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Efecto del tratamiento con praziquantel sobre la actividad de la fosfatasa
alcalina, fosfatasa acida, superoxido dismutasa en extractos crudos y
productos de excrecion-secrecion de gusanos de Schistosoma mansoni.

Emilia E Barrios'?, JesUs Rodriguez', Naim Richani', Wolfan Araque’, Juan F Quintana'?, Lisset Sanchez'

RESUMEN

Venezuela se encuentra entre los paises sudamericanos afectados
por la esquistosomiasis y la quimioterapia con praziquantel (PZQ) es
la principal estrategia de control. Se determino el efecto cuantitativo
del tratamiento con praziquantel sobre la actividad de la Fosfatasa
Alcalina (ALP), Fosfatasa Acida (ACP) y Superoxido Dismutasa
(SOD), en antigenos solubles (ASG) y productos de excrecion-
secrecion (PESG) de gusanos hembras y machos condicién control
(ASGHc, ASGMc, PESGHc and PESGMc) o incubados con PZQ
in vitro (ASGMpzq, ASGHpzq, PESGMpzq and PESGHpzq). Las
proteinas totales se determinaron por colorimetria, la SOD y ACP
mediante espectrofotometria y la ALP por fluorometria. Se encontrd
una mayor concentracion de proteinas en las ASG de gusanos no
tratados, y en las preparaciones obtenidas luego de la incubacion
con PZQ in vitro, en los PESG, un incremento en la actividad ACP
en los ASG y PESG preparados con gusanos no-tratados, y una
disminucién de dicha actividad en los ASG y PESG tratados. La
SOD, evidencié en los ASG una disminucion estadisticamente
significativa en los gusanos tratados. La concentracion de la ALP
disminuy6 significativamente en los ASG y PESGH de gusanos
tratados en relacion a los gusanos no tratados. En conclusion,
se observé una disminucion en las proteinas totales, actividades
enzimaticas ACP y SOD, y concentracion de ALP, en ASG y PESG
obtenidos con gusanos tratados.
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ABSTRACT

Effect of Treatment with Praziquantel on the activity of alkaline
phosphatase acid phosphatase, superoxide dismutase in crude
extracts and excretion-secretion products of Schistosoma
mansoni worms.

Venezuela is among South American countries affected by
schistosomiasis and chemotherapy with praziquantel (PZQ) is the
main control strategy. We determined the quantitative effect of
treatment with PZQ on alkaline phosphatase activity (ALP), acid
phosphatase (ACP) and superoxide dismutase (SOD) in soluble
antigens of worms (SWAP) and excretion-secretion products (EEP)
of male and female worms (SMWAP_ SFWAP_  ESPWM_ and
ESPWH,) or incubated with PZQ in vitro (SMWAP,,, SFWAP,,
ESPWM,,, and ESPWH,, ). Total proteins were determined by
colorimetry, SOD and ACP by spectrophotometry and fluorometry
ALP. There was higher protein concentration in the untreated worms
EG, and the preparations obtained after incubation with PZQ in vitro,
in the EG, an increase in ACP activity in the EG and PG prepared
with non-treated worms and a decrease of such activity on the EG
and treated PG. On the other hand, SOD activity, the EG showed
statistical significance in the treated worms. In the PG showed
the same behavior, but those differences were not statistically
significant. Similarly, there was a decrease in the concentration of
ALP noticeable in the EG and worm PGh treated worms relative
to untreated statistically significant. In conclusion, we observed
a decrease in total protein, ACP and SOD enzyme activities and
concentration of ALP, and EG in PG treated worms.

Keys Words: Praziquantel, enzymes, Schistosoma mansoni, crude
extracts, excretory-secretory products.

INTRODUCCION

La Esquistosomiasis, también conocida como Bilharziasis,
es una parasitosis producida por trematodos digenéticos
de la familia Schistosomatidae, prevalentes en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo, afectando mas de
doscientos millones de personas (1). En América del Sur, el
agente causal es Schistosoma mansoni y en Venezuela el
area endémica comprende la regiéon centro norte del pais,
con una extension de 15 mil Km2, lo que corresponde al 1,6
% del territorio nacional (1,2)

La infecciéon en el humano ocasiona una enfermedad
endémica frecuentemente de forma cronica leve, la cual se
presenta de manera asintomatica u oligoasintomatica. En
otros individuos, las lesiones ocurren en el higado y en estas
las formas graves presentan cuadros clinicos con hepato-
esplenomegalia, hipertension portal y fibrosis hepatica (2).
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Elmecanismo de transmision se inicia con la mala disposicion
de las heces con los huevos de las personas infectadas
en el medio ambiente, favoreciendo la eclosiéon de estos y
la liberacion de las larvas denominadas miracidios. Estas
infectan al caracol hospedador intermediario, Biomphalaria
glabrata, en el cual la multiplicacion y transformacion del
parasito da origen a las cercarias, las cuales abandonan
al molusco e infectan a su hospedador definitivo (el hombre
o mamiferos roedores), a través de la piel, transformandose
en esquistosémulo. En el sistema porta hepatico los gusanos
adultos diferenciados sexualmente se aparean y la hembra
en el canal ginecoforo del macho se traslada a los plexos
hemorroidales intestinales y deposita los huevos (2).

Los adultos del S. mansoni alargados, cilindricos y curvos
hacia la parte posterior, miden entre 1 y 2 cm de longitud.
El macho posee una apertura longitudinal llamada canal
ginecoforo, el cual alojaala hembra. Externamente el parasito
se encuentra recubierto por capas de células multinucleadas
formando un sincitio, denominado tegumento. Durante la
transformacion de cercarias a esquistosomulo, la superficie
externa del tegumento se modifica desde una capa celular
Unica que contiene un glucocalix, a una membrana doble.

Las proteinas encontradas en el exterior de la doble
membrana, entre ellas enzimas como la Fosfatasa Alcalina
(ALP) y la Fosfatasa Acida (ACP) permiten absorber
moléculas encontradas en la circulacion sanguinea del
hospedador definitivo y ademas son especificamente
reconocidas por los anticuerpos de humanos y animales
infectados, siendo de utilidad para diagndstico y confirmacion
de la infecciéon en zonas de baja transmision, donde la
sensibilidad de la mayoria de las pruebas conocidas tiende
a disminuir debido a la baja carga parasitaria infectante (3).

El tubo digestivo incompleto de estos gusanos, determina
que se alimenten, excreten sus desechos y secreten
productos metabdlicos a través de un orificio Unico.
Enzimas relacionadas con mecanismos de inmunoevasion
de la respuesta inmune del hospedador, como la Superdxido
Dismutasa (SOD), y por tanto, una molécula con potencial
utilidad en vacunacién, forman parte de los productos de
excrecion-secrecion (4-6).

El PZQ (2-(cyclohexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-
4H-pirazino (2,1-alfa) isoquinolin-4-uno) es un derivado de
la pirazinoisoquinolina, empleado en el tratamiento de la
esquistosomiasis y ensayos in vitro muestran que el PZQ
produce contraccién muscular o paralisis y dafio, debido a
cambios en el flujo del calcio en la membrana tegumental
externa, aumentando la permeabilidad.

El PZQ interfiere con el transporte de iones inorganicos
puesto que la paralisis ocasionada en el gusano adulto se
acompafa un aumento en el influjo de calcio y disminucion
del influjo de sodio y potasio. Adicionalmente, el tegumento
del gusano es dafiado y en consecuencia se exponen
nuevos antigenos en la superficie del parasito (7, 8).
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Ademéas el PZQ produce cambios en los hidratos de
carbono, proteinas, metabolismo de los nucledtidos; y en la
actividad de enzimas parasitarias como la SOD, ACP y ALP
(9). La preparaciéon comercial es una mezcla compuesta por
partes iguales de isémeros levégiros y dextrogiros, de los
cuales, solo los primeros tienen actividad biolégica in vivo
e in vitro (10). Se absorbe via oral y es hidroxilado a nivel
hepatico, el tmax es de 1 hora y la sobrevida plasmatica
de 0,8 a 1,2 horas (11).El mecanismo preciso de accién del
PZQ no se ha identificado, algunos autores sugieren que el
PZQ interfiere con el transporte de iones inorganicos y que
la rapidez con la que dafa el tegumento del parasito, se
relaciona con alteracion en la homedstasis del calcio (12),
especificamente a nivel de canales de calcio (13).Otros
autores demostraron que la acumulacion de calcio no es el
Unico factor que determina los efectos del PZQ en gusanos,
al parecer la alteracion de la fluidez en la membrana
tegumental (14) y la reduccién de las concentraciones de
glutation, permite que la respuesta inmune del hospedador
contribuya en la eliminacion del gusano, y la union a la
actina de los esquistosomas ocasiona la interrupcion en el
tegumento o la inhibiciéon de la captacion de nucledsidos
(15). De 726 genes inducidos en gusanos adultos expuestos
a 50 ug de PZQ/ ml por hasta 4 h y analizados por ensayos
de microarreglos, 347 disminuyeron abundantemente,
131 fueron expresados con éxito y dos de las categorias
mas importantes de las moléculas identificadas 40%
correspondieron a genes asociados a adhesion y 27 %
procesos celulares. Curiosamente entre los grupos de
genes inducidos en respuesta al tratamiento con PZQ, 4%
correspondieron a actividad antioxidante, entre ellos a un
precursor de la superoxido dismutasa extracelular (8),

La concentracion de PZQ requerida para matar los
esquistosomas adultos in vitro es mas alta que la maxima
concentracion plasmatica alcanzada en humanos. Se
estim6 que la concentracion en plasma es de 0,3 pg/mi,
luego de 2 horas de la administracion oral de 46 mg de
PZQ/Kg de peso. Mientras para producir el mismo efecto
in vitro es 0,5 pg/ml pero el gusano debe exponerse toda la
noche al farmaco (16).

Resultados obtenidos por nuestro grupo de investigacion
demuestran que la actividad ALP no es modificada por el
tratamiento con praziquantel y la actividad SOD se alter6 en
antigenos solubles, mas no en productos de excrecion del
gusano, a consecuencia del tratamiento (17). No obstante,
dicho estudio evallo cualitativamente la presencia de
esta actividad, lo que sugiere que pequefias fluctuaciones
pudieron no ser detectadas. Por lo tanto, es de interés
realizar estudios o evaluaciones cuantitativas sobre las
enzimas SOD, ALP y ACP en Productos de Excrecion-
Secrecion (PES) y Extractos Crudos del Gusano (ECG) de
S. mansoni que permitan establecer alteraciones en la actividad
de estas por su papel clave en el metabolismo del parasito. En
este sentido, se determiné el efecto cuantitativo del tratamiento
con PZQ, sobre la actividad ALP, ACP, SOD en extractos crudos
y productos de excrecion de gusanos adultos de S. mansoni.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion de los estadios de S. mansoni. En esta
investigacion se empled el aislado Puerto Rico de S.
mansoni, mantenido viable por pases sucesivos entre
B. glabrata y hamsters dorados (Mesocricetus auratus),
en el Laboratorio de Helmintos del Instituto BioMolP. Los
hamsters con 7 semanas de infeccion con 1000 cercarias
de S. mansoni, fueron perfundidos y los gusanos recogidos
de la vena porta hepatica (18, 19) se conservaron en medio
RPMI1640 pH 7.

Gusanos adultos de S. mansoni. En el estudio experimental
se emplearon gusanos hembras y machos (n=1x105),
obtenidos del ciclo de mantenimiento de S. mansoni los
cuales se utilizaron en la preparacion de los Productos
de Excrecion-Secrecion de gusanos (PESG), hembras
(PESGH) y machos (PESGM) producidos por el gusano
in vitro y en los Extractos Crudos de Gusanos o antigenos
solubles de gusanos (ASG), hembras (ASGH) y machos
(ASGM).

Tratamiento de ratones con PZQ. A ratones NRMI jovenes
machos se les administré una dosis de PZQ de 40 mg/kg
de peso, via intragastrica, se esperd 1 hora y 30 min para
la metabolizacion de la droga en el raton. Posteriormente
se extrajo la sangre mediante puncion cardiaca. Se retrajo
el coagulo a 37 °C por 10 minutos y se centrifugé a 2500
rpm por 10 minutos, para separar el suero con el metabolito
activo del PZQ.

Produccion de antigenos solubles y productos de excrecion-
secrecion. Los gusanos machos y hembras (n=1000),
obtenidos del ciclo de mantenimiento de S. mansoni fueron
colocados en un medio comercial RPMI1640 pH 7 en frio.
En la condicion con el PZQ, los gusanos machos y hembras
se incubaron una hora a 37 °C en el suero con el metabolito
activo de la droga y se lavaron tres veces con medio. En
la condicion control, se sustituyé el suero con RPMI1640
y ambas condiciones se incubaron en medio, dos horas a
37 °C con agitacion. Luego se centrifugé por 30 minutos
a 14000 rpm a 4 °C. Los sobrenadantes o Productos de
Excrecion-Secrecion de Gusanos (PESG) obtenidos de las
hembras y machos incubados en ausencia de la droga,
PESGMc y PESGHc y en presencia de esta, PESGMpzq y
PESGHpzq (20).

Los gusanos incubados y centrifugados fueron macerados
con un homogenizador de tejidos de teflon. EI homogenato
obtenido se centrifugé a 14000 rpm por dos horas a 4 °C y
los sobrenadantes o antigenos solubles de gusanos (ASG) de
hembras y machos incubados en RPMI1640 (ASGMc yASGHc)
e incubados en RPMI1640 con PZQ (ASGMpzq y ASGHpzq).
Los ASG y PESG fueron recolectados, se dializaron contra
agua durante 12 h a 4 °C y fueron guardados a -20 °C hasta
su uso, dentro de la misma semana de obtencion (21) y previa
determinacion enzimatica se les hizo la de proteinas totales,
empleando el método de Bradford modificado por Spector (22).

Determinacion de las enzimas. En la determinacion de la
superdxido dismutasa (SOD), se empleé un método de
deteccion indirecta, basado en el método de reduccion del
anion superoxido, el cual guarda una relacion directa con
la xantina oxidasa e inversamente proporcional a la SOD,
con el kit para superoxido dismutasa de Calbiochem (USA)
siguiendo instrucciones del fabricante. La lectura de la
actividad de la reaccion fue médida a partir de una curva
construida con patrones de actividad SOD (0,025; 0,05;
0,1; 0,15; 0,2; 0,25 Ul/ml). A los patrones y muestras se les
adiciond la sal de tetrazolio y se inicio la reaccion enzimatica
en con la adicion de Xantina oxidasa, seguida de incubacién
20 min a temperatura ambiente y lectura a 450 nm (23).

En la determinacion de la actividad Fosfatasa Acida (ACP)
se empleo como sustrato 4-nitrofenil fosfato en medio acido
y una solucion estandar de p-nitrofenol (10 mM), en medio
alcalino (SIGMA, USA). Para la determinacion los PESG y
ASG fueron diluidos 1:2 con agua destilada, y se incubaron
por 30 minutos a 37 °C con solucion sustrato y se leyd la
absorbancia a 405 nm en el lector de Elisa, y se calcul6 la
actividad con la siguiente formula:

U/mL= [(A [muestra] — A [blanco]) x 0,05 x 0.3 x FD
A [estandar] x tiempo x V enz

Almuestra): absorbancia de la muestra; A[blanco]: absorbancia del
blanco; 0,05: concentraciéon de 4-nitrofenol en solucién estandar;
0,3: 0.3 mL, el volumen total del ensayo en la placa de 96 pozos,
incluyendo la solucién Stop; FD: factor de dilucion de la muestra
estandar; A del [estandar]: absorbancia del estandar; Tiempo:
tiempo de incubacion a 37 °C en minutos; V enz: volumen de la
muestra enzimatica afiadida al ensayo en mL.

En la evaluacion de la fosfatasa alcalina (ALP) se prepard
una solucion sustrato de 4-metil-lumbeliferril-fosfato (10mM)
en H20 desionizada (SIGMA, USA), y se incubd con los
PESG y ASG o control enzimatico (100 pg/ml), por 15
minutos a 37 °C y se leyo la reaccion fluorimétrica con un
filtro de absorcion de 360 nm y de emision de 440 nm en el
fluorimetro.

Andlisis de los datos. Los datos cuantitativos de las
determinaciones enzimaticas, se expresaron como el
promedio = desviacion estandar.

La comparacién de las determinaciones en hembras y
machos pre y post-incubacién con PZQ se realiz6 mediante
una prueba T de Student, y valores de p menores a 0,05 se
consideraron estadisticamente significativos. En el analisis
estadistico se empled el programa STATISTIC versién 9.

RESULTADOS

La determinacion de proteinas totales de PESG y ASG,
reveld una mayor concentracion de proteinas en las
preparaciones provenientes de gusanos no tratados en
los ASGMc y ASGMc, y en las preparaciones obtenidas
luego de la incubacion con PZQ in vitro, en los ASGMPZQ y
ASGHPZQ (Tabla 1).
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Tabla 1. Concentracion de proteinas totales en ASG y PESG en
1000 gusanos hembras o machos, expresados como el promedio +

desviacion estandar.

Tipo de preparacion Concentracién de proteinas (ug.mL™")

X+DS

ASGM, 1831,6£916,2
ASGM_, 1596,0+861,1
ASGH, 542+203,8
ASGH_, 508,8+388, 1
PESGM, 371,6:272,8
PESGM,, 1908,8+422,8
PESGH, 19945 4
PESGH,, 2183,2£1566,3

Al evaluar la actividad enzimatica de la ACP en los ASG
y PESG se encontré un incremento en los ASG y PESG
preparados con gusanos no-tratados, y una disminucion
de dicha actividad en los ASG y PESG tratados (Tabla 2),
observandose diferencias estadisticamente significativas
en los ASG preparados con gusanos tratados y no tratados,
mientras que en los PESG tales diferencias no son
significativas.

Tabla 2. Actividad ACP en los ASG y PESG adultos machos y
hembras, antes y después del tratamiento con PZQ.

Actividad (Ul.mL™")

Tipo dg'

preparacion Media Desviacion estandar P
ASGM, 0,00032 0,00065 1x1071°
ASGM_, 0,00003 0,00000
ASGH, 0,00002 0,00001 2,80x10*
ASGH_, 0,00003 0,00000
PESGM, 0,00663 0,00765 4,42x10
PESGMpzq 0,00490 0,00506
PESGH, 0,00202 0,00109 7,33x10"
PESGH_,, 0,00176 0,00131

P<0,05 es significativa.

El andlisis de las actividades enzimaticas para la SOD,
mostré en los ASG una disminuciéon estadisticamente
significativamente en los gusanos tratados. En los PESG se
observé el mismo comportamiento, pero dichos resultados
no fueron estadisticamente significativos (Tabla 3).

Tabla 3. Actividad SOD en los ASG y PESG adultos machos y
hembras, antes y después del tratamiento con PZQ.

Actividad (Ul.mL"")

Tipo de_

préparacion Media Desviacion estandar P
ASGM, 0,28320 0,20699 8x10°
ASGM, 044160 0,00695
ASGH, 0,29160 0,02142 6,6x10*
ASGHqu 0,45220 0,02208
PESGM, 0,19000 0,02113 9,41x10"
PESGMqu 0,16220 0,02031
PESGH, 0,14760 0,08981 2,06x1072
PESGH,,  0,14100 0,02263

P<0,05 es significativa.
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En conjunto con la ACP y la SOD se evalud la actividad
enzimatica de la ALP donde se evidencié la disminucion
notable de la actividad enzimatica en los ASG Y PESH de
gusanos tratados en relacién a los gusanos no tratados,
(tabla 4) obteniendo datos estadisticamente significativos
que demuestran que la accién farmacolégica empleada es
efectiva. En los PESGM se evidencia el incremento de la
actividad enzimatica en los gusanos tratados, pero los datos
no son estadisticamente significativos.

Tabla 4. Concentracion de ALP en los ASG y PESG adultos
machos y hembras, antes y después del tratamiento con PZQ.

Concentracién (ug.mL")

Tipo dg'
preparacion Media Desviacion estandar P
ASGM, 1,09829 0,04307 5,30x10°
ASGM_, 0,96957 0,36276
ASGH, 0,78629 0,16078 2,58x107
ASGHpzq 0,52300 0,44442
PESGM, 0,10700 0,22657 6,17x10"
PESGMqu 0,12457 0,28040
PESGH, 1,68128 0,43168 1x106
PESGH, ~ 0,11371 0,02520
P<0,05 es significativa.
DISCUSION

Los extractos crudos y productos de excrecidn-secrecion
de S. mansoni, se caracterizan por su gran contenido
enzimatico, relacionado con mecanismos de inmunoevasion
de la respuesta inmune y antigenicidad. El presente estudio
determino el efecto del tratamiento con PZQ sobre enzimas
del parasito presentes en ambas preparaciones.

Al inicio del estudio se determinaron las proteinas totales
de PG y EG, encontrandose una mayor concentracion de
proteinas en las preparaciones provenientes de gusanos no
tratados en los EG, y en las preparaciones obtenidas luego
de la incubacién con PZQ in vitro, en los PG (Tabla 1).

El efecto del tratamiento sobre las proteinas totales en los
extractos crudos del parasito se relacionan con estudios
recientes que demuestran el papel de las P- glicoproteinas
(SMDR2) y las proteinas asociadas a multiresistencia a
drogas (MRP1) que se encuentran en el sistema excretor del
gusano de Schistosoma mansoni, asociadas a resistencia a
farmacos, puesto que la expresion de estas proteinas se
altera en los gusanos expuestos a praziquantel (PZQ), y se
expresa en niveles mas altos en los gusanos de las cepas
con susceptibilidad reducida al farmaco (24). Ademas,
el tratamiento pudiera afectar genes como el Gen MEG
que en S. mansoni induce la variacion en las proteinas
secretadas por el tegumento, relacionadas a la interaccion
inmune con el hospedador (25). En consecuencia, los
hallazgos encontrados en el presente estudio pueden
tener implicaciones no solo a nivel de tratamiento
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quimioterapéutico, ademas pueden estar relacionados
con eventos de interaccion con el sistema inmune del
hospedador.

Todas las enzimas lisosomales como la ACP son activadas
en condiciones especificas por el catabolismo creciente del
tejido fino, por lo tanto, el aumento de la fosfatasa acida esta
relacionada con el aumento en el catabolismo de los tejidos
(26), como resultado del aumento de los productos del
metabolismo del gusano S. mansoni por tanto, la disminucion
de la ACP en ASG y PESG observada en nuestro estudio,
indican indirectamente que el PZQ altera este metabolismo
enzimatico, ocasionando una disminucion del metabolismo
del parasito que afecta la produccién y secrecién-excrecion
de esta enzima. En relacion a las isoenzimas de la ACP se
conoce que su actividad es afectada por diferentes agentes
como el mercurio (bovino y porcino) y herbicidas (plantas)
(27,28), constituyendo importantes flancos de control de
plantas que compiten con los cultivos de interés alimenticio.

Desde el enfoque del presente estudio, la disminucién de
la ACP constituye uno de los elementos claves mediante
los cuales, el PZQ afecta la capacidad del parasito de
contrarrestar la respuesta celular y humoral del hospedador,
alterando la hidrdlisis de fosfomonoésteres y liberacion
de fosfato inorganico del parasito (29), un mecanismo
altamente relacionado con el influjo de Ca+2 en respuesta a
la despolarizacion de la membrana tegumental y por ende la
contraccién muscular, la secrecion, y la expresion genética (29).

El analisis de las actividades enzimaticas para la SOD,
mostré en los ASG una disminucion estadisticamente
significativamente en los gusanos tratados. Un efecto
similar en menor magnitud se observa en los PESG, y
demuestra que uno de los efectos del tratamiento con PZQ,
posiblemente relacionado con su efectividad, consiste en la
disminucion de enzimas claves para la defensa del parasito
contra radicales toxicos que producen las células del sistema
inmune, lo que sugiere que al evaluar el uso de enzimas
antioxidantes como la SOD en disefios de vacunas o terapia
inmune en los pacientes infectados debe tomarse en cuenta
el estatus en cuanto a tratamiento del paciente, puesto que
en individuos recientemente tratados, puede no tener la
misma efectividad el empleo de vacunas elaboradas con
ADN codificante para la SOD, con la finalidad de estimular
la produccién de anticuerpos capaces de reducir de manera
constante la carga parasitaria del S. mansoni, disminuyendo
la infeccion existente (30). No obstante, otras alternativas
tales como la sustitucion de la Leu132 y la Val135 en la
Superoxido Dismutasa Citosolica del parasito (SmCtSOD),
postuladas para inducir cambios en la conformacion,
distribucion de las cargas electrostaticas y la disminucion
de la proteccion del parasito pudieran ser de mayor utilidad
como herramienta inmunoterapedutica, en pacientes con
historia de reinfecciones postratamiento (31). Por otra parte,
estos resultados coinciden con estudios realizados in vivo,
en los cuales se demuestra que el tratamiento combinado
de PZQ y pentoxifilina producen disminucion en los niveles

séricos de citoquinas pro-fibréticas (TGF-B y TNF-a) y de
las enzimas hepaticas antioxidantes, glutation peroxidasa,
glutation-S-transferasa, glutation reductasa y SOD (32)

En cuanto a la actividad enzimatica de la ALP se observa la
disminucion notable de la actividad enzimatica en los ASG y
PESG, particularmente significativo enlos PESGH, hallazgos
de fundamental interés puesto que durante la infeccién por
S. mansoni ocurre un aumento en la excrecion de la ALP
como producto del catabolismo del parasito, lo que se refleja
en la persona infectada con un aumento de la enzima en
sistema porta venoso hepatico, y constituye un elemento
estimulador de la respuesta inmune del hospedador, por
lo cual la ALP es considerada altamente inmundgena y es
empleada como antigeno en el diagndstico seroldgico (33).

Ademas, recientemente se demostré que la ALP se ubica en
la capa externa tegumental de S. mansoni, y que mediante
mecanismo que generan adenosina, el parasito es capaz
de modular la respuesta inmunitaria del hospedador contra
el, como demuestran estudios en los cuales al suprimir el
ARN de la ALP disminuye la produccion de adenosina, y la
capacidad del parasito para evadir la respuesta inmunitaria
del hospedador (34). Ambos estudios reflejan la importancia
de esta enzima de S. mansoni para la supervivencia y como
marcador diagndstico, resaltando que cualquier estrategia
quimioterapeutica, inmunoterapeutica o de vacunacion
debe medir el efecto sobre esta enzima.

Similarmente, estudios previos de nuestro grupo de
investigacion lograron definir a nivel cualitativo el efecto
del PZQ sobre la actividad enzimatica SOD, ALP y ACP
(17) de PESG y PESG, asi como la utilidad potencial en el
inmunodiagnostico de antigenos preparados con gusanos y
huevos de S. mansoni incubados in vitro con PZQ (35). En
este sentido, los hallazgos del presente estudio contribuyen
a definir y comparar en términos cuantitativos el efecto
del PZQ sobre enzimas tegumentales y de excrecion-
secrecion, faltaria por caracterizar y definir la contribucion
que esto tiene sobre la expresion o inhibicion de antigenos
que puedan favorecer el diagndstico, permitan evaluar la
efectividad del tratamiento en los pacientes infectados y
definir posibles variantes enzimaticas relacionadas con la
resistencia antihelmintica descritas en otros metazoarios
(36), en S. mansoni.

No obstante, los hallazgos del presente contribuyen a
comprender los efectos positivos del praziquantel sobre
la patogenia de la enfermedad, puesto que las enzimas
contribuyen en la evasion de la respuesta inmune y en la
estimulacion del sistema inmune del hospedador, lo que
contribuye en exacerbar la inflamacion y consecuentes
secuelas. Ademas reviste importancia porque estas enzimas
se encuentran asociadas al tegumento y este se considera
un potencial blanco para el desarrollo de vacunas anti-
esquistosoma, puesto que se halogrado reducir el nUmero de
huevos en el higado, la eliminacion de huevos en las heces,
numero de granulomas hepaticos y adultos empleando
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antigenos tegumentales del estadio esquistosémulo (37), por
lo que una combinacion de quimioterapia con inmunoterapia
podria aumentar la protecciéon contra la esquistosomiasis,
en el humano.

En conclusion, en el presente estudio se encontré una
disminucion en las proteinas totales, actividades enzimaticas
ACP y SOD vy la concentracién de la ALP de extractos
crudos y productos de excrecion de S. mansoni preparados
con gusanos tratados con PZQ in vitro, particularmente
significativos en los PESGM postratamiento para la ACP, en
los ASG para la SOD y en ASG y PESGH para la ALP.
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