinco muestras del
Grupo Control Zona Endémica: 1) dos con valores de concentracion proteica
altos, 2) dos con valores de concentracion proteica bajos, y 3) una con
concentracion proteica cercana a la mediana. Los resultados obtenidos
muestran que el valor de concentracion proteica determinado por el método
de Biuret automatizado fue similar en las cinco muestras y dentro del rango

normal (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacién de los valores de concentracion de proteinas
totales obtenidas por método de Bradford y Biuret automatizado. Cinco
muestras de suero de individuos Grupo Control Zona endémica se analizaron
por el método de Bradford y Biuret automatizado. Los valores de
concentracion de proteinas totales se muestran a continuacion. El rango
normal de proteinas en suero se encuentra entre 6.4 - 8.3 g/dL.

Concentracion de proteinas totales
(9/dL)
Muestra Método de Método de
Bradford Biuret
C.3 14.2 7.18
C4 37.2 7.94
C.6 9.9 7.24
C.8 15.0 7.88
C.9 33.2 7.55
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Estos resultados sugieren que los valores obtenidos por Bradford no
representarian el contenido proteico real de las muestras. A su vez, dado que
las 5 muestras analizadas por Biuret automatizado caen dentro del rango
normal de proteinas en suero (6.4 — 8.3 g/dL), y a su vez estas abarcaban el
rango mas amplio de los valores obtenidos por Bradford, asumimos que todas

las muestras podrian hallarse dentro del rango normal.

Cuantificacion de IgG, IgM e IgA totales.

Como segunda aproximacién para comprobar el estado de conservacion de
las muestras, realizamos una cuantificacion de 1gG, IgM e IgA totales y en
base a ello decidimos con cuales muestras continuariamos nuestro estudio.
La concentracion total de IgG, IgM e IgA en cada muestra se determind por
inmunodifusion radial (IDR). Los resultados mostrados en la Figura 4
muestran que el estado de conservacion de las muestras seria el apropiado
para proseguir con los estudios. Una de las muestras del Grupo
Potencialmente Resistente mostr6 no tener valores detectables de IgA total y

por esta razén esta muestra se excluyé de todos los ensayos posteriores.

Al analizar los valores obtenidos se observé que la mayoria de las muestras
de todos los grupos se encuentran dentro de los rangos normales de
concentracion de inmunoglobulinas en suero (Figura 4D), y que no existen

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (Figura 4A, 4B y
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4C). Sin embargo, el valor de algunas muestras se encontré por fuera del
rango normal reportado por el fabricante de placas de IDR. Segun el
fabricante, dicho rango se determind analizando un numero elevado de
individuos presuntamente sanos pero sin tomar en cuenta posibles diferencias
genéticas correspondientes a distintos lugares geogréficos de residencia de
los individuos. Por lo tanto, en este trabajo se tuvo en cuenta ademas, el rango
de los valores de inmunoglobulinas obtenidos para las muestras del Grupo
Control Montevideo como valores de referencia de individuos sanos locales.
Comparando los resultados obtenidos para los individuos en estudio respecto
al rango normal indicado por el fabricante (Figura 4D) y al rango normal
obtenido a partir del Grupo Control Montevideo (IgG: 877-1656 mg/dL, IgM:
57-194 mg/dL, IgA: 125-394 mg/dL), se observl que la gran mayoria de las
muestras se encuentran dentro de ambos rangos normales (Figura 4A, 4B y

4C).
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(D) Rango de concentracion normal
en suero para cada isotipo

Edad I9gG mg/dL | IgM mg/dL | IgA mg/dL
9-15afios | 630-1400 30-148 60-300
Adultos 710-1520 40-250 90-310

Tabla adaptada de Biocientifica S.A

Figura 4 — Concentracion de IgG, IgM e IgA totales. La concentracion de
IgG (A), IgM (B) e IgA (C) totales en las muestras fue cuantificada por IDR.
Los valores individuales (mg/dL) de las muestras de cada grupo se muestran
en simbolos. Las lineas sélidas horizontales representan el valor de la
mediana de cada grupo. Las lineas punteadas horizontales muestran los
valores del rango de concentracion sérica normal de cada isotipo segun el

fabricante

de placas de IDR (D).
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Titulacion de 1gG, IgM e IgA especificas contra antigenos somaticos de

protoscoleces.

De acuerdo a lo reportado hasta la fecha, la equinococosis quistica no se
caracteriza por ser una infeccién con una respuesta humoral exacerbada, ya
gue este parasito tiene un crecimiento lento y posee -caracteristicas
inmunomoduladoras (Frider et al., 1999; Moreau y Chauvin, 2010; Rigano et
al., 2001). Sin embargo, los anticuerpos especificos contra antigenos
parasitarios podrian estar relacionados con la resistencia/susceptibilidad a la
infeccion por E. granulosus (Beardsell y Howell, 1984). Asimismo, la
resistencia podria estar influenciada por anticuerpos especificos de alta

avidez, aun a bajas concentraciones.

Para comprobar esta hipétesis se analiz6 el titulo de 1gG, IgM e IgA
especificos contra SPE. Realizando una comparacion entre los grupos en
estudio de los titulos obtenidos para cada isotipo, se observé una diferencia
interesante en sintonia con la hipotesis planteada. Esta diferencia muestra
que los individuos potencialmente resistentes presentan valores
significativamente mayores de titulo IgG especificas (Figura 5.A) y menores
de titulo IgA especificas (Figura 5.C) respecto al Grupo Infectado y los dos
grupos control. Ademas, tanto el Grupo Potencialmente Resistente como el

Grupo Infectado muestran titulos de IgM especificas significativamente
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menores a ambos controles (Figura 5.B). Estas diferencias entre el Grupo

Potencialmente Resistente y el resto de los grupos sugieren que los

anticuerpos podrian tener un papel importante en los fendmenos de

resistencia/susceptibilidad en individuos sanos residentes en zona endémica.
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Andlisis de larelacion entre titulos de IgG e IgA especificas.

Trabajos recientes muestran que en algunos modelos experimentales la
relacion 1gG/IgA se correlaciona directamente con la eficiencia de los
mecanismos de citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC). Este
hecho, sumado a que ADCC es una de las estrategias de eliminacion
prometedora en el estudio de la resistencia frente a E. granulosus, nos llevo
a calcular la relacién IgG/IgA especificas. El andlisis estadistico muestra que
el Grupo Potencialmente Resistente tiene wuna relacion IgG/IgA
significativamente mayor que el Grupo Infectado y los grupos control (Figura
6). Estos resultados sugeririan que la induccién de una respuesta humoral con
alto titulo de IgG podria ser mas efectiva en la eliminacién del patégeno que

una respuesta polarizada hacia IgA.
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Figura 6. Relacion IgG/IgA especificas. Se calcul6 la relacién de titulos
especificos IgG/IgA para cada individuo en estudio. Los valores individuales
de las muestras de cada grupo se muestran con simbolos. Las lineas soélidas
horizontales representan la mediana de cada grupo. (*) Significancia
estadistica segun el test no-paramétrico Mann-Withney (p<0.05).

Determinacion del indice de avidez de IgG, IgM e IgA especificas.

Con el objetivo de caracterizar la calidad de la respuesta de anticuerpos
especificos en los grupos en estudio, se determiné el indice de avidez para
IgG, IgM e IgA especificas mediante ELISA utilizando KSCN como agente
caotropico (Pullen et al., 1986). Los resultados obtenidos muestran que el
indice de avidez para IgA del Grupo Potencialmente Resistente es
significativamente mayor que el observado en los restantes tres grupos
(Figura 7.C). Por su parte, no se observaron grandes diferencias en los

valores de indice de avidez para IgG (Figura 7.A) e IgM (Figura 7.B) entre los
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individuos potencialmente resistentes y los demas grupos. Estos resultados
sugeririan que si bien el Grupo Potencialmente Resistentes muestra niveles
bajos en el titulo de IgA especificas (Figura 5.C), la calidad de las mismas en
términos de avidez podria estar relacionada con los fenémenos de

resistencia/susceptibilidad frente la infeccion por E. granulosus.
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Discusion
Estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo mostraron que
individuos residentes en una zona endémica (prevalencia aproximada de 1%)
para equinococosis quistica en Uruguay (Caraguata, Tacuarembo), resultaron
ser seropositivos para IgG contra antigenos crudos de E. granulosus pero no
presentaban imagen quistica compatible por ultrasonido y radiografia en la
zona abdomen-toracica (con un seguimiento a lo largo de 2 afios). Estos
resultados concuerdan con reportes similares provenientes de diferentes
paises, como Perl (Gavidia et al., 2008), China (Zhang et al., 1994), Libia
(Shambesh et al., 1999), Turquia (Arda et al., 2009), Israel (Nahmias et al.,
1991) y anteriormente en Uruguay (Bonifacino et al., 1991; Cohen et al.,
1998). La existencia de individuos sanos residentes en zonas endémicas para
E. granulosus con serologia positiva pero con resultados imagenolégicos no
compatibles con quiste hidatico, ha sugerido que dichos individuos podrian

ser resistentes a la equinococosis quistica.

La falta de estudios de caracterizacion sobre individuos potencialmente
resistentes a E. granulosus, nos llevé a realizar un estudio mas detallado
sobre los mismos con el fin de poder identificar algun pardmetro humoral
diferencial entre ellos y los pacientes con equinococosis quistica. A partir de
las muestras de suero obtenidas y utilizadas por Hernandez et al. (2005) y en

base a datos clinicos, seroldgicos e imagenoldgicos, definimos tres grupos de
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individuos residentes en zona endémica: (1) individuos potencialmente
resistentes (serologia positiva sin imagenes quisticas compatibles), (2)
individuos infectados (serologia positiva con imagenes quisticas compatibles,
y confirmadas por cirugia) y (3) individuos no infectados (serologia negativa
sin imagenes quisticas compatibles). Ademas, en este estudio se incluy6 un
cuarto grupo definido como individuos sanos residentes en zona no endémica
(ciudad de Montevideo). La descripcién de dichos grupos se resume en la

Tabla 1.

Previo a la realizacion de los analisis especificos, se busco conocer el estado
de conservacion de las muestras para descartar una posible descomposicién
de las mismas durante el tiempo de almacenado. Para esto se realizd en
primera instancia una cuantificacion de proteinas totales en suero, utilizando
el método de Bradford. Los resultados obtenidos por esta metodologia
mostraron un gran numero de muestras con valores superiores al rango
normal de concentracién de proteinas en suero (Figura 3). En este sentido
cabe aclarar que los métodos colorimétricos para cuantificacién de proteinas
tienen sus limitaciones, y en particular el método de Bradford tiende a
sobreestimar en mas del doble la concentracion de albumina (Harlow y Lane,
1988). Dado que el rango de concentracion normal de albumina en suero
humano es de 3,5 - 5,0 g/dL, representando asi aproximadamente un 55-60%

del total de proteinas séricas (Nicholson et al., 2000), este podria ser el motivo
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de hallar tan alto nimero de muestras por fuera del rango normal. Por ello,
para obtener un valor mas exacto de concentracion proteica en suero se
enviaron algunas muestras seleccionadas a un laboratorio clinico para ser
analizadas mediante el método de Biuret automatizado (método de rutina
utilizado en estudios paraclinicos). Debido a que el volumen de suero
solicitado por dicho laboratorio fue relativamente grande, se eligieron 5
muestras del total de forma tal que cubrieran el mayor rango posible de
valores de concentracion proteica hallada por el método de Bradford. Los
resultados muestran que los 5 sueros analizados presentaban valores dentro
del rango normal de concentracion de proteinas en suero (Tabla 3),
confirmando de esta manera que el método de Bradford no es el més

adecuado para el andlisis de contenido proteico en suero.

En segundo lugar, dado que solamente 5 muestras fueron analizadas
mediante el método de Biuret automatizado, lo cual hace imposible concluir
sobre el estado de conservacion del total de muestras, se realiz6 una
cuantificacion de 1gG, IgM e IgA totales en las mismas. Los resultados de la
cuantificacion de isotipos de anticuerpos totales mostraron que la amplia
mayoria de las muestras se encuentran dentro de los rangos normales
reportados, salvo algunas con valores levemente superiores a los rangos
normales (Figura 4). En este sentido, la informacion disponible de los

individuos no permite descartar la posibilidad de que en algunos de ellos
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existiese un aumento particular en algun isotipo debido al desarrollo de un
proceso infeccioso (ajeno a E. granulosus) al momento de la obtencién de la
muestra. Por otro lado, es interesante mencionar que una de las muestras del
Grupo Potencialmente Resistentes (A.6) mostro valores indetectables de IgA
total, pero valores normales de IgG e IgM. En este sentido, aunque no
podemos concluir sobre las causas de la ausencia de IgA detectable en dicho
individuo, se decidié excluir la muestra del resto de los estudios. La ausencia
de IgA se confirmdé ademas mediante un ensayo de ELISA de captura
especifico cuya sensibilidad es aproximadamente 6x108 veces mayor que la

reportada para la IDR utilizada (datos no mostrados).

Al analizar los valores de concentracion de isotipos de anticuerpos entre los
grupos en estudio, no se observaron diferencias significativas entre los
mismos (Figura 4.A, 4.B y 4.C). Asimismo, en todas las muestras se observo
el patron normal de relaciones de concentracién entre inmunoglobulinas
séricas (IgG > IgA > IgM) (Regueiro et al., 2010). Estos resultados nos
permitieron intuir que no existié6 descomposicion de inmunoglobulinas en el
transcurso del tiempo de almacenado. Ademas, el hecho de no encontrar
valores significativamente elevados en los individuos infectados concuerda
con reportes previos que indican que la equinococosis quistica no se
caracteriza por ser una infeccion con una respuesta humoral exacerbada, ya

sea porque el parasito es de crecimiento lento o porque la infeccion tiene
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fuertes caracteristicas inmunomoduladoras (Frider et al., 1999; Moreau y

Chauvin, 2010; Rigano et al., 2001).

Por otro lado, los resultados obtenidos de la titulacion de anticuerpos
especificos contra SPE resultaron interesantes a la hora de establecer
diferencias entre los componentes humorales capaces de diferenciar a los
grupos en estudio. En este sentido, consideramos pertinente tener presente
cudles son los mecanismos efectores capaces de ser desencadenados por
cada uno de los isotipos de anticuerpos especificos estudiados, para luego
poder discutir mas facilmente los resultados obtenidos. Asi, la activacion del
sistema complemento por via clasica es posible de darse en presencia de IgM
y/o 1gG (particularmente 1gG1, IgG2 e IgG3). La union de dichos anticuerpos
al antigeno produce un cambio conformacional en sus regiones Fc que
permite su uniéon al componente Clq y de esta forma desencadenar la
activacion del sistema compemento. Una vez activado, éste puede producir la
lisis de microorganismos y la activacion de mudltiples mecanismos
inflamatorios. Los mismos isotipos, sumado a IgA, también pueden neutralizar
patdgenos y/o moléculas tbxicas, disminuyendo asi los fenbmenos de
infectividad y/o toxicidad. A su vez, los isotipos IgG e IgA son importates
opsoninas que favorecen la fagocitosis, y posterior degradacion, de los
antigenos o patdégenos mediante fagocitos mononucleares o granulocitos. Por

otro lado, ciertos los isotipos IgG e IgE pueden puede participar de
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citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC, por su sigla en
inglés). Este fendmeno consiste en la induccion de muerte en las células
dianas mediada por diferentes tipos de leucocitos capaces de reconocer la
region Fc de dichos anticuerpos; principalmente células NK para el caso de
IgG y eosinofilos para IgE (Regueiro et al., 2010). Interesantemente, se ha
sugerido también que el isotipo IgA podria participar en mecanismos de ADCC

(Teillaud, 2012).

En el presente trabajo se analiz6 el titulo de 1gG, IgM e IgA especificas contra
antigenos de E. granulosus, especificamente contra antigenos somaticos de
protoscoleces. En este punto cabe mencionar que Hernandez et al. (2005)
trabajaron con antigenos crudos de E. granulosus (EgAQ), los cuales incluian
liguido hidatico. Esta diferencia en antigenos, entre otras (nimero de
individuos control, reactivos, equipamientos, etc.), podria explicar al menos
parcialmente por qué nuestros resultados no mostraron diferencias
significativas en el titulo 1gG de los individuos infectados y los grupos control
(Figura 5.A). Sin embargo, nuestros resultados mostraron diferencias
significativas importantes en cuanto a los titulos de IgG e IgA especificos,
siendo los mismos mayores para IgG y menores para IgA en el Grupo
Potencialmente Resistentes respecto a los restantes tres grupos (Figura 5.A
y 5.C). Ademas, los individuos potencialmente resistentes mostraron menores

titulos de IgM que ambos grupos control (Figura 5.B). Estas diferencias
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cualitativas y cuantitativas podrian apoyar la hipétesis sobre el papel de los
anticuerpos en la inmuno-resistencia frente a E. granulosus planteada por

Beardsell et al. (1984) y Rogan et al. (1992).

Mas recientemente, se ha propuesto que mecanismos de ADCC podrian ser
importantes en la eliminacion de parasitos helmintos en etapas tempranas de
la infeccidn, basicamente antes de desarrollarse la infeccion crénica (Moreau
y Chauvin, 2010; Rogan et al., 2015). En este sentido, se ha reportado que
IgG, IgE e IgA podrian participar en mecanismos de ADCC frente a helmintos
(Moreau y Chauvin, 2010). Sin embargo, existen reportes contradictorios
sobre sinergia (Shen y Fanger, 1981) y antagonismo (Mathew et al., 1981) de
IgA e IgG en mecanismos generales de ADCC. Por ejemplo, en un estudio
reciente donde se evalud la ADCC mediada por IgG especificas contra la
envoltura viral de VIH, se encontrd que el cociente entre los titulos de IgG e
IgA especificas (relacion IgG/IgA) esté directamente relacionado a la eficacia
del protocolo vacunal en estudio (Tomaras et al., 2013). Asi, los autores
sugirieron que los anticuerpos IgA especificos competirian con los IgG de
igual especificidad por el antigeno, disminuyendo su eficacia en la induccion
de mecanismos de ADCC anti-viral (Tomaras et al., 2013). Salvando las
enormes diferencias existentes entre una infeccion por VIH y una por E.
granulosus, nuestros resultados sobre el cociente entre titulos especificos IgG

e IgA contra SPE muestran que los individuos potencialmente resistentes
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posee valores significativamente mayores que el resto de los grupos, y en
particular que el grupo de individuos infectados (Figura 6). En la infeccion por
E. granulosus se ha sugerido que los mecanismos de ADCC serian relevantes
en la respuesta inmune del hospedero (Tabar y Borji, 2010; Rogan et al.,
2015) . Asi, nuestros resultados sobre la relacion IgG/IgA podrian explicar al
menos parcialmente la presumible resistencia de los individuos en estudio

mediante la induccion de mecanismos de ADCC mas eficientes.

Por ultimo, completamos el analisis de los anticuerpos especificos anti-SPE
mediante la determinacion del indice de avidez de los mismos (Figura 7). La
avidez de los anticuerpos es una propiedad fisicoquimica influenciada por la
afinidad de cada paratope por su epitope y por el nUmero de paratopes que
posea el anticuerpo (2 en el caso de IgG e IgA sérica y 10 para IgM).
Habitualmente se la relaciona con la calidad de la respuesta, mientras que los
titulos se asocian a la intensidad de la misma. Asi, de la relacion final existente
entre titulo y avidez se puede tener una vision global de la respuesta humoral.
Los resultados obtenidos sobre indice de avidez mostraron que no existen
diferencias significativas en I1gG e IgM entre los individuos residentes en zona
endémica (Figura 7.A y 7.B). Sin embargo, los valores de indice de avidez
para IgA mostraron ser significativamente mayores en Grupo Potencialmente
Resistente respecto a los demas grupos en estudio (Figura 7.C). Asi, nuestros

resultados sugeririan que una maduracion preferencial de IgA respecto a IgG,
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podrian influir sobre el grado de susceptibilidad a la infecciéon por E.

granulosus.

Finalmente, teniendo presente los resultados globales obtenidos sobre los
distintos parametros en estudio, podemos sugerir que los individuos sanos
residentes en zona endémica potencialmente resistentes a la infeccion por E.
granulosus, se caracterizan por presentar respuestas IgG especificas de alta
intensidad con valores medios de avidez, acompafadas de respuestas IgA
especificas de baja intensidad pero alta avidez. Ademas, las respuestas IgM
especificas no parecerian ser relevantes en estos individuos. Asi, en el
presente trabajo observamos la existencia de un perfil diferencial en la
respuesta de anticuerpos entre individuos potencialmente resistentes a la
infeccion e individuos infectados. Estos resultados apoyarian la hipotesis
sobre un papel activo del sistema inmune en los fendmenos de

resistencia/susceptibilidad frente a la infeccion por E. granulosus.
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