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RESUMNEYN

El prodaito de este trabajo fuéd el de realizar un estudio nreow—
liminar de los antfgenos inmuncldgicaments imrortantes de larvas de -

Trichinella spiraliz, para lo cual so obtuvieron lac condicicnes Sptimngs

(gran cantidad de larvas con un alto torcentaja de viahilidad) con 1a £i
nal@dad de roder comtrolar la infeccidén e inmuniéacidn de los animales a
‘utilizar, asf como la recoleccidn del digerido larvario. Recuperindose a
las 24 horas de digestidn da carne infectada con juge gdstrico artifieisl
la mayor cantidad de larvas con un 92 % de viabilidad, Fediante tdenicas
fisicas coﬁo congelacidn-descongelacicn, horogsnizacidn y sonicacidn se
obtuvo un extracto total zalino de larvas, ohtenidndoce de este dos cla-
ses dé antigencs denominndos'antigeno S (scluble) vy antigero P ( preci—
ritado ), a los que ge les determind su composicidn quinica encontrindose
u 84.56 7 de protafmas ¥y 15.43 % de cartohidratos »ara el antfmero 5 ;-
€8.18 ¢ de vrotefnas y 31.81 % de garﬁohidratos rara el Qntfgeno P. Cada
uno de astos entigenos sa fracciond Tor cromatograffa en Senhadex G-200
‘obteniendose més fracciones del antigeno soluble (12 fraceiones) que del
antigeno precipitade (8 fracciones). For técnicas de precinitacidn an -
tubo capilar y doble difusidn en asarcsa, se p:ohé que 5 de las fraccio-
nes obtenidas son inminoldsicamente importantes, ya que dieron prueba po
sitiva con ambas tdenions cuando s2 Tusieron en contacto con un suero -
hivperinmune, a2l cual ge 1s determind vor electroforesis en acetato_do cH
luloga la elevacidn de la fraceidn rama gleohulina, deternindndeze la -

concentracidn de inmnoglobulinas por inmunodifusidn.



INTRODUCCION

Dentro de las enfermsdades aue causan mis nroblemas de salud pd-
blica en nuestro vafs, se encuentran las enfermedades parasitarias, las
enales se presentan muy frecuantemente tanto en adultos como en nifios, —
aunque no todas de ellas obtienen la misma atencidn y conccimiento de los
médicos , ya que no son las nrincinrales causantes de muérte; entre estas
enfermedades, se encuentra la Triquinosis, que es una enfermedad zoondti
ca transmitida al hombre principalmente vor el cerdo y cuyo agente etio-‘-

16gico es el nemdtodo Trichinella spiralis, encontrdndose en forma de =

quistes en los misculos de mayor actividad del cerdo (14).

Resulta dificil establecsr la fecha de aparicidn de esta enferme
dad tanto en el hombre como en los animales, BEn la historia de las viejas
civilizaciones ya se hablaba de ewnidemias ocasionadas por la ingestidn de

carne de cerdo. Se suvone que la Trichinella sniralis y con ella la Tri-

quinosis, llegd a Europa y América al comienzo del siglo XIX con loa cer
dos, qus procedentes del sur de China e India fudron importados para cru
zar y mejorar las razas del ganado suropeo Yy americano s

En el afio de 1821 Tiedman (19) observé en los misculoe, tejido —
conjuntivo y paredes arteriales de un caddver, concreciones calcdreas de

6 a 8 mm, de difmetro comrarables con quistes de Trichinells spiralig .

El estudio de estas cancreciones rox Gmelin, demostré que su comnosicidn
era de 73 % de fosfato de calcio, 7 % de carbonato de calcio y 20 % de -
proteinas “

Bl descubrimiento clinico de la Triquinosis data del afio de 1860

vor F. A, Zenker (39), cuién junto con Virchow enconird larvas en corazén



¥ flufdo pericdrdico on necroosias. Asi esta enfermedad os una parasito-
sis comin en los Hstados Unidog de lortedmerica y Canadd. Bn 2éxico, es-—
ta helmintiasis se conoce desds el siglo pasado, encontrdndoce en un al-
to norcentaje en los diafragmas de caddveres humanos de enfermos que fa-
llecieron vor causas diferentes a esta varasitosis, este hescho sugiere -
que la Trichinosis es una infaccidn frecuente en musstro pais con un in-
dice bajo de mortalidad (25). Ia elevada incidencia de Triquinosis que -
ge descubren postmortem contrasia con el mimerc reducido de casos clini~
cos de esta parasitosis que son revortados en la literatura médica nacio
nal .

Zn México, la Triquinosis ciinicamente manifiesta puede ser menos
rara de lo que se cree, lo cual generalmente ss debe a causas como las si
guientes:

1) Que alguncs médicos no riensen an esta enformedad o la confun
dan con otros padecimientos, incluso cuando ocurren todas las circunstan
cias que dedberfan favorecer su diagndstico como ha sucedido en algunos —
brotes en muestro vais (23). Zsto es lamentable, rorgue una persona con
infeccidn intensa puede morir o su vrobabilidad de supervivencia disminu
Yo notablements si no se hace el diagnéstico y, en consecuencia no se es
tablezca el tratamiento adecuado.

2) Que Ixicc es un mais en que ciertas tradiciones culturales -
estdn muy difundidas y arraigadas, y de estas, las gastrondmicas estdn -
entre las mAs vigorosas, ya que avn nersonas con un nivel socioecondmico
¥ cultural elevado tienen a este rosnecto mustos especiales Que aumenia
en alto srado el religro roSencial de cisrtos alimantos, como comer eru—

da la carne de cerdo y sus derivadog, lo gue en realidad narace mucho -



Zn el extremo anterior del nemdtodo ( ver figura ¥o. 1 ) estd la
boca, que se halla provistas de estructuras para fijarse en loc tejides
¥ penetrar en ellos; dicha boca tiene un engrosamiento capsular ¥y detris
de la abertura bucal estd el esdfago que tiene on el extremo distal un -
bulbo muscular nrovisto de fusrtes wdlvulas capaces de cerrar la abertu-
ra qQue conduce al intestino medio.

La cavidad bucal y el esdéfago estdn revestideos nor la cuticula -
va mencionada anteriormente. Fay una gldndula esofdgica dorsal y dos mub
ventrales cada una de ellas con un soleo ndcleo, las cuales probablemente
intervienen en los procesos digestivos vor la secrecidn de sustancias 1f
ticas. El intestino medio estd revestido por una sola cara de células ci
lindricas qus absorben los alimentos. =1 recto estd situado detrds del -
intestino medio ¥ en consxidn con el extremo vosterior del mismo, estf -
revestido por cutfcula ¥y se ahre al exterior ror el ano en la cloaca, la
cual es al principnio el recentor de los nroductos de desecho,

%1 sistema nerviosgo consta de troncos lonritudinales con comisu-
rag transversas. La comisura mds imrortante es el anillo cixrcunesofdigico
que rapresenta el centro nerviosc. A los Srganos impertantes, tegumentos
Y- sobre todo a las papilas menczoriales, llegan las terminaciones nervio=~

[_ S,

Como todo nemftodo pardsito del hombre la Trichinella sniralis -
tiene los sexog serarados, El macho'suele ser m4s pequefio que la henbra
y estdn provistos en las regiones caudales de drganos egpeciales que fa-—
cilitan la cépula., E1l aparate genital del macho estg formado por un %ubo
delicado que desde su extremo interno (insercidn) hasta su terminacidén se
diferencia sucesivamente en testiculo, vaso deferente, vesicula seminal

¥ conducto eyaculador; este tubo eatd doblado scbre of miamo una o mis -



vaces en la cavidad del cuer—o y se habre an 1la cloaca. 31 conducto eyacu
lador estd cubierto de gldndulasg wrostdticas y el ararato eraculador acce
sorio estd formado nor 1 & 2 eaniculas,

El ararato genital de la hembra en sencillo, en su ingercidn en
la rared del cuerpo hay un tiikulo dslicade y filiforma, al cvzrio, qQue -
reneralmenie aumenta de didmetro al acercarse al ovidueto, el tiibuleo se
tiferencia sucesivamenie en oviducto, recentdculo seminal, dtero oveeyec
tor y vagina. -

los adultos machos llegan a medir de 1.4 a 1.6 mm. de longitud ~
ror 40 a 60 micras de didmetro, las hembras llegan a medir de 2.8 a 3.2
mm. de longitud nor 90 a 130 micras de didmetro (14)

El metabolismo de los carbohidratos que lleva a cabo la Trichine~
ila sniralis, rrocede escencialmente de la fermentacidn de los dcidos gra
s0S, la cual resulta en una nroduceidn de deido n-valérico, La oxidaocidn
de los lipidoc bajo cendicionesg aerdhicas narece ser la fuents de ener-
ria princinpal rara la motilidad de las larvas, Aunaue se ha detectado la
utilizacidn annerdvica de glucdgeno como fuente de energia.y la glucosa
ue vitilizen dichog nardsitos se metaboliza a lactato siguiendoe la via -~
tle Zabden-lleyerhe PT.

Alpurss de Jog commonentes imnortantes de la Trichinellz sriralia

. 2 - N : - .
son loo eitoeramos 7, b, ¢, agi como enzimas del eicle de los 4eidos tri

ecarcoeflicon, vrecurcia de hemomiobina, RRA v Dia (20N

La o vy maconian sadura rosce une ostrickura denoninada esiico-
soma, que es an drsoune Gua consints de una sola nisza de arcorimadzioente
45 a 55 esticocitosn, tiene wna forma discoide la cual se localica en la
mitad anterior del cuerre de la larva. Lz funeidn del esticonoma en la —~

vida ¢#) mardsito no egtd comietamente conocida, ain embarmo se sabe que

1o



FIGURA No. 1

PRICHINELLA SPIRALIS

© ADULTOS ‘ LARVA ENQUISTADA

HACHO HEXBRA
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los esticocitos contiensan antigenos que reacocionan con sueros de nuéspe~
des inmunes. Estos ant{gonos del esticocito nueden estar contenidos en -
los grdnulos secretorios alfn y beta, ya que se ha demosirado que estos
dos tiros de grdnulos difieren en su morfologia h's densidad de squilibrio
en un gradiente de sacarosa (g ). Se ha demostrade que cada uno de estos
contiene antigenos que son idénticos a los productos de excrecidn-sacre-
¢idn de la larva muscular madura, -

El esticosoma es un drgano que estd presente en todos los estam=
dos larvarios y adultos de los namdtodos que pertenscen a la mperfamil.ie.
Trichuroidea, El del adulto comvrende aproximadamente une quinta parte de
la longitud del cuerpo, mientras que la larva muscular madura llena por
entero la cara anterior del gusanc., Se cree que el esticocito tiene una
funcidn glandular secretoria, secretando productos cuya naturaleza 65 =
varcialmente conoecida incluyendo »rotefnas con un alto peso molecular ~

mayor de 20 000 Dts (g ).

Ciclo bioldgico.~ El1 hombre adquiere la Triguinosis por el consu

mo de carne eruda o ma'l cocida de cerdosg inféctados con Trichinella spi-
ralis, la cuval contiene a dichos pafé.sitos en su efapa larvaria enquista
dos. Un:‘a. vaz que se consume la carns, los qﬁistes gon liberados del teji
do musculax en el est6mago, algunas larvas se desenquistan por accidn del
juzo gdstrico, liberandose la maynz; parte de ellas on el duodeﬁo, empezan
do on este su desarrollo., Algunas larvas se eliminan con las heces en es -
tadio viable e infectante en trozos de carne no digerida; los animales -
Que los ingieren se infecfan de la miama manora que si hubiesen comido la
carne triquinosa, )

Il desarrolle del pardsito comprende tres perfodos criticos para

ol huesped qQue son : 1) Incubacidn, 2) Migracidn y 3) Enquistamiento.

12



1) Perfodo de Incubacidn.— Este rerfodo comienza después de la in
gestidn y liberacidn de laa larvas enquistadas, estas pasan al duodeno ~
{fase ontérica) de donde penetran al enitelio (fase parenteral). Zn esto
primer eatadic las larvas mudan 4 voces dentro de las 36 horas y se trang
forman en un adulto dentro del evitelic en que ge encuentran. Una vez con
vertidas en adulios se aparean y depositan las larvas recién nacidas denw
tro de este, lo cual courre 5 & 6 dfas desovuds de la infeccidn. Durante
este perfodo la actividad bioldgica del pardsito es dirigida hacia tres
motas principales que son : a) orecimionto. b) desarrolle y ¢) reproduc-
cidén.

2) Perfodo de Migracidn.— 7n este perfodo aproximadanente 70 .
de las larvas recién nacidas migran a partir del oiitelio duocdenal al -
misculo esquelétice por medio del sistema circulatorio sangufnec linf4t]
co, el otro 30 % migra ror medio dol sistema cireulatorio portal-hep&zti—
co al corazén o vor medio de la cavidad ahdominal y/o flufdos abdomina—
les al mimculo esqueldtico (37).

3) Perfodo de Enquistamiento.— Bste nerfodo comisnza una vez que
lag larvas penetran en la fibras musculares y luege prosiguen su desarro,
1l0. Al priﬁcipio, lag larvas estdn en los misculos raralelasc a lag fi——
bras musculares, a médida que ge enrollan el hudsned comionza a formar —
er torno a ella un quiste con wared de coldpgena que llega a acompletérso
arroximadamenta o los 3 meses desruds de la infeceidn.

’ En el hombre las larvas onguistadas pueden permanccer viables -

durante muchos abios aunaue meneralments se calecifican entre los 6 y 9 ne

ses de haberse iniciado la infecoidn.

13



FIGURA No. 2

CICLO BIOLOGICO DE Trichinella spiralis

Cerdo infectado
Larva enquis— < ; ’ Ratas y
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tada en misculos de tados

v -mayor actividad del

humano.
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Sintomatologia y Patogenia de le Enfermedad.- En el transcurso ~

del periodo de incubacidn se v»recduce gran irritacidn del epitelio duocde-
nal ¥y yeyunal y en todos los sitios de la pared intestinal en los que re,
netran las larvas.

Generalmente a las 24 horas del contacto o menos se originan los
sintomas de vémito, diarrea o disenteria tdxica, célicos y sudores profu
sos, en algunos casos aparecen mdculas de color escarlata o un exantema
miculo-papular en la piel del tronco y extremidades. los sintomas por -~
parte del aparato respiratorioc, que comienza del segundo al sexto dfa-se
me jan una infeccidn bacteriana de este aparato, esto se observa en el
30 % de los pacientes en los que la Triquinosis produce sfntomas clinicos

En el perfido de migracidén hay infiltracidn de lc;s misculos, mial-
gias, dificultad de la resniracidn, magticacién y deglucidn; algunas ve—
ces ge observa pardlisis egndetica de los misculos, en particular de las
extremidades. Tn algunas ocasiones, .en este periodo aparece edsma que se
observa especialmente alrededor de los oJos, en las méjillas, sienes y -
manos, producido por 15. migracién de las larvas a travée de los vasos -~
sanguineos de estas regiones; es fracuente lavlinfodenopatia v los gane—
flios linfdticos son a veces muy dolorosos a la valpacidn'y es tinica la
fiebra remiténte hasts de 40 a 41 ©0, Bn ocoasiones las rldndulas nardti-
das y wblingualesl son el foco ir.fl:.xmatorio de mayor importancia, Io cual
hace sospechar de una parotiditis. Bn algunos pacientes se encuentra hi-
perpla.sia de lg médula Smea con un aumento de los hieIOblastOS, en san-;-
gre periférica se encuentra leucocitosis con nredominio de gosinéfilos -
que van de un 20 a 75 % (38).

Bl dafio ml corazdn conatituye una de las comrlicaciornso mdr gra-

15



vas y relativamente comunes de la Triquinosis. Bn algunos cmsos, mds bien
raros se ha ohmervado trombosis entérica, tanbién nuede vresentarse ence-
falitis y meningitis, transtornog oculares, sordexra y esclerosis amiotrd-
fica (12,23)

Turants el veriodo de enquistamiento se observa degeneracidn o ~
tumefaccidn de las fibras musculares adyacentes, engrosamiento y altera~
ciones del sarcolema con hipertrofia, fragmentacidén de la fibras y depd-
gito de la memdbrana cansular interna seguida de la formacién de un Quis-
te. Durante este perfodo puede haber caquexia, edema tdxico o deahidmtg_
cién extrema, tambidn hay sintomas de afeceidn del sistema nervioso a =
congocuencia de las lesiones quo npuede causar en el encéfalo, ya que pusg
.de alo jarse en diversoa tejidos incluso en el miocardio y encéfalo, asf -

como en 1fquido cefalorraguideo (1,24). . -

Diagndstico.~ Bl mejor dimgndstico rara la deteccidn de Triquino
sis resulta de un alto grado de sospecha basado en los antecedentes cli~
nicon observados (edems, Tiebre, mimlgias, ate.) combinado conldetem;ng;
ciones séricas seriada.s ¥y biopsia zlnuscular': {(34) -

Se ha encontrado qQue la tdenica de micro-ELISA de dobles antioﬁegr_

pos anlicada a Triquinosis sxperimental en ratas provorciona un huen meé

dio para detectiar el esiado ‘de infeceidn vor Trichinella s‘pimlis, énco_rl‘
trdndoge un tiemno Sptimo de sacrificio de 24'horas(i‘5,3"é‘i

La prueba de floculacidn con bentonita generalmente es positiva’
17 dias despﬁés de la infeccidn, los resultiados negativos deben éer infeé:*
,Vpre‘ta.dos ror los datos ciinicos. La demostracidn de la lgrva enqﬁiatada v
ag definitiva ﬁvara saber si hay infecciér;, sin embargo algunos éaoientes‘

pueden tener infacoién sin enfermedad clfnica (27 ,28 )

1
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La prueba de flooulacidn con bentonita con una fraccidn antigdni
oa proteica soluble en dcido (antfgenc de Melcher) v pruebas de fijacidn
de comnlemento con un antigenc larvario crudo se ha reportado que dan rg
sultados similares en 1331 sueros humanos, los resultados de las dos prue
bas en 206 pacientes fudron comnarados con observaciones hechas en casos
clinicos y con otras pruebas de laboratorio, se observd una relacidn en-

tre los descubrimientos seroldgicos y de la Triquinosis clfinica (26)-

Pratamiento.~ %1 tratamiento de eleccidn cuando se ha detectado
la'ingestién de carne infectada, es mediante la adminigtracidn de meben-
dazol en dosis de 25 mg/kg, de neso corroral remartidc en dos dosis.

la accidn antihelmintica del mebendazol contra larvas enquistae—

das de Trichinella spiralis se caracteriza por una vosible colaboracidn

del antihelmintico con la defanéa inmunitaria. La accidn del mebendazol
consiste en la alteracidn del estroma citoplammdtico muscular qua rodea
a la larva convirtiSﬁdoln en un foco antigénico éobre el que se desenca=—
dena la dsfensa inmunitarin,' a continuacidn del tratamiamto surge un pro
ceso. rdnido de,hipersensibilidéd celular qué'tranéfbrma cada quiste en
un granuloma varasitarioc. Ei mebendazol altera la permeabilidad de la ma
tris quistica, con lo cual pasan al exterior del quiste los anjbigenos' ' -
:funcionales larvaries y conéecuéntemante los aniicuerpos anti~Prichinella
spiralis circulantes. *

Desnudés del tratamiento ée chservan quistes rodeados. de unz cdp~
sula con intensa degeneracidn basdéfila y fragmentacidn larvaria, infil--
tracidén inflamatoria intensa vredominando linfocitos e histiocitos. Il
mebendarol e un fdrmace muy aficdz ante 1os<quistes de Trichinells =—

sniralisa,
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La accién antihelmintica contra larvas entuistadas ea la conexidn
del gistema inmunitario dadoj la denresién de la respuesta celular no anu
la el conjunto del fendémeno, sole le retrasa nroducicndo la reaccidn celu
lar la muerte del pardsito, asi come la muerte de las larvas por los an~
ticusrnos circulantes y el comnlemento que nenetran, actuando sobre la -
larva como un feco antipénice degmudo, nroducié¢ndose inmunidad celular -
que nieds ocasionar un cuadro similar a un shock a;nfiléctico, por esta
razon se utiliza nrednisona antes y desrués del tratamiento con mebendn-
zol, ademds de aliviar los sintomas 2el trauma debidos a la invasidn de
la larva en la mucesa intestinal en el estado inicial de la infeccidn y
aliviar el dolor muscular, edema y reaccionos idxicas, Asi pues, la pred
nisona es cards de modificar 1a rss-usests immunitaria cero no imnide el

efecto del mobendazol, solo lo retrasa (22).

Inmunidad a Txichinella sniralis,— Debido a que la evidencia cli
I
nica de inmunidad adquirida fracuentemente co squivocada en las infeccio

nes rarasitarias, se ka inducido la cresncia de gue los rardsitos con o
‘bremente inrunasdnicos, no nay bages vara ente munto de vista y= que so
han demostrade anticuerncs serecifices ror gran variedad de métodos para
ura amrlia rmama de infecciones »arTasitarias, observdndese unz correlacidn
muy mobre con el estade inmune clinico, lo cual indica quo nmuches de losg
anticuernos formados an resvuecsta 2 las infeccicres parasitarias ro rro-
teroam al hués-ed, este munto de vista =stf soreriade ror el hecho de gque
e3 dificil demestrar anticusrpos antiparasitarios protectivos por trans-
Tferancia pasiva, oin embargo los anticuerpos antiparaczitarion nueden ser
demostrados in vitro en diversas infaccionne marasitariaz que inducen in

minidad e¢linica pohre. Como regla general ror lo tanto, los pardsitos -

senoibiiizan afectivamente al sistora inrtune del hudsned y ain nveden -
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continuar sobreviviendo por grandes reriodos, esto es exrlicado fdcilmen
te considerando que loc diversos rardsitos utilizan mecanismos mediante
los cuales evaden la regnuesta inmune en contra de ellos.

La resgiastoncia de los v»ardsitos frocuentemonts eAg atrituible a ~
inmunidad innata (natural), la cual usualmente es caracteristica de esre
cis y no es denendiente de la exvosicidn nrevia sl narfsito. Ta inmunidad
agpecifica adquirida en las infeccionoz varasitarias ha egido nuy discuti-~
da ya qus 12 respussta efectiva clinicamente es muy raro obaervar, nero
hay abundante evidencia de que lon pardsitos animales son inmunogédnicos
¥ sensibles a las vias efasctoras normales del hudgred,

Muchas infscclones narasitarias inducen ura reosmuecia inmune que
broduce resistencia a un desafio espacifico rero estd ascciado ceorn porsis
tencia del pardsitc en baja rronorcidn, este tivo de res-uasta esg caracte
rigtica de Triquinosis.

La cartidad do inmunoglohulinas eas considerablenente incrementa—
da en wuchas infeccicnes parasitaries, ce ha hecho la sucerancia de que
la sintesic de inmunoglobulinze emmecificac rueds remaliar de 1o estimu-
lacidn de linfogiton roxr interaccidn de cemnlsjos Aniirceno~dnticucran a
través da recoptores mara la fraccidn C1 tel comnlemsnto en su membrana
superficial.

Tn todas las enfarmedades narasitazias se otedap danestrar anti-
cuernos especificos nor gman variedad de tdenicas , muchac ds ectas nrue
tag con ttiles mara =21 diavndatico  enstudies erideninldricns de infacecio
nea varasitarizs, rero en nenaral estas reacciones correlacionar roco con
8l aztade immune clinige lo cual indica qus en adicidn n las irunoslobu-~

linag wo egnecfficas, las infreccionnr aracitarias estimlan la nroduc——



cidn de anticverros eapecificos ain funcién nrotectiva, tales anticuer—
pos pueden dirigirse contra serotinos del organismo presente en forma -
temprana en la infeccidn contra antigenos séricos rolubles o contra va-—-
rios metabolitos ;- nroductos de degradacidn ausentes en la suverficie -

del pardsito intacto vivo y de este modo irrelevantes para su destruccidn

egvecifica, ya qQue on sonexal loz nardsitos sensibilizan al sigtema inmu-

ne del huézped, su sobrevivancia depende do nus wecanicmos de evazidn{29)

s clare que en lag infecciones marasitariaz como en las microbis
nag ¥ virales, los mecanismos de defensa son muy dependientes de la nmaty
raleza de los antigencs y anticuerros involucrados; muy frecuentemente -
los articuernos son diripgidos contra antigenos immuncldégicaments irrele-
vantes esto es, antimenos los cuales en combinacidn con anticuercos no -
afectan el metabolismo normal o vroliferacidn del pardsito, Cuando esgtos
antigenos son inmurodominantes pueds ser posihle que la resvuesta total
del hudsned sea de anticuervos comvletamente inefectivon contra cl inva—
for ¥y censtituye un mecaniamo de evasidn de la resnuestz inmune del huég
pgd.

31 cursc de la inmunidad contra Trichinella spiralis comienna -

justo en el diz cero de 1a infeccidn, ya que los leucocitos en sangre re
riférica van aumentardo liperamente durante los prime?os 10 dias después
de la infeccidn, aumentando arreciablemente entre los dias 10 y 12. Cuan
do ya ocurrid la exmulsidn de los susanos adulies, finalments va observan
dose un decremento (235).

Los anticuerpos nroducidos contra el adulto en ratas infectadas
aparecen avroximadamente 15 dias desnuds de la infeccidn y desaparescen =-

50 diag desrmdn, Tstos anticuerpoz son detectados nor pruebas con anti—
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cuerps fluorescantes detectdndosme microvresipitados en ane, vulva y bo-
ca del pardaito (24)-

Se ha encontrado que la expulsidn del nardsito adulto esta nedia
da directamente por immuroglobulina A libernda oen sl sitio de desarrollo
del pardsito en la mucosa intestinal, contribuyendo con 0tros COMPONE N
tes de la resnuesta inmune que son poco efectivos cuando actdan solos.

En la exvulsidn de Trichinella swiralis, las edlulas T han sido

congideradas primariamente células "Helner efectoras" encontrdndose que
la expulsidn es T-devendiente ademf{s de ser mediada ror anticuerpos Iph
mencionndos anteriormente { 21 ). También sa ha encontrado aque los cam
bios inflamatorios desarrollados durante la infeccidn son de igual mane—
ra T-denendierntes,

Alpunos resultados indican (31), aue ratones infectados con Tri=-

chinellas gniralis muestran una nroliferacidn de linfoolasios en los rddu

Jos linfdticos nesentéricos, cabisndo Que estas cédlulag se encuentran -~
preferencialmente en el intestino delgado, teniondo nosiblazernte su wrin
eipal contribucidn a la exnulsién de los gusanos vor la generacidn de -
cambios inflamatorion en la mucost intestinal,

Esnecialuente en los dias 5 y 7 de la infeccidn har um acurula-
c¢idn de leucocitos neutréfilos y eosinéfilos en la mucose intestinal cusxz
do ocurre la migracidn de las larvas racidn nacidas en el intestino (35).

Adninizirando susro de cere’o anti-eosindfiles de rasén, a rato-

nes aue nosteriorments se infectaron con Triciinella animralis, se obner-~

vé (15), que eatos desarrollaban 2 veces mds larvas musculores comparan-
dolos con ratones control administrados con solucidn salina y con rato—
neg administrados con el mismo mimerc de larvas, pero sin susro antieoni

+

ndfilos, lo cual nos indica la pran participacidn de estas céluias den--
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tro de la inmunidad inesnecifica gque se desarrolla en ia Triquinosig.

Se ha sugerido que los ecsindfilos son un componante muy immor——
tante en la inflamacidén intestinal ;- que d&sta eg la responsa®le en gran
parte de la exoulsién de los musines del intestino, nero se La encontra—
do también que loe sosindfilos no son imnortantes en esta respuesta, w
que eliminandolos del infiltrado inflanatoric intestimml ne altesran la -
expulsién de los susanos adultos, pero si marecen ser un factor muy imror
tanto en la resistencia a la fage gistémica de la infeccidn; io cual es
debido probablemente a que los sosindfilos dificultan el pazo del primer
estado larvario de la mucosa intestinal al torrente sanguireo o impiden
el dosarrollo de la larva madura en el misculo esquelético (15).

Los basdfilos y lor~ neuirdfilos, al igual que los eosindfilos -~
tienen gran actividad contra el estade larvario, dicha respuesia muy nre,
bablemente derende des la li%eracidn de nroductos solubles de les linfoci

tos (linfocinas) sensibilizados a antigzsnos arti~Trichinella spiralis -

(50). log linfecites obtenides de animales con Triquinesig cuando son ex

veegtos a antigancs larvarios solubles de Trichinella soiralis secretan

una linfocina estizuladora de 13 »romocidn de eosindfilos, que mulr proba
blemante eg la resrconsanle de la migracidén de les cosindfiles a lag rrin
cipales dreas de nigracidn chservadas en Triquinosis cemo lo son: la mu-
coca intestinal donde rosider los susanos adultes ¥y los miscules donde ~.
se cnguistan lasz larvas (3,75
la destruceidn de las larvas recidn racidas por los cosindfilos

muy mrobablemente es rroducids ror el Hcide hiroclernzo (gonerais de ne—
roxidasa de lea cosindfilos), iones clorure y reréxido de hidrdreno (ge—
reerade ror medio de sictemas enzindticos core rlucosa~glucosa oxidagcn 7

rartina-xantira oxidasa) (5), 1a ane se ha encontrade excsrimentaliento



qua a un pH de 5.5 el dcido hirocloroso en nresencia de ionres clorure ¥
perdxido de hidrdzeno reaccicnan con lo cutfeula de lan larvan destruyen
delzs .

imiras bionvfnicas cue afectan a loc gucanos adulton directamente

producen cambion en la nermenbilidad de la membrana ¥y causan dafio al pa~’

résite, induciendo a loc anticuermos anti~-Trichinella gniralisg a atacar

8l acdulto (esto fendmemo se ha deronminado “Iotenciacién Patoidrica’). Ts
tas arinas sen producidas ror la vregencia de articuernos reasinicos y -
antfzenos larvarios que ocasioran la degrarulacidn de los baséfilos, li~
terande a6f sup aminas oue van a afectar en diferentes formas al pardsi-~
to {28),

Los anticuerros aniilarvarios son princiralmente del tino Il y
aparacen abroximadarante 30 dias destués de la infeceidn ¥ llerman a un =
mdxire en los dfas 40 o 60 dismirurende anreciadlemente dan~uds (1)

Antircaros da Trichinella srizalig, - Pstudics sotre la commogi—m-

cidn antiménica de larvas de Trichinella s-iralig han democztrado una -

gran cansidad de antireros sondticos ¥ metabdlicos. Formarn  Sadun (1952),
Olsom, Iichardz y “wert (1040), Tanrer y Orerory (1961), Tansr (196%), -
han ds*ec*ado 2l menor 16 comnonertes ., a2 naturaleza ;» relevancis inmu~

ntizenos ain k2 sido raeco estudiada, 12 Zue ln maro—
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en 1933 ntilizaron esta solucidn de Coca modificada con solucidn amordi~
guadora de fosfatos rara la obtencidn de los antigeros, “felcher fu¢ el -

rrimere en fracciconar la larva de Trichinella seiralis rara utilizarlia -

corro antigeno en serolesia ¢ Inmunolosia y en 1913 nrepard un oztracto
de polisacdridos v lo fracciond deslinidizande la larva en 5 antigenos -
croteicos (19). Su Ffraccidn soluble en fcido se ha encortrado muy adecua
de para la rrueba de floculaeidn con bentonita como fué€ demostrado por
Sadun y Yorman (26) .

Cor la finalidad de rrevarar las fraccicnes antigénicas de Trichi
nella oniralis que inducen wroteccidn de las no protectivas, Despomier y
iacetti {10) fraccicnaren un antigerc obtenido ror homogenizacidn, éant:i
fugacicén diferencial y tratamiento con Tritdén-X, utilizando solo la ror-
cidn soluble de este antigeno. Tste antigeno fué sometido a una cromato-
rrafia de immuncafinidad y los antimenos fueron eluidos de 1la columna con
azortiguador de mlicina, las fracciones obtenidas se inccularon en rato-—
nes junto con un adyuvants comvleto de Traud, sncontranicse que ze forman
anticuernos conira estas fracecicnss.

Perroudet~Dadoux y Rinarhi (29) obtuviercn fraccicnes antigénicas
—or cromatograffa en DPAR-0slulcsa a rartir de un extracto obtewide por -~
conzelacidn desconmalacidn de las larvas, una fraceidr ottenida la dero~
zirvaren Artirero A encoptrando que es ry efectiva marz Iz formacidn de
anticuerrog reasinicos {dstectados ror reacciones de anafilaxia cutdnea
raaivn), Texo 12 inrumizacidn de arimalag con el antirero A sroduce muy
recos anticuervos wrecinitantes.

los anticusr~ee nreci~itantas en la Triguinesis son en su nayoria

%
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43

clase T~ noces sen los arimales qne infactados con este nardsito

o inmurizados con extrictes totales soludles o Ipd ~urifisade nroducen ~
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enticusrpos anti~Igh en suficientes cantidades para detectarse por téeni
czs de inmunoelectroforesis. ":‘.sto nuaede oxnlicar el que no se encuentre
actividad antigénica en fracciones obtenidas por cromatografia; esta ra-

26n tambidn es vdlida vara no ser detectados por irmunodifusidn (34).

Respuesta inmunoldgica & la infeccidn.- Se ha demostrade que una

infeccidn secundaria con Trichinella spiralis enh ratas estd asociada con

1a pérdida del 80 % de las larwas; la respuesta del buésped ocurre a los
15 mimtos posteriores al contacto del pardsito con la m\;cosa intestinal!.
¥ no se aéocia con infiltracién celular inflamatoria ni con o.tras carac~
teristicas de la infeccidn primaria, 4 a 8 dfas despuds de la infeccidn
secundaria se ha obgervado un rechazo de los nardsitos, presentdndose -
cambios en los tejidos similares a los ocurridos durante una infeccidn ~
nrimaria (,3'1‘; ). v

En la infeccidén p'rimaria, ia elimix;acj.én del estado entérico in~
volucra una respuesté vara la produccidén de la exvulsidn lde los gusanoéf‘
establecidos. El rechazo inmune de los pardsitos en la infeccidn mecunda -
ﬂa involucfa respuestas tempranas y tardiabs fisioldgicamente o inmumlé
gicamente di ferentes. |

En la expulsién de los par;isitos.adultos es’sahl‘ecido:‘; en la mucg_"
ga intestinal prusde estar relacionada une infeccidn mediada por imynunidad
los factores que van a determinar la exoulsidn del gusano o que inkiben
su renstracidn inicial en la mucosa, no son aiin conocidos (i31 ), pexo ze
cree que la resistancia a la venetracidén del pardsito pusde estar media- .
da por camhios ascciados con unz reaccidén de hiperasnsibilidad inmediata
que - involucra inmxnoglobulinaé dé la clase Ig% o ror una barrera protecs

tiva de IzA secretora en la maperficie de la mucosa intesiinal, estofl To




sultados han llovado a concluir que la resistencia adquirida es expresa—
da como respuesta bifdsica, y que la primera fase empieza aproximadgmon—
te 15 minutos despude de la infeccidn. Cada una de estas fases estf{ me——
diada por meéahismoa inmunes separados y cada una de ellas afecta los di
ferentes estados de desarrollo del pardsito en forma diferente.

Parsce Ber que en 1a-s ratag un rechazo muy temprano del pardsito
83 probablemente el compbnente mds imrortante de la immunidad a Trichine-
lla spiralis _"Wv, ya que se ha demostrado experimentalmente que la inmu-—
nidad en una infeccidn seciindaria es dirigida contré la fase entérica dsl
pardsito, expulsandose rdpidamente una gran cantidad de ellos ( 7).

Linfooitos marcados radiactivamente, nos muestran que los linfo-
cj-,tos B tienden a localizarse en la pared intestinal, vero es posible que
" asta poblaciéﬁ sea dependiente rara su formacidén de la actividad "Helper"
‘de célula-s T activadas vare uromover la generacidén de ¢€lulzs formadoras
de anticuerpos. Se cree que la resistencia adquirida al "parési'to eg media
da por anticuerpos de la clase IghA (iue sor timo-dependientes » |

| Adminirs'trando intravenosafnente larvas oroducidas in vitro (en 3

‘ocasionss) a ratones, James ¥ col. (I‘BA), demostraron que la fase parente

.ral de las infecciones por Trichinella sviralis estimulan la resisten—

cia contra el eatableeimianté del pardsito en un 85 %, cuando se utiliza
Ton larvas musculares adminiatradas oralments aze obtuve un 55. % de resis
tencia dnicamente,

Por lo que se puede‘conéluir gue desruds de la infeceidn nrimaria
en ratas, estas son resistentes a una infeccidn secundaria vor Trichinella
spiralis. Tres mases y medio despuds de una infeccidn primaria se ‘ohserva’

unz pérdida de la resmuestz innune si las ratas son mavanente infectadns.
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Transferencia de Inmunidad.- Tl primer trabajo de transforencia

de irmmunidad pasiva ha demostrado que desnpuds de inocular suero hiverin-
mune, los animales de experimentzmcidn voermanecen claramente protegidos -

cuando se llevd a cabo un desafio con 2 000 larvas de Trichinella spira=-

- 1is (19).

Innmunizando oconejos inoculandolos con 4 OOQ larvas de Trichinella
spiralis homogenizadas en solucidn salina adsorbidas y preciritadas con -
hidréxido de aluminio, Dorin (17) renortd resistencia a infecciones pos—
teriores an estos animales y Campbell en 1955 inoculd antigeno metabdlie
co do dicho -vardmito en ratones, y demostrd gran pérdida de los pusanos

adultos ecomparando con ratones control. Skikhobaloba en 1953, inoculd un

extracto salino de larvas de Trichinella sniralis en varias ocasiones —

en un heriodo de 10 dias y utilizd también antigeno soluble en deido y ~
despuds desafid a ratones con 2 000 larvas, ai final del nerfodo de inmu
niza&ién encontré muy baja oantidad de larvas enquistadas en los ratonss
inmunizados, Trabajando con ratas irradiadas Xagath en 1955 (19), encon-
tré que los'animalea no desarrollaban inmunidad édquirida. R
Se ha demostrado la iransferencia de inmunidad con suero de cong—
jos infectados; inoculando éste en consjos normales no infeotados, los =
antisueros obtenidos dentro de los 50 dias coﬁtienen anticuerpos anti-a-
dulto que protegen parcialmente contra una reinfeccidén ror transferencia
pasiva. los anticuernos anti-larva aparecen anroximedaments 30 dias des-
puds de la infeccion llegando a un nfximo en los 40 a 60 dfas disminuyen
do despuds, estos anticuernos no tienen actividad en transferencia pasi-
va dnicamente producen nrecivitados orales in vitro ( 3, 5 ), rero

en ratan recidn naocidas de madres inmunes infactadas con Trichinella gni-
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ralis 86 han encontrado anticuernos anti-Trichinella spiralis.

Linfocitos T y B de nddules linfdticos mesentdricos de ratones -

infectados con Trichinella spiralis transfieren inmunidad a ratones nor-

males, produciende nérdida de la fecundidad en los adultos y una expul——
5idn acelerada en el intestino (38). Tratando previamente a los animales
con suero anti-Thy 1.2 se reduce saveramente la actividad »rotectiva de

las células B, restaurando células T normales se recupera la capacidad -
de las células B rara reducir la fecundidad de los gusanos adultos sin ®
producir la exrulsidén de los vardsitos, se ha sugerido, que las célulag

T no actdan como células "Helner", nero estdn involucradas en la genera—
cidn de cambios en el ambiente intestinal con disminucidn de la supexrvi-
vencia del pardsito (8 ).

Protegiendo ratas contra uma infeccidn por Trichinella spiralis

inmunizdndolas con células B o T obtenidas de ratas vreviamente inmuniza
das, se ba medido el grado de infeccidn por el mimero de larvas muscula-
res ¥ la axrulsidn de gusanos adultos en el intestino, se ha encontrado -
que la respuesta inmure es dirigida contra la fase entédrica del pardsito,
log linfociios B tienden a localizarse en la pared intestinal , esta po=-
blacidn de células B es devendiente de la actividad ﬁHelper" de las célu
las T activadas, se cree que la resisténcia adquirida al pardsito es mee
diada ﬁor anticuerpos de la clase Igh que son timo~derendicntes (38).

Ia respuesta dsl hudsmed que vnroduce la expulsién de Trichinella
sniralis del intestino, requiere de la actividad del linfocito T y anti-
cucrnos activos, estando scociada ademds con una respuesta inflamatoria
muy marcada,., B1 anélisis'de 1z interderendencia de estos comronentes y la

expuleidn de los rusanos que nroduce es difiecil en animamles intactos (ya
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que la indvccidn de infeccionas er talec animales es ol resultado de na-
nimulacionns, usando anirales inmunoldgicamente incomretentes sa tiere -
1a posibilidad de restaurar gelectivamente la respuesta e identificar a
los comnonentes nacesaries, utilizande animalee irmunoderrimidos median
te irrgdiaoién (que afecta a los comronentsas celularas de la renpuesta)

‘rtarferernain en

inrediatamente antes de lun infeccidn, bhay unz nrofic
la habilidad da Jos ratones para expulsar los pusanos, adn cuando son da

dos el dfa de la infeccidn en ratones irradiados el dfa anterior & 6 ¥ 7

dfas despuds de la infeccidn.

Avfn cuando las cdlulas de nddulos linfdticos_mezentfricos trans—
fieren inmunidad en receptores intactos {21), la transferencia de células
de médula dsea tampoco tiene afaecto. la restauracidn de la inmunidad es -
efoctiva inoculandec células de médula dsea 10 diag antes ds 1a inocculae—
cidn de cdlulas de nddulos linfdticos masentdricos no actian directamen—
te, Sino Que coonreran con algin otro comronente de la resrussta inrune -
del huésped (38).

Suprasidén de la Resvuesta Inmuns.- 58 ha comprobado aue c¢n algu-

nas infecciones parasitarias, la resnmiesta inmune es deprimida (3). Este
fendmeno eg de reciente deteccidn y los mecanistos involucrados ban side

estudiados amvliamente en algunos pardsitcs como Plasmodium malariae v =

Prypanosoma cruzi princiralmente, pero aun cueda mucho por entenderse -

resnacto a este fendmeno.

Desde 1la mitad ds la 1iltima ddeadz se ha generado la mayor cdnti
dad de la infornacidn resracto a 1la inmuncdapresidn producidz por Prichi-
nella spiralis, sabiende que las infecniones por este sardsito irierfie~

ren en las ras-uestas intunoldeiens {humoral v celular) dn anima

el



rimentales, nrovocande un astado derresivo de dichas respuestas; este es
tado ha sido observado ror una mejor retencidn de injertos de piel a ra~
tones infectades; por una disminucidn en la nroduccién de anticuerros
contra el vitue de 1a encefalitis B jaonesa: por una sunresidn de las -
células de mddula Scea de ratones nara ger reconstituidas - r 3 vor la
diasminueidn en la nroduccidn de anticuerros especificos cdntra eritroci-
tos de carnero y sustancias ap¥igénicas como leivinilpirrolidona (13);
por una derresidn de la resnhuesta n algunos agentes mitogénicos.

e han sugorido diferentes mecanismoo para explicar este fendmeno
Faubert y Tanner en 1971 {13 sugieren una comreticién antigénica basandé
se en la inoculacidén de suero normal de conejo. Barriga (') indica que
la competicidn ror si miama no exnrlica la inhibicidén, ya que la inocula=
cidn de suero bovino no reproduce la denrresidn provocada nor dosis simi-
lares de extracto del pardsito en ninguna proporcidén. Se cree que la com
peticidn antigénica tinicamente es una manifestacidn de un mecanismo més
general de control &e la resyuestia inmune mediade vor célules supresoras

. Inbiniecki (2 ), Teportd alteraciones en el funcionamiento de los -
macréfaros on los animales infectados, aungque no detestd inmunosupresidn.

Faubert y Tanner encontraron que el suero de animales infectadog
v extractos del rardsito aglutiﬁan ¥ destruyen células de nddulos linf4-
ticos de ratén in vitro, nero 3Jarriga no encontrd evidenciz de citptoxi-
oidard hacia cdlulas de bazo en axverimentos in vivo. Rete investigador -
revortd aue la derresidn humoral afacts al a?ﬁ{genn T-iarendiente, nero
ro 21 antfpeno P-independiente, lo cual indieca la participacicén de las -
células T, aunque algunos autores han sido capaces de detectar inmunosu-~

presién en animales infectados {5 ), otros han encontride un incremento
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en la resistencia a orszanismes no relacionados ( 6 ).
Es evidente que los mecanismos de inmunodosificacidn no especifi

ca vroducidos vor infecciones popr Trichinella sniralig se han vuelto mfs

confusos por la acumulacidn de informacidn gue no encaja, vista como lo
ha sido hasta ahora.

Una infeccidn por Trichinella spiralis afecta a la inmunidad no

especifica a diferentes niveles, agstudiando las resouestas inrtunes a ane
t{genos no relacionados, durante el curso de una infaeccidn ern ratonss se
han obtenido i;é.siguientes ‘-¥;é;1£;¢63 :+ Disminucidn transitoria de la
Igl! tres gemanas despuds de la-infeccidn; disminucidn de la resrussta de
la IgC seis semanas después de la infeccidn. Una semana despuds de la in
fecoidn, cuando ol pardsito se encuentra en el intestine, se ha derostra
do que la resnuesta inmune celular no esvecifica se ercuenira disminuida,
lo cual ha side medido mediante injertos. El tiempo en el que la respues
ta estd mds disminuida coincide con el periecdo de una fuerte innunidzd -~
mediada vor células (3).

En triquinosis experimental, se ha encontrado una disminucidn dé
timoeitos corticales, hay razones para creer@e la inmunosupresién del -
timo es significativamente importante para la respuesta humoral de anti-~
cuerpos deprimidos"‘

¢dlulaes deo bazo de ratones nretrztados con extractos de Trichine-~
1la spiralis muestran una savera disminucidén de la raspussta & mitégénoc
como concanavalina i, fitohemaglutinina y lipopolisacdridcsz, cuzndo =on
comparados con ratones tratados con solucidn salinz bajo las mismas conie
dicionas (2 ).

Bl tratamiento con un extracto total de larvas del nardsite czutsa

31



vna disminucidn en el mimero de linfpeitos T y una inhibicidn en la dife
renciacién de célulaes B en el bazo. Ias cflulas T sunrssoras aparsentemen
te juegan un panel immortante en la inmunosunresidn, nero no son la Uni-

cas involucradas en aste Candmeno (13)

1



OBJETPTIVOS

P

En la actualidad queda mucho por estudiar y aclarar en lo que reg

pecta al aspecto innunoldgico de la infeccida por Trichinella spiralis

y de otros parisitos, para poder encontrar los diferentes mecanismos
por los cuales el pardsito evade la respuesta inmupe, asf como la mane
ra de aumentar la defensa del hudsped, conociendo dichos meoanismos.

. En base a los antecedentes anteriores se plantal ol presonte estu
dio con la finalidad de tener un conocimiento m&8s amplic de las carac—

terigticas inmunolégicas de los antigenos de larvas de Trichinella -

spiralis como un estudio previe, para determinar posteriormente la in-
munodepresién producida por alzuncs de estos antigenos, para lo cudl -
planteamos los siguientes objetivos:

1.~ obtencidn de las ocondiciones dptimms de digestién para logfar
un mayor nimero de larvas con un alto porcentaje de viabilidad.

2.~ Obtencidn de los antigenos inmunolégicamente importantes de

larvas de Trichinella spiralis.& estudio de su composicidén gquimica.

3.~ Separacidén cromatogrifica y purificacién de los anti{zenos ob_
tanidos asf como la obtencidn de anticuerpos en contra de ellos para

demostrar su inmunogenicidad.
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YATRWRIAL Y ETODOS

~OBTINCION DREL PARASITO-

40 ratas blancas adultas de avroximadamente 150 g. de aﬁbos Be—
xon, se infectaron con aproximadamsnte 1C00 larvas contsnidas en carne -
fresca. El conteo de las larvas para dicha infeccidn, se realizd mediar—
te la digestidén artificial de la carne infectada con dicho pardsito (ju—
go gfstrico artificial: 0.85 # de NaCl, 0.3 7% de pepsina y 0.6 % de HC1)
molida y homogenizada en un aparato de Baerman que se musstra en la .figu
ra Yo. 1. Pasadag 24 horas de direstién, el digerido de la carne se co-
lectd y se determind la viabilidad de las larvas en forma wvisual, vor el
movimiento de estas ohservadas en un microscépio invertido, asf como por
la refringencia que presentaban,

Desmués de colectar o1 digerido a este tiempo dptimo de viabili-
dad se tomaron alicuotas de 0.1 ml, del digerido para proceder al confeo
aestableciéndose de esta mansra el mimero ds larvas vor gramo de carne.
Todo este oprocedimiento se realizé 25 veces para hacer mds‘representafi-
vo el resultado obtenido.

Una vez efectuado el conteo larvario, se les administré a cada -
rata por sevarado 1la oaptidad de carne aproviada, de tal manera gue fue~
sen infoctadas con el nﬁméro de larvas ya antes mencionado.

De 5 a 7 semanas deswués de infectadas las ratas, se comprobd su
infeccidn mediante una biopsia muscular, reaiizandose en los misculos de
mayor actividad para la obmervacidn de las larvas encuistadas, colocando
un nequeiio trozo de la carne entre dos laminillas de vidrio observandelas

2l microsednrio con 8l objetivo seco ddbil. En los casos positivos, se sa

3



FIGURA No. 3

APARATO DE BAERMAN

Aparato utilizado para la obtencidn de larvas de Trichine—

1lla spiralig a paxtir de carne infectada mediante digestién artifi

cial,
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QRTZNCION DR TARVAS

Ratas Infectadas
S«7 semanasg

v
Bioonsia_ lusculaxr

v
sf es rositiva
lavarla, quitar la »iel, evicerar, moler

Digestgdn.
Jugo gdstrico artifieial: WOl 0.6 7, Pepsina 0.3 %
en colucidn salima al 0.85 %
Proporcidn: 10 & deo carne/lOO ml de Jugo G‘s*rlco
Condiciones. 377C mor 24 h

aersacidr mecdnica ror 3 h

Filtrar a travds de 6 mallap de'gasn

Diluir al doble con zelucidn salina
30 min. a 37%

Bliminar el sobrenadante

Realizar al mismo proceso hasta cWariflcar
‘el gohranzdanta :

Tarvags limrigz g2 congservan
en refrigeracidn, -
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crificaron las ratas con cloroformo, se les quitd la niel y los drganes
internos, se lavaron y finalmente se molieron en un molino mammal varias
vaces hasta la obtencidn de voquefios trozos de carne.

Una vez obtaenida la carne molida ge homogenisd y se puso a dige—
rir en Jugo gdstrico artificial a una pravorcidn de 1:10 en bafio de agua
a 37 °c ror un nerfodo de 24 horas. Pasade este tiempo el digerido se -
aired mecani\oamsnte durante 3 horas; posteriormente este digerido se fil
trd a través de 6 mallas de prasa, égz‘_tandu bien antes de filtrarse. 31 =~
filtrade se diluyd al doble de su volumen con solucidn salina al 0.85 %,

se dejd reposar por 30 minutos en bafio de agua a 37 °c; una vez pasado —

sste tiemvo, se elimind el sobrenadante y el sedimento larvarioc se lavd.

varias veces hasta clarificacidn tobal del sodbrenadante,

Una vez que ss obiuvieron las larvas limpias, se concentraron por
centrifugacién mezcldndose verfectamente y se llevaron a un volumen CONo~
cido, de tal manera que se vnudieran tomar alicuoias vara contar las lar<
vas en una cdmara adapiada esnecialmente para este nropdsito. Las larvacs
ya obtenidas y contadas se congervaron en congelacidn hasta su posterior

utilizacidn.

~0BTINCICH DE ANTIGENOS DE LARVAS DZ Trichinella spiralis~

La obtencidn de l@s antimrenos de ;Larvas @e Trichinella sgriralis
gse 1levd a cabo a partir de un extracto total de larvas, dicho extracto
se obtuvo mediants el método de congelacidn-~descongelacidn con hielo seco
.en metilaelosolve y bario de agua a 27 OC, este proceso me repitid varias
vacas con la finalidad de obtener una destruceidn completa de las larvas.

Posteriormente las larvas se sometieron a homogenizacidn moecdni-



OBTENCION DI 105 ANTICTNGS 1B LARVAS

Prichinella gpiralis

Llevar las larvas a ceoncentracidn conocide
Hacer diluciones, tomar alicuotasn, contar,

1

Congolacidn-Dasconnelaci an

Sonicacidn(12 ), Sedimentar

Sobrenadante .

Precipitado con (NI’.4)QSC4
saturado

48 1

Didlisis

1) en 5,0 4B h, i
2)en P%S 0,0054 pH 8

Composicidn Quimica:
1; Proteinan (Davies)
2

|

Cromatos»r i1 m» Sanphada:x:
0-200

AFPIGENC S

B

Carhohidratos {(Creinol)

Precipitado
resasrendido con P33

Precipitado con (VE, ),,504
saturade e

A8 n

Didlisis

1) en H,0 48 h,
2} en P83 00,0051 p¥ 8

J
Canposicidn Zuimica:
1) Proteimas (Davies)

. 2) Carbohidratos (Creinsl)

4
Oromztarma £z en Sephndoerx

0-2n0

AFPINENe P



ca rmamual y, para agegurar su comnleto rompimiento se sometieron a un -
proceso de sonicacidén durante 3 minutos por dos perfodos da 12 W, en un
soni cador modele S 35, %1 material obtenido se dedjo gedimentar durs;n‘be -
24 heras,

Bl sobrenadante y vraciitado resultarte de la sonicacidn en so-
lucién amortiruadora de fosfatos 2.1 ¥ nH 7.2 gs precinitaron por separa
do con gsulfato de amonio concentrade ~or un tiempo de 48 roras a 4 %6, -
Cada timo d=2 los wrecipitados fudron resuspendidos en solucidn amortigua~
dora de fosfatos 0.1 i p¥ 7.2, se dialirzaron a una temperaiura de 4°C du
rante dos dias con agna destilada estdril y desrvuds con la solucidn amoéc_
tizuadora ya antes mencionads, hasta dar negativa la prueba neseddwa con
ritratc de plata concentrade rara la detaeccidn de sulfzto de amonio.

. . o
Estos dos antizenos se censervaron er congelacidén a -170 C.

~DETERLIFACICY DE PRCTEBITIAS DI 1OS ATPIGINQS DU IARVAS DI Tnichinslla

gv-‘: e “ o~

. Para la determinacidn de la concentracidn de vproteinas de los an

tigenog obtenidos de les larvas de Trichinella gniralis, se utilizd el -

método de Davis-Groves {40), ¥ya que es-un nétodo esvectrofotométrico que
consiste en hacer una curva pairén con albimina sérica bovinz, rara lo -
cual se prenararon diluci‘?ﬁnes de 10, 50, 100, 150, y 175 micmgramps/ml.
utilizando como diluyente ameortisuador 4o fodfatos 0.1 I of 7.2 ¥y se de-
termind la absorbancia a 224 y 233 nm. en un‘aspectrofotdmetro Zeizz Mod.
PN 2D, Do esta marners se ohtuvo la curva de calibracién A=T(c), qua es -
el pardnetzo utilizado en este método. ILos valores de la curva patrdn sé v
muestran er: 1a tabla Yo, 1, asi‘ como 0l trazade de la curva en la gréf_z‘_._'

ca Yo. 1.



TARTE  Yo. 1

CUPVA  PATRON DE ALFMINL PR TA DEMSPYINATION DE O PROTTINAS 23

I0S ANPIATHES D2 LARVAS DY Trighinslla griralis PCR
——- —— SRR (IR e—

BL ITIOD0 DE DAVIS

3
Concentracidn de

bo2 f233 b224-233 protefnas{us/ml )
0.095 0. 050 0.045 10
0,309 0.092 0,217 50
0.670 0.221 0. 449 100
0.008 0. 33¢ 0.664 150
1.190 0. 440 2.750 175

A Valores de Absorbancia dados en nandmetros.

Bsta tabla nos muast=a los diferentes valores de absorbancia ob—
{enidos a dos diferertes lonzitudes de onda y la diferencia de las absor
bancias para la graficacién de acusrdc; al método de davis,

3
Soluciones ratrdn reaiizadas con albimina sdrica bovina (DIFCC).



ORATICA Yo, 1

ORAFICA D3 L4 CURVA PATRON D% ALTINTUA  PARA 1A DSTERINACION

DE PROTIINAS DT LOS ANTIGENQS DZ LARVAS D Trichinella

sniralis FOR BL IZTODO DE DAVIS

A 0.8
(nm)
0.6
0.4
0.2

45 90 135 180 :
Concentracidn (ug/ml)

En enta grdfica se nuede observar que la concentracidn de albi~

mina es directamente rrororcional a la absorbancia, lo cual nos demues-

tra que ge cumnle la ley de Besr.



Para la determinacidn de la concentracidn de preteiras de loas an
tfgenos obtenidos, se tomaron alicuotas de estos llevandolas a un volu—-
men conocido con la misma colucidn amortiguadera que para la curva ratrdn
se lag midid la absorbhancia a 224 v 233 rm, v se extrarold el valor de la
diferencia de las absorbancias ohtenidas de cada une de lecs antireros en
la curva ratrén. De este manera se pudo ‘determinar la concentracidn de =

vroteinas que contenia ecada antizeno.

~DETERINACICHN DE CARRCHIDRATCS DI 10§ ANMIGENCS DT LARVAS DE Trichinella

gpiralis-

Para la determinacidn de la consentracidn de carbohidratos se -
renlizd una curva »atrén de Dextresa, preparando diluciones de 0,1, 0,2,
0.3, 0.4 ¥ 0,5 mz/ml. Determinande la 2tgorbancia a 540 mm. en un esnec-~
trofotdnetroZeizz od.PX 2D , TLa concentracién de carbohidratos de los -
diferentes antigancs se determind por la medicidn de la absorhancian de -

los comnmuestos formados mor 1z reaccidén de loa carbehidratos contenidoes

en log Aifarantes antirercs de Trichinaella spira.is con oxeinel en un me
dio 4cido, extranolande asf los valores de ia absorbancia er la curva pa
trdn, estableciendose ds esta manera la conceniraoidn de carbohidratos -

de cada antigeno. Ver tabla y grdfieca Yo. 2 .

~FRACCTCWACTON CﬁOVATOGRA?ICA—

Lag diferentes fraceionss antisdricas de log dializadns obiteni--
dos se pasaron por una columng de Servadex G-200 (2.5 x 40 on. ) rrevia—
mente aquilibrada con selucidn arortirmadera de foafatos Q.1 3 ¥ 7.2 du

rante 48 horag, Tas diTerentar musstras “ueron elufdas por geparado con

¢]

el mismo amortirmndor a una flnidds de 2 zl./h. les elufdos fusren enlng

e



TARIA Yoo 2

CU2VA  PATICH DI DIZXLTOSL TAZA  TA  DEISDUTWACTCN D3 CAPROHTIRATOS

DB 103 ANTTGUMCS DT LARVAS DE Trighinella sniralis
— — el .

Acpo . Concentracidn de o
o Dextrosa (ug/ml)

0.20 0,1

0.42 0.2

0.64 0.3

0.87 0.4

1.60 0.5

A Valores de absorbancia dados en nandmetros, .

Esta tablz nos muostra los diferentes valores de absorbancia ob-
tenidos para lags solucionss patrdn a diferentes concentraciones de dextrg

=2 ul reaccicnar con orcirol.




GRAFTCA Yoo 2

GRARTCA D3 I4 CURVA PATROY D2 DRATROSA PAZ: LA DITERITHACICN

] 4 4

DI CARDCUINRATCS D2 103 ANTIORT0S DE LARVAS DB Trichinella

p et
griralis
1.2
A

(rm) ;
1.0 1
0‘8 ) . 7
0.5 1
0.4
0.2 1

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Norcentracidn (me/ml)

Zsta préficas noas muestrs que la concentracidn de carbchidratos
{dextresa) es directamente pronercional a lan absorbancizz othenidoe, -

cumnlidndose de esta manera la ley de Teer,
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tados en alicucias de 1.5 ml. en un ¢nlector mod. ISCO VA-S y leidos en

unr sspectrofotdmetro

~0BTZUCTOIN DI ANPICUZIRTOS ANTI~Trichinella epiralis-

La »roduccidn de antienernos anti-Irichinalla spiralias se realizd

en ratas blancas de ambos sexos, las cuales fusron infeciadss con aproxi-
madamente 1000 larvas contenidas en carne frasca. Despuds de 20 dias de
iniciada la infeccidn las ratas fufron sacrificadas rara la deteccidn de
los anticuarves en el suero obtenido.

La deteccidn de log anticuerpos ss realizd mediante la reaccidén
con una muestra de axtracto total salino obtenido inicialmente de las =
larvas, ubilizando las técnicas nrimeramerte de wnrecipitacidn en tubo ca
rilar y desmids por nrecipitacidn en agarosa (dodle difusidn de Ouchter~
lony).

Fara la deteccidn de anticuerpos mediante la tdonicn de precipi~
tdeidn en tubo capilar, se utilizaron tubos cavilares de 7.5 cm. (_19 laré
g por 3 mm, de didmeiro poniendo cantidades igualgs de antigeno y del ~
sueTo ,Aobservandosevla. pracinitacidn a las 12,‘ 24 y 48 roras. Zsta misma
prueba tambidén se rsalizd con las diferentes fracciones obtenidas de la
fraccionacidn crométﬁmzﬁﬁca, observéndose la nrecinitacidn a los mismos
intervalos de tienno.

Para la demostracidn de anticuervos anti-Prichinells spiralis me

diante la técnica de doble difusidn en agarosa, basandose on el principio
de que el antimeno y el anticuerno se difunden a travds de un medio semi.
adlide como agaresa perz la formacidn de comnlejon inmunitarios estables

que vueden ser analizados visualmente; se realizd 1a nrueba eh un medio

~de agaroaa a dos difarentes concentracioves (al 1 % para la cawa ouperior

r4s
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¥ al 1.5 % para 1z capa inferior) en solucidn amortipuadora de focfatos
PE 7.2 , 0.0 1.

La prunba fud realizada en caiazsz de Potri a las cuales‘se les
aplied primer=mente una capa ds apgarosa al 1.5 % hasta sequedad, poste——
riormente se denositaron 9 ml. ds ararosz al 1 ¥ deiando gelificar. 32
horadoron pequeiios pozos ¥y Jasbmuestraa de antiecancc, asi como lac frace
ciones obtenidas vor cromatorralfia se devositaron en los pozos (20 miero
litros), en el rozo certral me colocd la misma cantidad de suero obteni-
do de las ratas inmunizadas., las placas se colocaron en cdmara himeds -~
para que se efactuara la difusidn, las placas fudren examinadac a loz 12,
24, y 48 horas para la chservacidn de las rosibles 1ineas ds pracipita-—

cidn reasultantes. Ver figura In. 2.

~ELICTROTORESTS DR PROTIINAS-

Ia determirnacidn de la concentrzeidn de las difersnten fracc1or_u
prntéfcas del suaro c%tenldo ¢s ratas irwunizadae con larvas de Trichine~
1l spirclis, s realizé mediante Electroforesis er nrlacas de zeetato de
eelulosa, utilizardo una solucidn amort 1nu3do*a de TRIS-3arbital  sédice
kot 8.69 y una fuerza idnica de- 0,05, las bandas dbtenidas fuéron lefdas

3ra su graficacién o un denritdmetro modelo 1520 (Helens. Laboxatories)

SCUANTITIOANTAT D TATIOlIQTTL T S~

In cuantificacidn da lan inmunoglobulinas del suero irmune ¢z rea

lind mediante la t4enieca de difraidy radial daiea on placas do Driparti-

(8N

sen qua estdr baondag en o1 vrineinic de gue exziste uma relacidn ocuanti-

tative antre lza cantidades del an%fraeno colrezdo on min tono leradnds oo

tre 12 »laea de amsr-antionere (incorreracidv de antinuerpor serecif onn

an nlaean de aser) » el anille re-ultants 42 ~paci itacidr,

26



FIGURA Yo, 4

PRECIPITACION DOBLE EN AGAROSA

Placas de agarosa utilizadas para detectar la precipitacidn

de los antigenos obtenidos de larvas de Trichinella sgpiralis con -

Jos anticuerpos del suero hiperinmune,



Se realizd una curva natrdn con estdndares de antigenos conoci—
dos a tres concentraciones diferesntes rara cada una de las inmunoglobuli
nac séricas ( IgG, Igh, Igl, e Ig8 ) mds imnortantes, Ver figura 3 , ta-

blas y grificas 3,4,5 } 7 .




FICURA No. 5

INFUNODIFUSION RADIAL

Placas de TRIPARTICOEN utilizadas para realizar la cuanti-
ficacidn de Immunbglobulinas ( IgG, Igd, Igh).

49



TABLA No. 3

CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINA

DE LA CLASE JYoG

biémﬁtroz Concentraclén
mm ) (mg/dl)
42 447
75.6 106

115.8 170

Esta tabla nos muestra los diferentes didmetros obtenidos
en placas Tripértigen mediante difusidén Radial Unica de

los 3 suercs control de conceniraciones conoocidas.



GRAPICA Tio. 3
CRAT'ICA DE - 1A
CURVA PATECY Fira LA DETINTUACTON DT IMMUNOGLOBULINA DIL TIPO

I G

(mmz) 200 §

150 |

100

50 100 50 - 200
' ¢
Concentracidn  (mg/d1 )
D didmetro expresado en milimetros
Curva realiczada en nlacag de Tripariigen mediante la tdenica de

di fusidn radial Ynica, utilizando tres susros control de concentraciones

conocidan.,.
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TABLA Fo. 4

CUZVA PATRON PARA LA DETERMINACICON DE INMINOGLOBILINA

DE LA CLLSE TeA

17iz£me§z-o2 Concentracidn
(mn®) (mg/al)
20.25 8s
30.25 , 176
49.CC : 343

Esta tablz. nos muestra lez diferentes didmetros obteni-
dos en placas Tripartigen mediante difusién Rzdizl Unica de los

tres sueros control de concentraciones conocidas.

o  . .



GRAFICA To. 4
ORAFICA DE . 1A

CURVA FATRCN TARA JA DEIMMEITMACTCON DT INMMECGTOBULINA. DIl TIPO

o 4
Iz &

{(mm® )
60
50
40
30
20
10
1;0 : | 280 ;oa 450

Consentracidén (mg/dl)
D didmetro exrryesade en milimetros

Curva reslizada en placas de Tripartizen mediante la técnica de
difusisn radial Wnica, utilizarndo tres sueros control de concentraciones

conacidac,
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TABLA No. 5

CURVA PATRON PARA LA DETERMIMACION Dn INLIDICGLOMILINA

DE L& CLASE IaM

Didmegroz Concentracidn
{@an®) (mg/dl)
20.25 83
28.09 157

42,25 282

Esta tabla muestraz los diferentes didmetros obtenidos’
‘en. placas triportigen mediante Difusidén Radial Unica de los

trec suercs control.de concentracibn conocida.
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RESULTADOS

~0BPENCION DEL PARASTITO~

a) Con el fin de llevar a cabo el estudio de los antf{gonos de -

Trichinella spiralis fué necesario encontrar las condiciones éptinmas de

obtencidn del pardsito, a partir de czrne infectad:z, encontrdndose los
resaltados en la grdfica No, 6 en donde se puede ver que o las 24 horas
de digestibn en jugo zdstrico artificial fué posible separar un promedio
de 253 larvas con 925 de viabilidad.

b) La cantidad de larvas obtenidas por gramo de carne fub en pro—
medio 250 larvaz en 25 determinaciones, y en b2se a este resultado se -
se adininistré a cada rata por separado 4 gramos de carne, de tal manera
que recibiesen 1000 larvas aproximadamente.

¢) Pasadas 6 semanas de la infeccidn de 1§s 40 ratas, solo 34 re-
aultaron ser positivas a la biopsia, las cuales fueron sacrifiocmdas y se

obtuvieron de ellas un total de 510 000 larvas en total.

f9§2§§CION DE ANTIGENOS DE LARVAS DE TRICHINELLA SPIRALIS Y NATURALEZA
QUIHICA~ ‘ '
¢) Las 510 Q00 larvas obtenidgs del saorificio de las 34 ratas ~'
infectadas después de ser tratadas por sonicacidn, congelacidn~desconge
lacién y honogeaizacifin seccdnica fueron casi totalmentn fraccionadas y
se obtuvieron 2 fracciones: Sobrenadante y Frecipitado, que por separi~
do se precipitaron con Sulfato de Amonio obleniéndose 2 fracciones anti
zénicas: Antigeno S, gue constiluye la porcidn soluble y
Antizeno P que constituye la fraceibn precipitada aa 1o técnie-

ca de precipléacidn con Sulfato de Amonio Concentrade del extracto to-~
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tal £aliro Ce larvzas da righinellias sniralis,

La concer<rzeidn ¢e ~roteinas rava loo oo diforentes anticenns
ottenidos 5o reaiisd wadicntn 1o medicidn de lz av.ecrhanciz a <og lontie

terla Yo, 6 ¥y la diferencia de estac ce -

curva da calihracidn realizada con altimina
sérica tovina (ver materinl r nétndoz ), la cual 5o muegira en 12 grifica
¥ec. 1, obtenidndeszs la siruiente cantidad de protefnas para caca antigew
no :

~ Antimero 5 630 microgramos/ml. ¥

-~ Antfceno ¥ 150 micresramos/ml,

La concantracidn 4s earhohidratos cbtenida para lcs diferentes —
artisenos se muastra en la $ablz Mo, 7 determinandose tales corcentra——
cionag madiante las mediciones de ia atsortancia a una leoneitud de onda
.4e 40 rm » extrarolando dichorn waiores en la curva ~atrédn de Jextrosa —
Jue sa rmeetra st la orifieca Yo, 2 . Chaervéndose cue 12 cantidai de -
carhokidratos olbterida para log anticenos fud la siruiente:

- Antirenc - 5§ 11% microsrames/ml, b
- intigero P 70 microgramos/ml.
Dotos resultades nos indican aue el antigeno 3 estd formado Tor

24,56 % de rotefnzz ¥ un 15 5 de carbohidratos.

o

s

¥ el antiseno P vor un £2,18 7\ de vrotefnas y 31.81 7 de carbohi

ACCTCUTLOTCH ORCLATOGRATIO -

Ton antfsenca solutle (3 y rrecipitado () Pueren fraccionados

par croTatoerraliz de exclusidn an ral de Sephadex 1-200, mostrandc lag ~

ciruiantes Traceicnasn;



TABLA Yo, 6
CCUCENTRACION DE_ PROTEINAS PARA 107 ANTIGTNOS __':l LARVAS P_'_]_
Trichinella sriralis ONTENIDAS A PARTIR _]2_‘.7:: LA CURVA
PATRON DE  ALBUNIFA SERICA TOVINA
A A 4 Concentracidn
224 233 224-233 34 protefnas (ug/m1)
Ag.S 0,267 0,178 0. 089 21
0. 069 0.050 0.012 5

Ag.P

- Dateos de absorbancia obtenidos pnra los diferantes antigenos

de larvas de Trichinslla sniralis

Cormr’inndo loz resultados obtenidos

cidn utiliz ado; la concentracién de proteinas queda de la szf'umnte mane

ra:

—~ Antfgeno 3 : 21 ug/ml

- Antireno T

Lo

5o

5 ug/ml x 30

620 ug/ml
150 ug/ml

x 30

n

]

mediante el factor de dilu-’



TABLA No, 7

CONCINTRACION DE CARBOHIDRATCS DE LOS AMNTIGENCS DE LARVAS DE

Trichinellas spiralis JRTE.ITAS A4 PARTIR IE LA CURVA

A54O Concentracién de
Carbohidratos (uz/ml)

0,24 115 Antigeno S

C.14 T0 Antigeno P

Regsultzdos para lz concentracifn de Carbohidratos de los

m

Antigrenos obtenicdos de Larvas de Prichinella spiralis, mediante el

método de la reaccidén con Orcincl,



-Antipere S 12 Pracaeiones Ng
~-Antigeno P 9 Pracciones,
Las grdficas We., 7 v & nos muestran las diferentes fracoiones ob

tenidas., Wotos resultados nos indican que el ant{geno sobrenadante estd

constituido ror un mimero mayer de fracciornes.

~OBTENCION DE ANTICUSRECS AMTMI~Prichinella spiralige-

La obitencidn de anticusrpos anti~Trichinella sniralis mediante -

la técnica de precipitacidén en tubo canilar se observéd a las 24 horas de
haberse nuesto en contacto cada uno de los antigencs obtenidos, asf cormo
las diferentes fraccionss obtenidan, con el suero de ratas infectadas con

r

Trichinella spiralis. loc resultadoa obtenidos se muestran en la tabla

Yo. 8 .

la damosiracidn de los anticuerrog anti-Trichinella sviralis re-

diante la técnica de doble difusién de Cuchterlony se dete‘cté a las 48 -
horas de incubacidn en c{xméra himeda, observsindo:ﬁe las bandas :ie rrecipi
tacién de lom complejoc inmunitarios estables formados en forma visual ~-
como se muestra en. la figux'a Mo, 2

AEn la tahla Yo, 8 sa muéstra los diferente=s ;\ntigenos g fraqéio-—
nes que dieron reacciones rositiva ¥ ne,r:a’civé a lac dos *tdenicas i)arﬁ la

deteccidn de anticuerpos menciomades anteriormenta.

~CUAFTIPICACTON D7 PROTRINAS SITICAT D3 RATAS TUFIOTADAS POR Trickinnlla

sniralig YEDTANTE TLICTROFCRESTS TN AZWIATC DO ORITICSA-

$1 barride elsctrofordtice del suera de »atas infectadas ocon lax

vas de Teichinella sriralig, se miestra en la erdfien Ho. O ohservinis-




or

TABLA No. B8

CANTIDAD DE INMUNOGLORBULINA DE LA CLASE IgG OBTENIDA MEDIANTE

DIFUSION RADIAL UNICA EN PLACAS TRIFPARTIGEN

DiémEtroz Dil. Concentracién
mm (mg/a1;
69.09 1:50 3200

Resultades oBtenidos para el Suero Hiperinmune, extra—-
polando el didmetro obtenido con con este en la Tabla No. 3 de

Material y Métodos.

';‘62'  ‘




TABLA No. 9

CANTIDAD DE INMUKOGLOBULINA DE LA CLASE IgA OBTENIDA MEDIANTHE

DIFUSION RADIAL UNICA EN PLACAS TRIPARTIGEN

Diémezro2 Concentracién
(mm®) (mg/d1)
23.54 , 100

.'Iktrapolandoieladiémétro obtenido con el suefo Hiperin;
nune (ver tabla No. 4 Material & Métodos) se.obtuvo la con-

centracién de IgA. ' - S

(1”'6?



TABLA No. 10

CANTIDAD DE TNMUHOGLOG'“LINA Di LA SLASE Igd ORTANIDA UADIANTE

DIFUSION RADIAL UNICA EN FLACAS PRIPARTIGHI

Diéms'tro2 Concentracién
an® ) (ng/a1)
37.45 250

La concentracién de Il en el Suero Hiperinmune se obtuve
extrapolendo el didmetro obtenido con este en las places Tri-
partigen en comparacidn ocon los datos obtenidoz en la tabla -

Ho. 5 { ver Material y Fetodos).
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CRATICL Mo. g

DISTPIRUGCICH CROIATOAPANTCY 070 AVPIA ™C PRANTTIMAC BT I4PTiS D3

Prichinella s-iraliz, RTALTUADY TN UTA 0 COTATTA DT ZHPHALSY
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®n esta grifica roferer ohaarvar wue 2l rztar el antigens  rezi-itade

sirnlic a 4mavdy del Se-Fadex 0-000 ra ohtianen © Tengoia




A3LA Te, 11

32

RESULYADOS I NIIDCT  FAPA T DSTINCICH D3 ANTICURRICS  AUTI-Trichi-

—

nella sg=iraliz JEDIANPT LAY TIOHTCAS D PRECIPITACTICY  ZN

prea

mIRC CAPTTAR N DC3LE  ATAISTCN

Juestra lo. Tiwo de Antimeno Reaccidn de Reaoccidn de doble
rrocicitacidn difucidn

1 Extracto total + +
2 Antigeno 3 +

3 Antigeno P + +
4 Fraccidn 1 AgS + -
5 Fraccidén 2 AgS - -
3 Fraccién 1 AgS - -
7 Traccidn 4 Ag3 - -
8 Fraceidn 5 A3 * -
¢ Traceidn 6 Az3 + +
10 Praccidn 7 A#S + .
11 Fraccidn 2 AgS + +
12 Traccidn §  AgS + -
13 Fraccidn 10 A7S + +
14 Praceidn 1i AgS - -
15 Fraceidn 12 AzS + -
16 Fraceidn 1 AgP + -
17 Fraceidn 2 AgP + +
18 Fraccidn 3 AgP + -
19 Fraccidn 4 AgP + -
20 Fraceién 5 AgP + -
21 Fracecién 6 AgP - -
22 ®raceidn 7 Ag? - -
23 Fraccidn 8 AgP - -

- AgS ... Artirono Sotrenadante .
- AP ... Antigern Traciniivfo ’

2r ecta %akrla rodemcs ohservar que la reaccidn de nraciritzeidn

rdn reaceicnee 2an spueka vonitive er coemmarseidn oon la reacoidn ror do-
tle ¢ifusidn,
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se las siguientes concentracionas Ae nreteinacs
~AIBUMINg cesieveeee 24041 B sieaiiiens 1062 gfal

“A1fa 1 .ooi...... 1882 LLlilL0 1048 /a1

~Alfa 2 crereecuns QAL ™ evevnnees DJTA oAl

¥
~Beta 45 7% £ I B T 4 91
~Gamna ceranennes MEAR T L. 172 gfdl

C

La corcentracidn de »-rotefnas fotales 4 da 7, g/dl-

cor de un -

ie)
L$1
Oy
o+
14

In grifica VTo. 10 nos muastra el barrido electrel
"pool" da suero de ratas no infectadas. las conseniraciones de las dife-
rentes »roteirap fud la sivuients:
“AIBETENG Leaeee.... MU0 Ll 2009 /4l
SALfa 1 aeaeeiee.. 24035 0 Cieiiais 1070 2/dL
-Alfa 2 ceeesenaes 13,209 L, 0. 0,78 g/dl
~Teta vereneneas 1E,00 T L i0aee. 1012 2/40
~Cana reeraeens 14,25 74 veiiaiaaee 0,90 /2
la concentracidén de nrotefnas teoinles fuf de 7.0 ~/21,

i

SCUAITTRICANICY DR TITUNPRICCITHAS.

1a concentracidén de lazs difarentes innuncrliobrlipas fueror lac -

ririentens

= Iz A cieniiiiens 01 o001
“TE G ciiiiesieee 34T edAl
L S N AP
- T 3 esenensesas ifrTERYIVE
Ver tablas y orifican 3, 4, ¥ &5, :



CRAFICA Yo. 9

SLICTRCFORAZTIS DY PICTTIVAS SIRTCAS DT RATa9 IUFTCTADAS CON LARVAS

DB Trichinella sniralis -
e —S o W ———— 9

albhimina

Barrido electirofordtico rezlizado en nlzcas de acetato de oelulosa-
utilisarde una celucidrn amortiguadera de TRIS-barbital sddico a un vH de
8.¢9 r una fuerza idnica de 0.05, el cual demuestra una elevacidn de lao
fraccicnna Tota

Tooema.



GRA¥ICL Yo. 10

A3 e INRICTADAS - Cou

SLTCTRCTFARTSIS  DE

albimina

lera whilizande una sclucidn areriieuadera de TEIS-hartital addice 2 un

4 B,A0 [ unz fuorna idnica 2o 0,03 de un "rool" de zuero de xatng -
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DISCUSION

Las caractaristicas exientan en ecle estudio Rcerca de la Trinh

nella spiralis, vo=

3

t0 inmunoldgice este 2o imvortania, ya este -ardnito produce en el ~

o]
=

kurane ur2 enforcedsd aue aunque geveralrente nn gz zanif ta olinica——
nanta, @e nrasenia con una gran ineidencia que ha sido descublerta exn in
dividuos que han muertc ror otras causas, Para lograr esto es primordial
conocer log agwectogs inmuncldricos fundamentales tante de la paracitorsis

asi caome del rardsite 1'1‘1‘3'1;0‘;0'!) s ruardéa entre sf como del pardci-
te v la relacidn oue guarda entre si cen su hudsred,

Por laz razones antes exusastas, la od32rcidn de los antigenos -

de larvas de Trichinella epiralis, su composicidn guimica asi como su ac~

tividad irruncsérica puede armdar a conoesr wis 2 cerca d= este pardsite.
Primaramente so duascaren las mejcras cendiciones de dimestidn para la od
tercién del -ardsite (mazor cantidad de larvas cor un alio porcexntaje de
viakilidad) rara infectar on forwa efeeiiva a los znimales que se uwtili-
zaren rozteriormante, va aue log métodos zctualies remortan diverzas con-
dicicnes rara la obtasncidn de laz larvas en estade viable, nrincimalmen—

teo mailandn Ia dimestidn de Ia carne infectada con juso cdatrico artifi-

cial, iow ias condicioner deol laboratorie, vesul-
Londn Imn aie reoutilicd Suss sfoiries arid fieial
nyamnec i map 0 g sa imiv v 000 0.R%
: >
e e S 7 ¢
(10°, o fn -
P

1o pual era {r-oriarte varn

weoety
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lares on lag ratas qua se infectaren,

La ootencidn del mayor nimero de larvas sin im-extar la viabili-
dad, se lorsrS mediante la modificacidn del mdicde de Rasrman indiczdo en
la secoidn 42 naterial r métedos, dehide a que en o1 mftodr de Fasrman -

se mansjan cantidadeg requafas ds sarne cen la conasecuente obisrcidn de

Kol

equefizs carntidades de lavvas, corieniendo como rasulinde tradaiax con -

D
P
3
1
]
I
k4]
3
3
4
53
1
o
1
o]
o
[~
3
e
2
-

srandes cantidades de carne y er consecuencia i
obtercidn d~ log antfronos.
Unz vez oxteridas lagc larvas ga vrocedid a fraceiecrarlan lo nds
rositle por melie de tres r4todon: sonicacidn, cengalacidn-descorralacidn
1

¥ horogenizasidn, encontrdrdese dun ne es suficients un cole método come

camtinaecidén de los

e
o)
s
n

u

e rarorta en la literatura, ya qguz fué necesar
ires métodos, As? el sohranadarte reosultonta de esia corbivacidr dn idoa

nicas se denmarmind "Ixiracte *tetal salivwo® de larvaz de Trigtinella srira

lig, arroveciande qus de esta manera so oYtiene Iz axjer eantidnd feo cug
tancizz antisdnicza. A la ~oreidn selubdble za le 2evapind antizane 5, 21

cual contiane la mayor cantifad de commonenter antisdnicos en zemparacidn

o
ik
e}
e
]
52
(=3
(&
o
“w

con la porcifén insolutle dereminadz artirere ¥, Al zer carac

comrosicidn aufnica <o ambes anticencs so eucontrd cua ina mayor cantidad

T retianta ol eddinia da - pond ol

ToTsicnan ey

fate Ao ampyis caturele, da 4al cavarc cue 3o calfpeisana cole

fv?.



rial de origen rrotsice, ya Qe generalmerita en estas rcrreiener =9 aneren
t»z 1a mayor rart? dsl material antiménico como ha sido rerortade nor -
Dasvomiar (10) y Fagan (39).

Para la oarzcterizacidn guimica de las -rotefnas se selecciond el
método de Davie ya descrito en la seccidn de material y métodos, arrove-
cczando la cualidad de ger un método rdrido, sencillo y muy sancible, adg
mds de no mermitir la interferencia de los 4cidos Aucleicos en la deter—
minacidn, ya que sl método estd basado en la eliminacidn de la absorban=—
cia debida a estos deidos mcleicos al efectunr 1la lsctura a dos diferen
tes longitudes de ondz, De osta manera se encontro qus el antigsno S -~
esatd constituido nor 630 ug/ml y el antigeno P vor 150 ug/ml {ver tadla
Yo, 6. .

Para determinar la concerniricidn de carhohidratos de nuesires ag
tfgenos utilizamos el nétedo del Creinol, debido a que este compueste for
ma un comrleio colorido cuya mdximz ahecorcidn me »resenta a una longitud
de onda de 540 nm el cual es Pfcilmente detectadble (vor tabla 7),, los re
sultados arteriores nos iz'adic:m que los aniirenos obtenidos son en su oa
yoriza de naturaleza gliconroteica, ya que al hacer la precivitacidn con
la solucidn de sulfato de aronio saturado se ovreciniten oproteinas ¥y mow
terizl urido a dstas, estos resuliados concusrdan con lo revortado en la.
-literatura- (29).

=1 fraccionamiento.de los antiz2nos ovtenidos se realizd por se-—
rarzcidn cronatog=4fica en unz cciumna de Seyhadex G~200, eligiendo este
métode ror vermitir la seraracidn de los antirencs en base 2 sus peSon -
moloculares, sstarsndo inicialmente las fracciones de mayor nage molecu-

lar ;'graduslmnente las de renor reso meiocular, obteniendose de ests mz~
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nera un and’iic mds eznecifico do estas. For este méicdo as odtuvieron
12 fracciones del antimenc S ée las cuales 4 diercn reaccidn positiva a
las vrushas de precipitacidn en tube canilar ¥ en el vor doble difusidn
Del awiireno I se obluvieron 8 fracoiones de lzos c¢uales solamente uny -

did recultados rositive«s ar amiis wruebag al roner en contacto eada frac

cidn con el antisusre anti~Trichtinalls s~iralis ortenido de ratas inmund

log resultados obtenideos en las nruzbkac de -recinitacidn vy difuw
sidn deseritos anteriormernta, ro sclo nes mestrar aue les antigernos ob-
tenidos de las larvas son antirénices, sino que no se descarta cus las =
fraceicnes con resaliades newatives ro sean anti~4ricas y2 aus rodrfan -
Tecuarir de otras condicionag -awr roder detecizr su antirenicisad, lo -

qQue surcone un estudio Tds 2o ecifico » sersitle a este resrecto.

u

i
I

L o ias fricciones aue diaren

Geterninanidy da la artiseniziéa

o2l

regultados nopativon sodrfa sar demeatrada ior tfenicas eome lo son las
de ZLIZ4, inmunselacircforesic ;v »muehas in vitro wvalorandc la raguecta
a agentea uitno~4rices,

Ta discreanciz » fe rraci iticidn en -

tubo ez-ilar ¥y Sonle difTosidn en o o g : an al heela dn o 12
rrapiitacidn er trhe cntilar oo menen 33-3ceificz ~ero man da wrm 1402
= 1 3derics dn il fuside ey -al 473 LUA O UTGANERR -
una handa de ~racisiizeidn en nooesaria due oo ensueriren an candicades
gauivalontes el anti-wne - a2l 3n*icuer-$, &3 %al mnrara cue se 9limine -
un 1vesarls fendreno fe -reront, ls Awal hnce manes “rodahle enconirar -

unz reancidn Miga nenitiva, wagniviariose eorn emis ur najer eantrol an

laz cantidadan a opatar,.
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Ia razén de uvilizar estas dos técnicaa difersntes en sencibilie-
&ad ¥ osnecificidad, fué el de terer un resultzdo de referenciz para ro-
dor contar con un mdtodo quo nos diera una idea de la -resencia de anti-
fera -y/o anticv.mx"nos en un huéspved y rueda gser uitilizade como un métode
rutinario por cualquier laberatorio.

La vorificacidn del suero hiverinmune se logrd mediante electro-
foresis de 4£ste, sl cual nos reveld la elevacidn de las fracciones beta
¥ gama debido a que las inninosglodbulinas vuedsan corron slectroforetica—
meuts desde la fraccidn beta hasta gama (la IgG pusde correr entre alfa .
2y gama), ademds de haber determinado un gran aumenito aumento de la IgG
por inmunodifugidn radial en comnaracién con un %pool" deo suoros de.ratas
no infectadas,

los resultados ohtenidos en aste trabajc nos rrororcionaron un -
conociniento mfs amnrlio tanto de las caracteristicas antigdricas de la -

Trichinella spiralisg, asf como tiles conocimientos experimentales de ez

ta narasitosis, ya que lo re-ortado on la bidbliograffa ro siempre conguer
da con le ancontrado tajo condiciones rarticulares en Jue se trabaje en
ur determinado lakoratoric. Ademds de darse cuanta de que al emtudio de
egta ¥ otras -aracitosig dete de zor mds eraliamente ecstudiade ror la in-
rortancia que estas renresentan narticularmente en muestre rafg, Por otxo
lado todemos ver la alia intigenicid:ld de leg fracciones odteridas.

Con aste estudieo ;~relimingr queda abierta 1z vositilidad de con—

tinuer tramalando sobre este tema on forma mds mrofunda.




1) Tas cendicicnes dnsimac eucontradas nzra lz ohtencidn de larvas de -~

Trichinelln sriraliq faren: 24 horac de direstidn con jupe adsirice av—

+ificial (Q.R5 7 de Ma”l, 0.3 7 de pansira ¥ 0.5 75 de TC1) con un 92 7 -
de visghilidad.
?) Se obtuvieren den antigenes de un extracte total salire de larvas de

Trickinella gpiralis ror nmedis fe : congelocidn-descongalscidn, homngeni

zacidn mezdrica » sonicacidn, derominades antigero S (soluble) y antize-

3) La comrnsicidn aquimica -arz cadz um de low antigenos fud: 84.56 % de
orotafnas y 15.43 2% de car™ohidrates vara el ansigeno S5 y 6%.18 7 de IO
tefnas y 31.81 * de carholidratos rera el antigewo P.

1) Al fraccionar czda um de los antizenes cen gel de Sephadex G-200 se

~

obtuvieren 17 fraccieres @2l antiserno S y 8 fraceciores del antigero P, -
siendo cinco 42e ectas inmunoclogicamente imrortantes, ya que dieron re——
accisn nositiva mara lag nrusbas de nrecinitacidn en tubo canilar y doe-

tle difusidn en agarosa.
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