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Resumen. Ascaris lumbricoides puede presentar los mismos epitopes del
Sistema ABO que sus hospederos. El objetivo fue estudiar la expresion de epi-
topes ABO en el parasito por la téenica de Inhibicion de la Aglutinacion usan-
do diferentes anticuerpos monoclonales y sueros policlonales. Se trabajé con
27 extractos parasitarios (14 de pacientes A, 2 AB, 1 B y 10 de Grupo ABO
desconocido). Los extractos de pacientes A, AB y Grupo desconocido fueron
enfrentados a anticuerpos monoclonales y suero policlonal de especificidad A;
y los de pacientes B, AB y Grupo desconocido a anticuerpos monoclonales y
suero policlonal de especificidad B. Se hizo la Inhibiciéon Semicuantitativa a
los extractos que inhibieron la aglutinacion de algtin anticuerpo. Se observé
que el 50% de los extractos enfrentados a anticuerpos de especificidad A y el
46% de los enfrentados a anticuerpos de especificidad B inhibieron la agluti-
nacion de forma significativa. Ningtin extracto inhibi6 a la totalidad de los an-
ticuerpos. Todos los anticuerpos reaccionaron con algiin extracto, excepto un
anticuerpo de especificidad B. La actividad ABO del extracto fue independien-
te de la clase de inmunoglobulina, concentracion vy titulo del anticuerpo; Se
observé que sélo depende de la unién del anticuerpo al epitope al cual esta di-
rigido. La heterogencidad en la expresion de epitopes ABO de A. lumbricoides
podria estar involucrada en la evasién de la respuesta inmune del hospedero.
Las técnicas de Inhibicion utilizadas son sensibles, sencillas, rdapidas y econd-
micas. Se concluye que el uso de diferentes anticuerpos monoclonales permi-
te la mejor definicion de la especificidad antigeno-anticuerpo.
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Abstract. Ascaris lumbricoides and its hosts can present the same ABO
System epithopes. The aim was to study ABO epithopes expression in
A.lumbricoides by Inhibition Agglutination Test using different monoclonal
antibodies and policlonal sera. We worked with 27 parasite extracts (14 ex-
tracts from A Group patients, 2 AB Group 1, B Group and 10 from unknown
ABO Group patients). Inhibition Agglutination Test was made facing the ex-
tracts from A, AB and unknown ABO Group patients against monoclonal anti-
bodies and policlonal serum of A specificity and the extracts from B, AB and
unknown ABO Group patients against monoclonal antibodies and policlonal
serum of B specificity. The Semiquantitative Test was made with the extracts
which inhibited the agglutination of any antibody. The 50% of the parasite ex-
tracts faced against A specificity antibodies and the 46% of the parasite ex-
tracts faced against B specificity antibodies significantly inhibited the aggluti-
nation in the Semiquantitative Test. No extract inhibited the totality of the
antibodies. All the antibodies reacted with some extract, except one antibody
of B specificity. The ABO activity in the extracts was independent of the anti-
body’s immunoglobulin class, titre and concentration and it only was depend-
ent on the antibody union with the epithope at which the antibody is directed.
The heterogeneity in the ABO epithopes expression of A.lumbricoides might
be involved in the escape of the host”’s immune response. The used Inhibition
Tests are sensitive, simple, rapid and economic.We conclude that the use of dif-
ferent antibodies alows the best definition of the antigen-antibody specificity.

Recibido: 02-02-2006. Aceptado: 04-05-2006.

INTRODUCCION

El descubrimiento de los Grupos San-
guineos en el hombre ha sido uno de los
acontecimientos mas importantes de la bio-
logia, siendo el Sistema ABO el primero en
ser descrito a principios del siglo pasado
por Landsteiner.

La observacion de antigenos eritrocita-
rios similares a los hallados en humanos, en
otras especies dio comienzo al estudio de la
serologia comparativa de los Grupos San-
guineos en un intento para explicar el ori-
gen evolutivo de las especies (1). Actual-

mente se acepta que muchos microorganis-
mos y parasitos pueden portar antigenos de
Grupo Sanguineo, aunque atn el significa-
do clinico de este hecho se desconoce
(2-6). Estos antigenos eritrocitarios fueron
identificados por pruebas de Inhibicion de
la Aglutinacion o técnicas de Inmunofluo-
rescencia (7). El desarrollo de anticuerpos
monoclonales permiti6 distinguir pequeiias
diferencias de reactividad en antigenos de
varias especies (1).

Ascaris lumbricoides puede presentar
los mismos epitopes del Sistema ABO que
sus hospederos. Las experiencias previas
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realizadas demostraron que los epitopes
ABO encontrados en extractos de este ne-
matode coinciden con los epitopes ABO de
los pacientes de los que se obtiene el para-
sito, asi como también se comprobd la au-
sencia de epitopes A y B en extractos para-
sitarios provenientes de pacientes Grupo O
(8, 10).

El mecanismo mdas probable por el que
A. lumbricoides presenta esta coincidencia
de epitopes ABO con los de su hospedero
seria por adsorcion (8, 9), pero otro meca-
nismo que podria ser utilizado por el parasi-
to, es la sintesis de moléculas superficiales
para modificar la expresiéon de carbohidra-
tos cuticulares, tal como fue comunicado
para algunos nematodes de vida libre (11).
Los epitopes ABO son de naturaleza gluco-
cidica, y por lo tanto se puede pensar que
A. lumbricoides tendria la capacidad de sin-
tetizarlos.

El objetivo fue estudiar la expresion de
epitopes del Sistema ABO en A. lumbricoi-
des por medio de la técnica de Inhibicién
de la Aglutinacion usando diferentes anti-
cuerpos monoclonales y sueros policlonales.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron 27 extractos de A.
lumbricoides (EA): 14 provenientes de pa-
cientes Grupo A, 2 de Grupo AB, 1 de Gru-
po B y 10 de pacientes a los que no se les
pudo determinar el Grupo Sanguineo ABO
porque no remitieron muestras de suero.
Los extractos fueron seleccionados teniendo
en cuenta el Grupo ABO de los pacientes,
que previamente fue determinado por técni-
cas inmunohematoldgicas convencionales.

Los extractos se prepararon a partir de
ejemplares adultos de A. lumbricoides que se
obtuvieron: 12 por eliminacién del parasito
después del tratamiento especifico de los pa-
cientes y 15 por eliminacion espontanea.

Para preparar los extractos, los parasi-
tos fueron lavados 3 veces en solucion fisio-

l6gica durante un tiempo total de 1 a 2 ho-
ras, se continué con los lavados en solucion
fisiol6gica suplementada con 200 ug/mL de
estreptomicina y 200 ug/mL de penicilina
durante otras 2 horas y finalmente se elimi-
no los restos de antibiéticos con nuevos la-
vados en solucion fisioldgica durante 30 mi-
nutos a 1 hora. Se procedio a la remocion
quirtargica de las cuticulas, y trituracién en
mortero con el agregado de solucion fisiold-
gica hasta un volumen final aproximado de
3 mL. Durante 5 dias se hizo ruptura meca-
nica refrigerada. Los extractos finalmente
fueron centrifugados a 2000-2500 rpm du-
rante 30 minutos y se recolectaron los so-
brenadantes que fueron conservados hasta
el momento de uso a -20°C con una con-
centracion final de timerozal 1:10.000 (12,
13).

Se realiz6 la prueba de Inhibicién de la
Aglutinacion enfrentando los EA a anticuer-
pos monoclonales y a sueros policlonales en
dosis 6ptimas durante 10 minutos usando
como sistema revelador una suspension glo-
bular fresca de isogrupo al 5% (14). Para
determinar la dosis 6ptima se titul6 el anti-
cuerpo (diluciones al medio) con la suspen-
sion eritrocitaria de trabajo. La dosis Opti-
ma es la dilucion del anticuerpo correspon-
diente a la inversa del titulo dos veces me-
nor al obtenido (14).

De acuerdo a los resultados previos pu-
blicados (8, 10), se estudié el comporta-
miento de los EA seleccionados enfrentan-
dolos a los anticuerpos de la misma especi-
ficidad de sus hospederos. Los extractos
provenientes de pacientes a los que no se
les pudo determinar el Grupo Sanguineo
ABO se incorporaron al experimento en-
frentandolos a todos los anticuerpos (anti-A
y anti-B) considerando que algunos EA po-
dian pertenecer a pacientes Grupo A, B o
AB. Por lo tanto, los EA provenientes de pa-
cientes Grupo A, AB y de los pacientes de
Grupo ABO desconocido (total: 26 EA) se
enfrentaron a 7 anticuerpos monoclonales

Vol. 47(4): 387 - 395, 2006



388

Ponce-Ledn y col.

de especificidad A y a suero policlonal
anti-A (todos los anticuerpos fueron previa-
mente titulados para la suspensién de eri-
trocitos A utilizada en el experimento).

Los EA provenientes de pacientes Gru-
po B, AB y de los pacientes de Grupo ABO
desconocido (total: 13 EA) se enfrentaron a
9 anticuerpos monoclonales de especificidad
B y a suero policlonal anti-B (previa titula-
cién de los anticuerpos para la suspension
de eritrocitos B utilizada en la experiencia).

Los anticuerpos monoclonales fueron
suministrados por “Monoclonal Antibodies
against Blood Group Antigens” (Workshop,
Paris, 2001). Las caracteristicas de produc-
cion de los anticuerpos monoclonales (es-
pecificidad, tipo de inmunoglobulina y con-
centracion) y el titulo que se determiné
para la suspension globular de isogrupo uti-
lizada en el experimento, se muestran en la
Tabla 1.

Los sueros policlonales anti-A y anti-B
fueron mezclas de sueros obtenidas a partir
de un grupo de individuos normales. El titu-
lo determinado en los dos sueros policlona-
les (anti-A y anti-B) para las respectivas sus-
pensiones eritrocitarias de isogrupo fue 4.

La técnica de Inhibicion de la Agluti-
nacion es cualitativa y los aglutinados muy
finos a veces pueden no ser fiacilmente ob-
servados. Por lo tanto, se realizé la Prueba
de Inhibicion de la Aglutinaciéon Semicuan-
titativa a los EA que inhibieron la aglutina-
cion de algtin anticuerpo monoclonal y/ o
suero policlonal con los eritrocitos de iso-
grupo. Para realizar esta técnica se hicieron
dos baterias de diluciones al medio del anti-
cuerpo (desde puro hasta 1:1024) con un
volumen final de 25 uL en cada tubo. A la
primera bateria se le agrego 25 ul de solu-
cion fisiol6gica a todos los tubos y a la se-
gunda igual volumen de EA. Después de 10

; TABLA 1
CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
Anticuerpo Especifidad Clase de Concentracion Titulo
Monoclonal Inmunoglobulina (ug/mL)

2.7 A IsM 0,7 64
211 A IsM 499 256
2.18 A IsM 59,9 32
2.20 A IsM 51,9 32
2.22 IsM 89,6 256
2.23 IsM <05 16
2.28 Ay IsM < 0,5 8

2.45 B IsM 12 64
2.51 B IsM 6,8 32
2.54 B 18G, <05 16
2.55 B IsM 71,8 64
2.57 B IsM 45,3 128
2.58 B IsM 86,3 16
2.59 B IsM 36 512
2.62 B higM <0,5 64
2.63 B IsM 13 8
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minutos ambas se revelaron con una sus-
pension de eritrocitos frescos de isogrupo
al 5% y se determino el titulo del anticuer-
po en cada bateria.

Si el EA estudiado presenta epitopes
ABO, reacciona con el anticuerpo lo que
origina una menor concentraciéon de anti-
cuerpo libre y por lo tanto el titulo serda me-
nor que en la bateria donde se agrega solu-
cion fisiologica en lugar del extracto parasi-
tario. Se considera significativa la inhibi-
cion de la aglutinacién en la prueba Semi-
cuantitativa cuando la diferencia de titulos
entre las 2 baterias es mayor o igual a 2
(14).

RESULTADOS

De los 26 EA enfrentados a anticuer-
pos de especificidad A, 14 (8 EA de pacien-
tes Grupo A, 1 Grupo AB y 5 EA de pacien-
tes de Grupo ABO desconocido) inhibieron
la aglutinacion de algunos anticuerpos con
los eritrocitos de isogrupo.

A estos 14 EA se les realiz6 la téenica
Semicuantitativa. Se observé que sélo un
extracto correspondiente a un paciente
Grupo A no presenté inhibicion significati-
va, mientras que los 13 EA restantes inhi-
bieron la aglutinacién con una diferencia
de titulo del anticuerpo entre las dos bate-
rias mayor o igual a 2.

Todos los sueros monoclonales y el
suero policlonal de especificidad A fueron
inhibidos por al menos uno de los extractos
parasitarios. Los resultados de la prueba Se-
micuantitativa se muestran en la Tabla II.

De los 13 EA enfrentados a anticuer-
pos de especificidad B, 6 (1 EA de paciente
Grupo AB y 5 EA de pacientes Grupo ABO
desconocido) inhibieron la aglutinacion de
algunos anticuerpos con los eritrocitos B.
Se les realiz6 la prueba Semicuantitativa y
se observé que los 6 extractos inhibieron la
aglutinacion de por lo menos un anticuerpo
de especificidad B con los eritrocitos de iso-

grupo, con una diferencia de titulo del anti-
cuerpo igual o mayor a 2.

El anticuerpo monoclonal 2.63 fue el
unico de especificidad B que no fue inhibi-
do por ninguno de los extractos. Los resul-
tados se muestran en la Tabla III.

Se observa en las Tablas I y III que 5
extractos (1 EA de paciente Grupo AB y 4
EA de pacientes de Grupo ABO desconoci-
do) reaccionaron con anticuerpos de ambas
especificidades (Ay B).

Ninguno de los EA estudiados inhibi6
la aglutinacion de todos los anticuerpos a
los que fueron enfrentados.

DISCUSION

La experiencia realizada demostré la
heterogeneidad de la expresion de epitopes
del Sistema ABO en los extractos de A. lum-
bricoides. El 50% (13 EA) de los 26 EA estu-
diados con anticuerpos.de especificidad A y
el 46% (6 EA) de los 13 EA estudiados con
anticuerpos de especificidad B inhibieron la
aglutinacion de forma significativa en el en-
sayo Semicuantitativo, indicando la presen-
cia de epitopes A y/o B en estos extractos
Los resultados obtenidos muestran que nin-
guno de ellos inhibi6 la aglutinacion de la
totalidad de los anticuerpos a los que fue-
ron enfrentados.

La variabilidad en la expresion de anti-
genos en las cubiertas de los nematodes,
puede ser una ventaja para la evasion del
sistema inmune, independientemente que
esta variabilidad sea natural del parasito o
bien que la presente por adquisicion de mo-
Iéculas del hospedero (15, 16).

Los nematodes pueden tener natural-
mente variabilidad intra-especifica en la ex-
presion de epitopes de superficie, lo que
tiene una considerable participacion en el
desarrollo de la inmunidad frente a los ne-
matodes (15). Las posibilidades para esta
variabilidad son: la existencia de diferencias
metabdlicas entre los distintos estados lar-
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TABLA II
INHIBICION SEMI-CUANTITATIVA: TITULOS DE LOS ANTICUERPOS DE ESPECIFICIDAD A

Anticuerpos de Especificidad 2.7 2.11 2.18 2.20 2.22 2.23 2.28 Suero

A policlonal

Titulo 64 256 32 32 256 16 8 4
Titulo frente al EA 1 (A) 64 256 32 32 256 16 2 4
Titulo frente al EA 2 (A) 4 128 8 16 32 16 2 IT
Titulo frente al EA 3 (A) 2 128 2 16 32 16 2 4
Titulo frente al EA 4 (A) 2 256 2 16 16 16 8 4
Titulo frente al EA 5 (A) 64 256 32 32 128 16 8 4
Titulo frente al EA 6 (A) 64 256 32 32 256 16 2 4
Titulo frente al EA 7 (A) 64 256 32 32 256 16 IT 4
Titulo frente al EA 8 (A) 64 256 32 32 256 16 2 4
Titulo frente al EA 9 (AB) 64 128 32 32 8 16 IT 4
Titulo frente al EA 10 (D) 4 256 32 16 64 16 2 4
Titulo frente al EA 11 (D) 64 256 32 32 16 16 8 4
Titulo frente al EA 12 (D) 4 64 32 8 4 16 IT 4
Titulo frente al EA 13 (D) 32 256 16 32 128 16 2 IT
Titulo frente al EA 14 (D) 64 256 32 32 128 IT 2 IT

IT: el extracto inhibié totalmente la aglutinacion del anticuerpo con los eritrocitos A.  Los titulos de los anti-
cuerpos en negritas son los que mostraron una diferencia de 2 o mas diluciones al ser enfrentados al extracto.
() Grupo ABO del paciente del que se obtuvo el EA: (A) Grupo A; (AB) Grupo AB; (D) Grupo ABO desconocido.

TABLA III
INHIBICION SEMI-CUANTITATIVA: TITULOS DE LOS ANTICUERPOS DE ESPECIFICIDAD B

Anticuerpos de 245 251 254 255 257 258 259 262 2.63 Suero

Especificidad B policlonal
Titulo 64 32 16 64 128 16 512 64 8 4
Titulo frente al EA9 (AB) 64 32 16 16 128 16 512 64 8 4
Titulo frente al EA 10 (D) 64 4 4 16 32 16 512 8 8 4
Titulo frente al EA 11 (D) 16 4 16 32 64 16 512 64 8 4
Titulo frente al EA 13 (D) 64 IT 16 32 16 IT 64 64 8 4
Titulo frente al EA 14 (D) 64 4 16 64 128 IT 512 64 8 IT
Titulo frente al EA 15 (D) 64 2 4 32 128 16 512 16 8 IT

IT: el extracto inhibié totalmente la aglutinacién del anticuerpo con los eritrocitos A.  Los titulos de los anti-
cuerpos en negritas son los que mostraron una diferencia de 2 o més diluciones al ser enfrentados al extracto.
() Grupo ABO del paciente del que se obtuvo el EA: (AB) Grupo AB; (D) Grupo ABO desconocido.
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varios que se refleja en la sintesis de antige-
nos superficiales, asi como se ha sugerido
para explicar la heterogeneidad intra-clonal
en larvas de Schistosoma mansoni (17); di-
ferencia en la expresion de genes; o existen-
cia de antigenos superficiales polimorficos
dentro de la poblacién de parisitos, como
se ha comunicado para Onchocerca lienalis
(18).

Sea cual fuera la causa de la variabili-
dad en la expresion antigénica, podria indi-
car una ventaja selectiva de miembros de
una poblaciéon parasita con respecto a la
respuesta inmune del hospedero y también
una heterogeneidad en la inmunidad adqui-
rida debida a exposiciones previas (15).

La heterogeneidad también puede de-
berse a la presencia de moléculas del hospe-
dero sobre la superficie del nematodo. Los
pardsitos tienen la capacidad de escapar de
la respuesta inmune del hospedador por va-
rias estrategias que incluyen la evasion del
reconocimiento especifico (mediado por an-
ticuerpos o linfocitos T) o por supresion de
la respuesta inmune innata o adaptativa ge-
nerada por el hospedero. Para la evasién del
reconocimiento especifico pueden enmas-
cararse o cubrirse con antigenos del hospe-
dador (Mimetismo) (16).

Actualmente se llama “mimetismo mo-
lecular” a la presencia de moléculas del
hospedero sobre la superficie del parasito
adquiridas de forma activa o pasiva. Se ha
comprobado que la variacion antigénica es
un mecanismo de escape utilizado por di-
versas clases de protozoos (16). Schistoso-
ma puede expresar sobre su superficie pro-
teinas del hospedero muy variadas como
moléculas clase 1 y clase II del complejo
mayor de histocompatibilidad, receptores
de inmunoglobulinas, a-2 macroglobulina y
antigenos de Grupo Sanguineo, lo que ilus-
tra la diversidad de las estructuras involu-
cradas en el mimetismo (19).

En este estudio, la seleccion de los ex-
tractos y los anticuerpos a los que fueron

enfrentados para la Prueba de Inhibicién, se
hizo teniendo en cuenta el Grupo ABO del
paciente del que se obtuvo el parasito. En
las investigaciones previas publicadas, los
EA fueron evaluados con anticuerpos de dis-
tintas especificidades, y los resultados mos-
traron que los epitopes determinados en los
extractos siempre se correspondian con los
del hospedero (8, 10). En esta investigacion
se decidi6é incorporar los extractos prove-
nientes de pacientes a los que no se le pudo
determinar el Grupo Sanguineo ABO. El
comportamiento de estos EA fue estudiado
con todos los anticuerpos (especificidad Ay
B), debido a la posibilidad de que sus hos-
pederos fueran Grupo A, B, o AB. Se encon-
tr6 5 EA (4 Grupo ABO desconocido y 1
Grupo AB) que inhibieron la aglutinacién
de anticuerpos de especificidad A y B, de-
mostrando la presencia en el parésito de
epitopes de ambas especificidades.

Todos los anticuerpos monoclonales y
los sueros policlonales utilizados en las ex-
periencias, reaccionaron con al menos uno
de los extractos, a excepcion del anticuerpo
2.63 (de especificidad B), indicando que
este anticuerpo monoclonal no esta dirigi-
do hacia ninguno de los epitopes presentes
en los extractos estudiados.

Se observé mejor inhibicion de los EA
frente a los anticuerpos monoclonales que a
los policlonales. La causa probable de estos
resultados puede ser debida a las caracteris-
ticas de los anticuerpos utilizados. Los
reactivos monoclonales suministrados por
“Monoclonal Antibodies against Blood
Group Antigens” (Workshop, Paris, 2001),
son de excelente calidad y pureza, dirigidos
hacia un tnico epitope especifico. Muchos
de estos monoclonales tenian altas concen-
traciones y altos titulos determinados para
las suspensiones eritrocitarias de la expe-
riencia. Los reactivos policlonales fueron
mezcelas de sueros de individuos normales
(generalmente estos sueros policlonales tie-
nen un titulo no mayor a 8, en algunas ra-
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ras ocasiones 16). Los sueros policlonales
utilizados para esta experiencia tenian un
titulo: 4 para las suspensiones globulares de
isogrupo. Este valor de titulo determina
que en la prueba Semicuantitativa, (donde
se considera significativa una diferencia en-
tre ambas baterias de por lo menos 2 titu-
los), se esté trabajando en el limite de sen-
sibilidad de la técnica (14).

La expresion de la actividad ABO en los
extractos resulté ser independiente de la cla-
se de inmunoglobulina, concentracioén y titu-
lo de los anticuerpos utilizados en la prueba
de Inhibicién de la Aglutinacion y sélo pare-
ciera depender de la unién del anticuerpo
con el epitope al cual esta dirigido, coinci-
diendo con observaciones previas realizadas
sobre expresion de epitopes del Sistema P en
extractos de A. lumbricoides (20).

Seria interesante habiendo ya compro-
bado la heterogeneidad en la expresion de
epitopes en A. lumbricoides, poder determi-
nar si el parasito y su hospedero presentan
la misma heterogencidad, debido a que si
ambos tuvieran la misma variedad de epito-
pes, significaria que este nematode tiene
capacidad de adsorcion y/o de sintesis de
diversas determinantes antigénicas, proba-
blemente con la finalidad de asemejarse a
su hospedero. También se podria saber si
este parasito puede adquirir todos o sélo al-
gunos de los epitopes de su hospedador.

La heterogeneidad de expresion de epi-
topes demostrada, también debe conside-
rarse para la estandarizacion de métodos.
Es indispensable conocer las caracteristicas
de los anticuerpos utilizados, pues se po-
drian obtener resultados no reproducibles
en las experiencias en las que se use anti-
cuerpos monoclonales dirigidos hacia un
epitope especificamente determinado o an-
ticuerpos monoclonales comerciales. Los
anticuerpos monoclonales comerciales de
uso corriente en las pruebas inmunohema-
tologicas son mezclas y no permiten visuali-
zar estas diferentes reactividades.

La técnica de Inhibicion de la Agluti-
nacion y la técnica de Inhibicién Semicuan-
titativa tienen muy buena sensibilidad, y la
ventaja de ser metodologias rapidas, senci-
llas y econémicas, que las hace accesibles a
cualquier laboratorio sin necesidad de in-
fraestructura especial.

Se concluye que el uso de diferentes
anticuerpos monoclonales permite la mejor
definicion de la especificidad antigeno-anti-
cuerpo.
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