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ABREVIATURAS 

Ac 	 Anticuerpo 
ADCC 	 Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo 
Ag 	 Amígeno 
AM 	 Anticuerpo monoclonal 
ASB 	 Albúmina sérica bovina 
AST 	 Antígeno soluble de Trichinella  spiralis 
C3 	 Fracción 3 del complemento 
CD4 	 Marcador de superficie de células T coperadoras 
CDS 	 Marcador de superficie de células T citotóxicas 
CIEF 	 Contrainmunoelectroforesis 
ELISA 	 Análisis inmunoenzimático 
EGPA 	 Electroforesis en gel de poliacrilamida 
kD 	 kilo Dalton 
IDD 	 Inmunodifusión doble 
IET 	 Inmunoelectrotransferencia 
IEF 	 Inmunoelectroforesis 
IFI 	 Inmunofluorescencia indirecta 
Ig 	 Inmunoglobulina 
IP 	 Irununoperoxidana 
LA 	 Larva adulta 
LB 	 Linfocitos B 
LI 	 Larva infectarte 
LRN 	 Larva recién nacida 
LT 	 Linfocito T 
PM 	 Peso molecular 
RI 	 Respuesta inmune 
RIH 	 Respuesta inmune humoral 
rpm 	 Revoluciones por minuto 
SSB 	 Solución amortiguadora salina-borato 
SSF 	 Solución amortiguadora salina-fosfato 
TEMED 	Tetra-etil-metilen-diamina 
WB 	 Western biot 
UCi 	 Unidades Curie 



RESUMEN 

En este trabajo se estudia la respuesta inmune humoral en un modelo experimental 
en conejos infectados con larvas musculares de Trichinella spiralis.  Los animales 
controles fueron conejos aparentemente sanos. 

La respuesta humoral se evaluó durante 12 semanas determinando los niveles de 
anticuerpos contra el antígeno soluble de Trichinella spiralis  (AST) por técnicas 
inmunoserológicas como: precipitación en gel (C1EF, IEF, EDD), inmunofluorescencia 
indirecta (IFI), inmunoperoxidasa (IP) y Western blot (WB). 

A la 4 semana después de la infección, los animales presentaron anticuerpos 
circulantes anti-trichinella que reconocían de 1-4 determinantes antigénicos. Por IFI se 
identificaron 2 patrones de reactividad: contra cutícula y contra esticosoma. Por IP se 
detectó la presencia de: IgG en cavidad célornica, la IgM en cutícula e IgA en la 
superficie corporal de la larva. 

Características anatómicas de los antígenos de r spiralis:  Con IgG purificada por 
cromatografia de intercambio jónico se estudió la ultraestructura larvaria y se encontró 
que los anticuerpos tienen una reacción específica con los gránulos de los esticocitos 
0, a 1,13 y en menor proporción con la cutícula. 

Características moleculares de los antígenos purificados de 1. spiralis,:  El AST 
parcialmente purificado por cromatografia de filtración en gel y por cromatografia de 
afinidad, mostró en electroforesis de poliacrilamida 5 bandas protéicas con pesos 
moleculares de 69 kD, 52 kD, 45 kD, 42 kD y 38 kD, con predominio de la banda de 
45 kD. 

En WB se encontró que los animales infectados con r spiralis  reconocen varios 
componentes antigénicos, con rango de peso molecular de 29-97 kD con predominio 
de un triplete de 50 kD, 47 kD y 45 kD en el 100% de los sueros estudiados. 

En base a nuestros resultados, concluimos que la respuesta inmune de tipo humoral 
en conejos, puede ser evaluada por varias técnicas inmunoserológicas y es similar a la 
observada en otras especies. 



INTRODUCCION 

La triquinosis es una enfermedad parasitaria causada por el nemátodo Trichinella 
spiralis que es capaz de invadir e infectar los músculos de diferentes especies de 
mamíferos, además de infectar a humanos, ocasiona pérdidas económicas de 
importancia en la porcicultura por lo que es oportuno contar con mejor conocimiento 
de la biología del párasito y con metodología más susceptible de diagnóstico. 

Características biológicas de la Trichinella spiralis 

Phylum 	 Nematoda 
Clase 	 Aphasmidia 
Superfamilia 	Trichinellidea 
Género 	 Trichinella 
Especie 	 spiralis 

Morfología de Trichinella spiralis,-  En etapa de adulto tiene las siguientes 
características: el macho mide 1.5 x 0.04 mm y la hembra 3.5 x 0.06 mm, presenta: 1) 
un extremo anterior adelgazado, con una pequeña boca orbicular, sin papilas, 2) El 
extremo posterior es redondeado en la hembra y con curvatura ventral y dos apéndices 
caudales lobulares en el macho, 3) Un solo ovario con vulva, en la quinta parte 
anterior de la hembra y un solo testículo en el macho, 4) El tubo digestivo es largo y 
extrecho y posee esticosomas que son glándulas exócrinas constituidas por 50 
esticocitos que son células discoides que tienen 5 tipos de gránulos citoplásmaticos a 
0, a 1, a 2, 13 y y, éstos secretan material antigénico en las primeras 30 horas 
postinfección y son capaces de inducir una respuesta ilIMUrle86,87,89,9°. La larva tiene 
una punta lanceolar en su extremo anterior. Mide de 80 a 120 micras x 5.6 micras al 
nacimiento y crece poco hasta que penetra en una fibra muscular, donde alcanza un 
tamaño de 900 a 1300 micras x 35 a 40 micras. El aparato digestivo de la LI es similar 
al del adulto y aunque los órganos reroductores no están plenamente desarrollados es 
posible diferenciar los sexos (las larvas recién nacidas carecen de esticosomas y de 
antígenos secretorios)11.12,13. 

Anatómicamente la T. spiralis está constituida por dos estructuras, el tubo externo 
formado por la cutícula y el interno por el ésofago, entre éstos se encuentra el espacio 
pseudocelómico, donde se encuentran, la hemolinfa y las células del primordio 
genital37. 

Ciclo vital.- El mismo hospedero actúa como huésped intermediario y definitivo, 
albergando transitoriamente al parásito adulto y a la LRN, y por largos períodos a la 
L1. Para que la T. spiralis complete su ciclo vital, es preciso que otro huésped ingiera 



carne que contenga larvas enquistadas. 

La larva parasitaria se encuentra principalmente en el hombre, rata, oso, zorro, 
morsa, perro, gato y cerdo, pero puede infectar a cualquier carnívoro y omnívoro, las 
aves adultas pueden albergar transitoriamente al parásito adulto, pero las larvas no se 
enquistan en sus músculos, los animales poiquilotermos no son susceptibles a la 
infeccion por T. spiralis. Cuando la carne o sus derivados están contaminados con LI 
de T. spiralis y son ingeridas, éstas pasan al estómago donde sus cápsulas son 
disueltas, las larvas son liberadas en pocas horas, después pasan a la porción proximal 
del intestino delgado, invaden la mucosa donde pueden permanecer por varios días, la 
hembra aumenta de tamaño y en aproximadamentes 48 horas perfora la mucosa 
intestinal desde el duodeno hasta el ciego e incluso en el colon, en infecciones intensas. 
En el estadio adulto los machos copulan a las hembras; la hembra vivípara comienza a 
depositar larvas recién nacidas en la mucosa después del 5o. día y a veces 
directamente en los ganglios linfáticos y mesentéricos, durante un período de 4 a 16 
semanas, sin embargo, la producción continúa con menor intensidad mientras queden 
hembras en el intestino. La hembra adulta muere después de liberar sus larvas y luego 
es eliminada o expulsada del intestino en ocasiones, las LRN pueden quedar libres 
dentro de la luz intestinal, pasan al conducto torácico y al torrente sanguíneo 
principalmente por la circulación linfática13 . 

A través de los sinusoides hepáticos y del pulmón, las larvas pasan a la circulación 
general, y penetran en las fibras musculares mediante el aparato lanceolar que tienen 
en el extremo anterior. Las LRN son capaces de enquistarse y desarrollarse en el 
músculo estriado, particularmente en la porción tendinosa; en otros tejidos como 
miocardio y encéfalo, se desintegran y son absorbidas. Por su tropismo específico 
hacia músculo estriado, se dirigen principalmente a los músculos diafragmáticos, 
maseteros, intercostales, laríngeos, linguales, oculares, de la nuca, pectorales, 
deltoides, glúteos, bíceps y tríceps crural. 

En los músculos estriados, la LI de T. spiralis,  vive intracelularmente en una célula 
modificada del músculo esquelético estriado denominada célula nodriza (la 
trasformación dura 20 días), el citoplasma de esta célula está constituido por 
membranas lisas en espiral, mitocondrias difuncionales y por 45 a 50 grandes núcleos, 
los núcleos empiezan a crecer 5 días después de la infección muscular, alcanzando su 
tamaño óptimo a los 8 días. La célula nodriza contiene una proteína glicosilada de 43 
kD que parece tener importancia en la inducción de respuesta inmune. Poco después 
desarrolla una capa de colágena rígida y una red de vasos anastomosados (constituidos 
por arteriolas y vénulas)11,36'57,83 . 

Al cabo de 1 mes, el quiste está bien formado (de 250 a 500 micras) y es un 
mecanismo de defensa del huésped a la vez que una protección para la larva infectante, 
ésta puede permanecer viable por años, en espera de ser ingerida por un nuevo 
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huésped, si esto no sucede, el quiste termina por recubrirse por sales de calcio y la 
larva infectante muere. Cuando un nuevo huésped ingiere larvas enquistadas viables 
(ej. cuando el hombre ingiere carne mal cocida, o el cerdo se alimenta de ratas 
infectadas), el músculo es digerido en el estómago y se liberan las larvas infectantes, 
que penetran a la pared del intestino delgado, donde crecen y se trasforman en 
parásitos adultos que reinician el ciclo de vida' 1 , 

Sintomatología.- En la triquinosis la variabilidad e intensidad de los síntomas, 
depende del número de parásitos que afectan al individuo, edad del paciente, sexo, 
estado nutricional, estado hormonal, estados de inmunosupresión y tejido invadido; así 
mismo debe establecerse la diferencia entre infección y enfermedad. 

Las manifestaciones clínicas de la triquinosis dependen de la etapa del ciclo 
biológico en la que se encuentra el parásito6. 

a) Período intestinal: En las primeras 24 horas, a partir de la ingesta de la carne 
infectada, la penetración de las larvas infectantes a la pared intestinal pueden ocasionar 
diarrea, que puede durar hasta una semana; así como dolor abdominal, naúseas y 
vómito, que generalmente se diagnostican como gastroenteritis o intoxicación 
alimentaria13 . 

Durante esta fase el cuadro clínico puede ser leve en la infección ligera, o intenso 
en cuadros graves, a pesar de que no se identifique las LI, excepto durante epidemias. 
La mayoría de los casos de triquinosis no se diagnostican, ya que las manifestaciones 
clínicas pueden confundirse con otras enfermedades y en aquellos casos en que la dosis 
infectante es baja, la infección puede pasar inadvertida. 

b) El periodo de migración de las larvas y penetración a células musculares, es 
generalmente de 1 a 8 semanas; durante esta fase las larvas dañan los vasos 
sanguineos,.lo que provoca el edema, que es evidente en cara y párpados. Las larvas 
migratorias también pueden causar neumonía, encefalitis, nefritis y peritonitis. La 
muerte en esta fase puede ser debida a una miocarditis, aunque las larvas generalmente 
no penetran a las células miocárdicas. 

El dolor, la hiperestesia muscular, las artralgias, la cefalea y el edema periorbitario, 
son referidos como signos clínicos característicos, que en la práctica tienen expresión 
variable. La triquinosis es la única helmintiasis que cursa con fiebre, la cual puede 
persistir durante varias semanas simulando un cuadro de fiebre tifoidea. 

El dato más importante en las pruebas de laboratorio, es la eosinofilia progresiva; 
este dato asociado con fiebre, edema facial, mialgias y trastornos gastrointestinales 
apoyan el diagnóstico triquinosis, sobre todo, si existe el antecedente de la ingestión 
de carne de cerdo mal cocida (chorizo y embutidos)2. t 1,13,46.  
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c) El período de estado (convalescencia), suele durar algunos meses e incluso años, 
en esta fase, las larvas se han establecido en la fibra muscular y se ha efectuado el 
enquistamiento; los síntomas generales desaparecen o disminuyen considerablemente y 
solo persiste el dolor muscular que se hace mas evidente con el ejercicio. 

Anatomía patológica.- Las lesiones provocadas por la triquinosis se relacionan con 
la presencia de larvas infectantes en músculo estriado y órganos vitales, así como la 
reacción del huésped a los productos metabólicos y a las secreciones tóxicas de la 
T.spiralis, exceptuando las lesiones intestinales tempranas causadas por gusanos 
adultos. 

Gula Diagnóstica de la triquinosis.46  

I. Sospecha diagnóstica. 

a) Cuadro clínico compatible. 
b) Eosinofilia. 
c) Valores elevados de enzimas musculares (a y b). 
d) Alteraciones electromiográficas (a y b). 

II. Diagnóstico incontrovertible. 

a) Se basa en la demostración directa de la forma adulta de triquina en: a) intestino, 
ya que teóricamente la larva adulta puede ser recuperada por aspiración duodenal 
durante la fase entérica, o en las heces, durante el período de expulsión o cuadro 
diarréico. 

b) La demostración directa de LRN de triquina en la sangre periférica, que pueden 
recuperarse por filtración, usando filtros con poro de 3 micras, durante la fase 
parenteral. 

c) La demostración directa de LI de T. spiralis en el tejido múscular estriado por, 
compresión y observación al microscopio de luz. 

III. Demostración indirecta por estudios serológicos. 

Presencia de anticuerpos ami-triquina determinados por: a) Precipitación en gel. b) 
IFI. c) Inmuno-punto. d) ELISA. e) IET. f) Prueba de floculación con bentonita. g) 
Radioinmunoensayo. Y, análisis de la respuesta inmune celular: intradermorreacción46. 

Epidemiología de la triquinosis.- En 1947 Sto117  calculó que había 27.8 millones 
de personas infectadas con T. spiralis en el mundo, de las cuales tres cuartas partes se 
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encontraban en Estados Unidos de Norte América, esta cifra disminuyó en los últimos 
25 años, de 1982 a 1986, se reportaron 57 casos y sólo 3 muertes en USA. Este 
padecimiento es cosmopolita desde la región ártica hasta los trópicos. La infección se 
presenta como resultado de la ingestión de carne cruda, o insuficientemente cocida, 
que tienen larvas infectantes de T. spiralis. En algunas regiones se presenta como 
pequeños brotes, después de la ingestión de carne infectada. 

La frecuencia de la triquinosis en el hombre, puede determinarse identificando las 
LI y por estudios inmunoserológicos, sin embargo no se conoce con certeza el número 
de nuevos casos, ya que un gran porcentaje son subclinicos pero se puede especular 
que hay algunos cientos y de estos casos algunos individuos pueden llegar a fallecer. 

En los cerdos alimentados con basura, la frecuencia es inferior a 0.5%, bajando a 
0.1% cuando los animales se alimentan con semillas13 . 

En México, la triquinelosis fue reportada por primera vez por Zuñiga en 1891, en 
un cadáver humano, Barragán realiza su tesis sobre este tema, reportando 4 casos 
probables en cadáveres disecados en 1891 En 1943, Mazzotti reportó el estudio de 
600 diafragmas humanos obtenidos en autopsias en la Ciudad de México68. En 1974, 
Martínez reporta por primera vez un brote epidémico (40 casos). En otros estudios se 
ha reportado una prevalencia del 2 al 16%, pero su promedio en diafragmas humanos, 
es aproximadamente del 8%66. 

Los estudios epidemiológicos señalan que la triquinelosis se encuentra en todo el 
territorio nacional, con existencia de zonas endémicas. En el registro de la población 
derecho habiente del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) se reporta que en 
el decenio de 1976-1985 se registraron algunos brotes epidémicos, como casos 
esporádicos, principalmente en Zacatecas, Durango, Estado de México, Guanajuato y 
DF. La infección se relacionó principalmente con la insiesta de chorizo o carnitas de 
cerdo crudas o mal cocidas y en general el diagnóstico se confirmó por la observación 
histopatológica de las larvas enquistadas en los músculos, en 1981 (136 casos), 1986 
(175 casos) y en 1987 (380 casos)I 7. 

En el estado de Chihuahua ha sido reportado el brote mas grande de triquinosis en 
México, en octubre de 1987, 50 personas fueron hospitalizadas por presentar el 
cuadro clínico y biopsia positiva a LI de 7 spiralis, por ingesta de chorizo comprado a 
un productor de la localidad, fueron identificados 294 casos entre 5974 personas con 
una tasa de ataque de 5.1%, la cual fué 8 veces mas alta entre los que acostumbran 
comer chorizo98. 

En Zacatecas, Del Rio y Herrera Diosdado, encontraron 8 diafragmas positivos a 
spiralis en 51 cadáveres que analizaron entre 1982-198325. Zacatecas es uno de los 

estados que aparentemente tiene una incidencia mayor de la enfermedad, desde 1968 a 
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1988 se han documentado clínica e histológicamente 166 casos, de los cuales 7 
fallecieron'''. El primer brote fue registrado en 1976 en Laguna del Carretero, con 8 
defunciones38. En 1988, Contreras y col realizaron una encuesta seroepidemiológica 
analizando 15,000 sueros de población abierta del estado de Zacatecas, utilizando 
técnicas de precipitación en gel, encontraron una prevalencia de 4.4%18; así mismo, 
analizaron 105 sueros de cerdos19  y 70 de cánidos (comunicación personal), en los 
que encontraron un 6% de positividad, lo anterior muestra que existe un alto riesgo 
para el desarrollo de la enfermedad en humanos. En las poblaciones rurales y sub-
urbanas de nuestro país, se acostumbra el criadero de cerdos en forma doméstica, los 
cuales son alimentados con desechos alimenticios, fenómeno que provoca aumento de 
la incidencia de la triquinelosis. 

La frecuencia de triquinelosis es menor en los trópicos y subtrópicos, 
principalmente por el bajo consumo de carne de cerdo. Los tabús religiosos sobre la 
carne de cerdo, y los hábitos alimenticios explican la ausencia del padecimiento en 
indúes, judíos, musulmanes, adventistas del 7o. día y en individuos vegetarianos13 . 

Respuesta inmune contra Trichinella spiralis,-  La infección por T. spiralis se ha 
estudiado en el hombre y en otras especies como es el ratón, rata, conejo, cerdo, etc., 
con el fin de conocer la biología del parásito. Se ha señalado que la presencia de r 
spiralis en los tejidos desencadena una reacción de hipersensibilidad retardada y 
producción de anticuerpos; ambos mecanismos confieren en ocasiones, una protección 
específica2'84. Se propone que el mecanismo de eliminación del parásito se lleve a 
cabo en dos pasos: primero, se produce el daño metabólico inducido por anticuerpos 
que bloquean la alimentación del parásito, o daño a los tejidos parasitarios internos y 
en segundo lugar, la expulsión del helminto del nicho intestinal por la acción de la 
respuesta inmune, donde participan linfocitos activados y anticuerpos de la clase IgE e 
IgG1,40,76.  

La respuesta inmune del huésped contra la T. spiralis fué estudiada inicialmente por 
Bachman en 1928, él demostró en conejos y cobayos infectados con T. spiralis, que 
presentaban una respuesta inmune cuando eran retados en pruebas intradérmicas con 
partículas antígenicas del parásito, por otro lado, el suero presentaba reacción de 
precipitación, con estas partículas3.4. Posteriormente muchos autores han confirmado 
estas observaciones. 

La respuesta inmune humoral en modelos experimentales y en humanos se 
manifiesta por aumento en las inmunoglobulinas en forma policlonal contra estructuras 
del parásito, tubo externo, tubo interno y espacio pseudocelómico, inicialmente la 
respuesta es de tipo IgM y subsecuentemente de tipo IgG31,86. 

La producción de anticuerpos de tipo IgA dimérica, es característica del tejido 
linfoide intestinal, la infección por LI de T. spiralis estimula la proliferación de 
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linfocitos B y de células plasmáticas productoras de IgA involucrada en la respuesta 
inmune local a nivel intestinal contra el parásito27. 

Las linfocinas estimulan a los linfocitos B, los que preferentemente aumentan la 
producción de IgE y contribuyen a la inmovilización y muerte del parásito mediante un 
mecanismo de citotoxicidad mediada por células y dependiente de anticuerpos, en este 
mecanismo las células cebadas, los eosinófilos y los macrófagos actúan como células 
efectoras; este mecanismo de daño es común en otras parasitosis. 

En estudios de restricción isotipica realizados en ratones infectados con T. spiralis,  
han demostrado que la IgE, IgGl, IgG2, IgG3, IgG4 e IgM se encuentran aumentadas 
siendo más importante en el caso de IgG4, en el caso de IgG I e IgG2 tuvieron 
especificidad contra las células del esticosoma y la IgM contra la cutícula7,43.47167,76. 
En base a lo anterior parece ser que la IgG4 juega un papel importante en la 
inmunomodulación de la respuesta en contra de T. spiralis.  

Los anticuerpos anti-gránulos a de los esticocitos, son los de mayor especificidad 
para el diagnóstico de la enfermedad. 

El sistema del complemento también participa en el daño de las larvas. La cutícula 
parasitaria puede activar per se la vía alterna del complemento, mientras que los 
anticuerpos activan la vía clásica. Durante la activación de este sistema algunas 
fracciones peptídicas del complemento (C3, C3b) producen opsonización de la larva y 
reclutamiento de eosinófilos y células cebadas que colaboran al daño de las larvas, vía 
activación del complemento6,60,61.  El resultado de estos eventos, es una reacción 
inflamatoria a nivel local en los tejidos del huésped, cuya finalidad es la muerte y 
eliminación de las larvas; por ejemplo, las células cebadas reclutadas en la lámina 
propia del intestino, se desgranulan y liberan mediadores de la inflamación que 
favorecen la eliminación intestinal del parásito adulto42. Por otro lado, el eosinófilo 
con su sistema de peroxidasa, y proteína básica mayor, interactuan con las células 
cebadas y producen daño en la cutícula del parásito, que le causan la muerte. 

Características celulares de la respuesta inmune en triquinelosis.- La inmunidad 
celular en triquinosis es importante en la defensa del huésped en contra del parásito; el 
intestino funciona como barrera primaria, a traves de células presentadoras de 
antígeno, células citotóxicas, basófilos y eosinófilos; sin embargo algunas larvas logran 
penetrar la barrera intestinal y pasan a la circulación sistémica. Los mecanismos de 
respuesta inmune local en el intestino, encargados de la expulsión del parásito, 
aparentemente son controlados por los genes de respuesta inmune del huésped (Ir en 
el ratón y moléculas de clase II en el humano)52.101,  las células interactúan con la 
superficie de la larva y posteriormente el daño al parásito es mediado por un 
mecanismo de citotoxicidad mediada por células y dependiente de anticuerpos 
(ADCC) o por células NK, cuyo fin es la inactivación, muerte o eliminación del 
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parásito2.84,103. 

El mecanismo de hipersensibilidad de ADCC, a través de la interacción de la IgE 
con las células cebadas, estimula y aumenta la actividad citotóxica de los eosinófilos 
mediante un tetrapéptido quimiotáctico o factor quimiotáctico eosinofilico de 
anafilaxia, que a su vez estimula la expresión del receptor C3b. 

Se ha observado que tanto la IgG como la Ig,E promueven la reacción de ataque 
dependiente de anticuerpos de los eosinófilos y macrófagos por medio de la vía de 
unión específica Fc a su superficie. También, las células cebadas constituyen otro 
mecanismo inespecífico ya que aumentan considerablemente ante la invasión del 
parásito; se involucra a células cebadas precursoras presentes en los nódulos linfáticos 
periféricos estimulados por células inductoras probablemente por lalL3 e IL-10. 

La inmunidad que está mediada por linfocitos con actividad facilitadora o de ayuda, 
liberan 1L2, IL3, IL4, 1L5 e interferón, cuando son retados por los antígenos de T. 
spiralis  y juegan un papel importante en la regulación de la eosinofilia local y 
sistémica7,41,56,62,75,95. 

Composición andgenica de T. spiralis.-  La cutícula y los elementos del tubo 
digestivo de triquina son capaces de desencadenar una respuesta de tipo inmune, 
especificamente los esticocitos y los elementos del espacio pseudocelómico, que varían 
de acuerdo a la etapa de su ciclo vital. Por otro lado, la triquina también es susceptible 
de cambios bioquímicos asociados a su alimentación digestión, toma de nutrientes, 
biosíntesis, crecimiento, metabolismo, reproducción etc. Así mismo, el huésped 
presenta una respuesta inmune a estos elementos y depende de sus condiciones como 
el sexo, edad, estado nutricional, hormonal, inmunodeficiencias, ete.6,16,28. 

Numerosos autores nacionales e internacionales han llevado a cabo estudios al 
respecto reportando que los antígenos están constituidos por glicoproteínas, que están 
presentes en estadios tempranos de la larva, así como en el parásito adulto. 

Las investigaciones de Despommier han mostrado que los esticocitos son de dos 
tipos, un grupo contiene gránulos a y el otro, gránulos 13; estos pueden ser 
parcialmente purificados de homogeneizados libres de células de las larvas, mediante 
centrifugación diferencial33'35, cada gránulo tiene cuando menos cuatro diferentes 
antígenos definidos por pruebas de doble inmunodifusión usando antisueros anti-
triquina. Estudios posteriores usando anticuerpos monoclonales, definen a los 
antígenos mayores de los gránulos de los esticocitos con un peso molecular de 37 kD, 
48 kD y 50/55 kD, en estudios recientes se reporta un antígeno de 43 kD, el cual está 
presente en la formación de la célula nodriza36. 

Despommier y Müller aislaron antígenos de los gránulos secretorios de larvas 
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muertas, que inocularon a animales experimentales y obtuvieron altos niveles de 
protección31 . 

Los estudios de Takahashi por microscopio electrónica demuestran que los sueros 
que presentan patrón de esticosoma, están dirigidos contra antígenos secretores de los 
esticocitos a en las células anteriores y13 en células posteriores87.88.90 . 

El grupo de investigadores de Ortega y Chapa han aportado información sobre el 
estudio de las características de los antígenos de LI de T. spiralis,  en modelos 
experimentales y en humanos con varias técnicas inmunológicas. 

Chapa ha demostrado por IET que la respuesta inmune en humanos es inducida por 
antígenos 30-105 kD con anti-Igs totales, siendo inmunodorninantes los de 46 y 42 
kD. Estos antígenos se aislaron y se usaron en inmunoensayo enzimático indirecto, 
difernciando los positivos de los negativos, por lo cual se considera que esta fracción 
antigénica permite el diagnóstico de la triquinelosis humana de manera específica y 
confiere al ELISA una mejor sensibilidad22. 

Ortega y Col. han llevado a cabo el estudio inmunológico de la triquinosis en un 
modelo experimental con la producción de anticuerpos monoclonales (AM) contra la 
superficie del parásito, de cada uno de los estadios del parásito, para las LRN 
denominados M5 y M6 con un peso molecular aproximado de 64 kD. Respecto a los 
AM dirigidos contra de antígenos de superficie de la LI denominados M1 y M2, MI 
reconoce 4 componentes de 105, 90, 55 y 47 kD, mientras que M2 sólo reconoce 2 
componentes 90 y 47 kD por inmunofluorescencia con M1 se observó principalmente 
en la superficie de LI y por cortes histológicos de LI se localizó reactividad en el 
esticosoma, sugiriendo que este es el sitio de producción de los antígenos de 
superficie. 

En relación a los AM en contra de los estadios adultos, se aislaron donas 
denominadas M3, M4 y M7, que reconocen antígenos muy similares a los de 20 y 40 
kr:073,74.  

Herrera y Col. han llevado a cabo estudios de investigación sobre las características 
del antígeno soluble de triquina, el cual se obtiene de tejido muscular de ratas 
infectadas con T. spiralis  purificado en cromatografia de filtración en gel, en Sephacryl 
S-300. Por inmunoelectrotransferencia se identificaron 6 péptidos antigénicos con 
peso molecular aproximado de 68, 59, 48, 45, 33 y 28 kD45. De este mismo grupo, 
Rumayor y Col. han estudiado el contenido de aminoácidos del AST, el cual está 
constituido por aminoácidos esenciales y por residuos de ácidos orgánico del ciclo de 
los ácidos tricarboxílicos (comunicación personal). 
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OBJETIVO 

El objetivo de este trabajo fué evaluar la respuesta inmune humoral en Triquinosis, 
en un modelo experimental de conejos infectados con larvas musculares de T. spiralis. 

JUSTIFICACION 

Los parásitos metazoarios se encuentran entre los patógenos más complejos para el 
ser humano, de éstos, los nemátodos son causantes de diversas enfermedades, el 
aspecto inmunológico ha sido dificil de estudiar debido a que muchos de ellos solo 
infectan a humanos ó primates, en este contexto T. spiralis provee un modelo muy 
favorable, debido al hecho de que se puede infectar a un número variado de húespedes 
y todo su ciclo de vida puede llevarse a cabo en un solo huésped, entre ellos ratas ó 
ratones. 

Actualmente la incidencia de la triquinosis, ha disminuido debido principalmente, al 
control sanitario. Sin embargo, en nuestro pais, estudios recientes reportan un 
aumento en el número de casos de esta parasitosis por lo cual, el estudio inmunológico 
en modelos experimentales de triquinosis puede proveer información sobre los 
mecanismos que participan en la inducción de la enfermedad causada por este parásito. 

HIPOTESIS 

Si, T. spiralis  tiene compuestos inmunogénicos, su presencia en el huésped 
provocará inducción de anticuerpos anti-trichinella, así, las técnicas inmunoserológicas 
nos permitirán conocer la cinética, la aparición y la especificidad de los anticuerpos. 

MATERIAL Y METODOS 

Animales experimentales.- En el estudio se utilizó una población de 20 conejos de 
raza Nueva Zelanda, hembras de 2.5 Kg de peso, de los cuales 10 fueron infectados 
con LI de 7 spiralis y 10 fueron controles sanos. 

Infección experimental y obtención de anticuerpos antitriquina.- El grupo de 10 
conejos Nueva Zelanda infectado con LI de T. spiralis recibieron un promedio de 1500 
larvas por vía oral. Las LI se obtuvieron a partir del músculo de conejos infectados 
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con T. spiralis.,  Los conejos se sangraron por venas marginales cada 8 días por 12 
semanas, a los 30 días se reinfectaron. La producción de anticuerpos se evaluó por 
técnicas inmunoserológicas que se describen posteriormente. 

De algunos sueros con patrón de reactividad específica se aisló IgG, usando el 
siguiente método. Los sueros fuerón precipitados con sulfato de amonio saturado al 
33% seguida de centrifugación a 10,000 rpm por 10 minutos. El precipitado fué 
dializado con agua destilada por 48 horas a 4°C, cambiando el agua cada 24 horas, 
posteriormente se utilizó, en la cromatografia de intercambio jónico. 

Cromatografla de intercambio jónico.- Para purificar la IgG antiesticosoma, se 
utilizó DEAE-celulosa, a una proporción de un gramo diluido en 15 ml de agua 
destilada, se midió el volumen de resina hidratada y se calculó su rendimiento, se 
hicieron lavados con agua destilada, se ajustó a pH 8.0 con solución amortiguadora de 
fosfatos, luego se pasó el buffer de fosfatos de corrimiento 0.015 M y se aplicó la 
muestra con las proteínas precipitadas, se colectaron volúmenes de elución de 4 ml por 
tubo, las muestras se caracterizaron en espectofotometría UV a 280 nm. 

Preparación del antígeno soluble de T spiralis.-  Fué obtenido a partir de larvas 
de músculo de conejo experimentalmente infectados con T. spiralis  (la inoculación se 
efectuó como se describió previamente), para confirmar que los animales estaban 
infectados se obtuvo suero y se enfrentó al AST por inmunodifusión doble. 

Los animales infectados se sacrificaron a la octava semana de inoculación y se 
observó al miscroscopio de luz para determinar la cantidad de LI en músculo 
encontrando un promedio de 25 LI por campo. El tejido infectado fué sometido a 
digestión con pepsina (10,000 U ) 0.3% HCL 0.2 N e incubado a 37°C por 24 horas 
(De acuerdo con el método descrito por Del Rio y Col)26. Después de completar la 
digestión de las larvas, fueron lavadas extensamente con SSF y desengrasadas con 
acetona, el' paquete larvario fue resupendido en SSF y los antígenos del parásito 
fueron extraídos por sonicación usando un 50% de eficiencia y 2 minutos por pulso, el 
homogenizado se centrifugó a 10,000 rpm a 4°C por una hora. Se obtuvo el 
sobrenadarte y se le determinó la concentración de proteína por el método de azul de 
Coomassie G-250 a 610 nm. El extracto total fué utilizado como AST, determinando 
su actividad antigénica por precipitación en gel con un suero prototipo positivo y 
negativo. 

Inmunodifusión doble.- Se disolvió el agar al 1.5% en SSB y azida de sodio al 
0.1% en un baño de agua a 92°C, el agar se depositó en portaobjetos 3 ml 
aproximadamente y se dejó gelificar durante 30 minutos a 20°C. Se guardaron las 
placas a 4°C en cámara húmeda durante 18 horas. Se hicieron 2 oradaciones en el agar 
de 3-4 mm de diamétro, uno central y 6 periféricos con una distancia entre los pozos 
de 5-6 mm, se colocaron 50 µI de la muestra antigénica en el pozo central en las de la 
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periferia, se depositaron los sueros de cada muestra. 

Se dejó difundir durante 24 horas a 20°C en una cámara húmeda, para eliminar 
precipitados inespecíficos, se lavaron exhaustivamente SSF a 4°C, realizando 2 
cambios frecuentemente se lavaron finalmente en agua destilada durante 2 horas. Se 
tiñeron con azul de Coomassie durante 15 minutos y se aclararon con la solución 
decolorante. Se registraron las bandas de precipitación obtenidas 100. 

Contrainmunoelectroforesis.- Se disolvió agarosa al 0.8% en una solución salina 
con pH 8.6 para electroforesis (Sigma), con agua desionizada (v/v) agregando 0.1% 
de azida de sodio, en un baño de agua a 92°C. Se colocaron 3 ml de agarosa fundida 
por laminilla, dejando gelificar durante 30 minutos a 20°C, se hicieron 6 pares de 
orificios en cada laminilla, uno en frente de otro a una distancia de 5 mm se extrajo la 
agarosa de ellos y se procedió a llenarlos con, los antígenos y anticuerpos 
correspondientes, se utilizó azul de bromofenol-ASB como indicador. Las placas de 
agar se colocaron en una cámara de electroforesis que contenía la solución de barbital 
(pH 8.6) para electroforesis (Sigma), se pasó una corriente de 1.0 mA por cada 
laminilla hasta que el indicador recorrió 2.5 cm. Se incubó 3 días a 20°C en cámara 
húmeda, se lavaron las placas en SSF 0.15 M pH 8.4 durante 5 días a 4°C realizando 2 
cambios de esta solución, posteriormente se dejaron 2 horas en agua destilada, se 
cubrieron las placas con papel filtro y se incubaron a 37°C hasta que se secaron, se 
tiñeron con azul de Coomassie durante 10 minutos y se decoloraron con la solución 
decolorante, se registró el número de bandas de precipitación obtenidas". 

Inmunoelectroforesis.- Se cubrieron portaobjetos con agar al 1% diluido en 
solución salina con pH 8.6 para electroforesis (Sigma) y con agua desionizada (v/v) y 
en un inmunomarco usando aproximadamente 3 ml por portaobjeto se dejaron 
gelificar, se perforó el agar y se extrajo de los pozos por succión, se aplicaron las 
muestras en los pozos y se agregó una gota de azul de bromofenol al AST, se llenó la 
cámara de electroforesis con la solución de barbital (pH 8.6) (Sigma). Se ajustó a 100 
volts (2.5 mA por laminilla), y se llevó a cabo la electroforesis hasta que el colorante 
se desplazó 2.5 cm del punto de origen se sacó el agar de los canales y se aplicaron en 
ellos los sueros con anticuerpos anti-triquina obtenidos de los conejos infectados con 
LI de T. spiralis  (muestras secuenciales) y los sueros de los conejos normales, se dejó 
difundir de 12-24 horas, y se registró el número y la posición de las bandas. Se siguió 
la misma técnica para lavados y la tinción utilizados en IDD y CIEF30. 

Inmunofluorescencia indirecta.- Las LI se fijaron a portaobjetos tratados con 
ASB al 5%; las LI fueron obtenidas del músculo de conejo infectado con T. spiralis.  El 
suero problema, fue diluido progresivamente hasta 1:640; y se incubó sobre las LI en 
cámara húmeda por 30 minutos, se lavaron 10 minutos con SSF por 2 veces, seguida 
de incubación durante 30 minutos, con anti-gammaglobulina de conejo marcada con 
fluoresceína (diluida 1:500) luego se lavaron 10 minutos con SSF por 2 veces y los 
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portaobjetos fueron montados con SSF y glicerol (9:1), las lambdas se observaron al 
microscopio de epifluorescencia26,50,54. 

Otra fracción de larvas se permeabilizó con Triton X-100 al 5% por 10 minutos, 
después se centrifugaron por 5 minutos y se eliminó el detergente de la suspensión; se 
resuspendieron en solución amortiguadora y se fijaron en citocentrifuga, colocando 1, 
5 y 10 microlitros para estandarización del número de LI de T. spiralis,  a 1,000 rpm 
por 5 minutos. Las larvas adheridas a portaobjetos se fijaron con acetona fría por un 
minuto y se siguió el resto del procedimiento ya señalado. 

Inmunoperoxidasa.- El paquete de LI (aproximadamente 10-20 LI por 10 
microlitros en SSF), se incubaron con el suero problema hasta dilución de 1:640, por 
30 minutos a temperatura ambiente, se lavaron 10 minutos con SSF por 2 veces, la 
incubación con anti-gammaglobulina de conejo clase IgG, IgA e IgM marcada con 
peroxidasa y diluida 1:500 fué realizada durante 30 minutos a temperatura ambiente, 
se lavaron 10 minutos con SSF 2 veces, se revelaron 10 minutos, con 3,3 
diaminobenzidina y se lavaron con agua, se colocaron en un portaobjetos y se agregó 
glicerol-SSF (9:1) cubriéndolas con el cubreobjetos, se observaron al microscopio de 
luz" 

Purificación del antígeno de T. spiralis.  

Cromatografía de filtración en gel Sephadex G-200.- El AST disuelto en 2 ml de 
PBS fué pasado en la columna de Sephadex-G-200 equilibrada con PBS, se colectaron 
los volúmenes de elución en tubos de 10 ml, las fracciones eluídas fueron analizadas en 
espectofótometro a 280 nm, se hicieron-  pooles que fueron dializados con agua 
destilada y posteriormente liofilizados conservándose así hasta su uso. 

Cromatografia de afinidad- Para el acoplamiento de la IgG purificada en DEAE 
se utilizó una concentración de 10 mg de peso seco por ml de buffer de acoplamiento 
y se obtuvo una concentración de proteína de 25 mg por ml. La IgG se resuspendió en 
20 ml de buffer de acoplamiento y se mezcló a la Sepharosa-4B. 

Se utilizó Sepharosa-4B activada con bromuro de cianógeno Pharmacia (100 
microgramos de Sepharosa-4B tienen capacidad de unión de 2.5 gramos de proteína). 
Se incubaron 500 mg Sepharosa-4B por 15 minutos con HCI 0.1 M pH3, la resina 
hidratada se centrifugó a 2,500 rpm por 10 minutos decantando el sobrenadante, el 
botón fue lavado 3 veces con buffer de acoplamiento (NaC1 0.25 M y Na2CO3  0.04 M 
pH 8.5). Se centrifugó 2,500 rpm por 10 minutos se añadió el extracto de proteína y 
125 microlitros buffer para luego acoplamiento de 10 a 15 volúmenes por cada 100, se 
agitó por toda la noche a 4°C. Se eliminó el buffer por centrifugación, se lavó con 
glicina (0.5 M pH 2.5) y se agitó por 2 horas en agitación rotatoria. Se centrifugó a 
2.500 rpm por 10 minutos y se eliminó el sobrenadante, se lavó con una solución ácida 
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(acetato o ácido cítrico) y se centrifugó a 2,500 rpm por 10 minutos, se lavó con un 
buffer básico por 10 minutos y se centrifugó a 2,500 rpm por 10 minutos, los dos 
últimos pasos se repitieron por dos ocasiones. Se lavó con buffer salino de fosfatos y 
se guardó en azida de sodio a 4°C hasta su uso. 

La Sepharosa acoplada se empaquetó en una columna de 5 x 1 cm y se equilibró 
con PBS pH 7.0. El antígeno se centrifugó en frío a 10,000 rpm por 20 minutos para 
aclararlo; y a través de la columna se pasó un ml del Ag de triquina con una 
concentración de proteína de 4.7 mg/ml (con azul de Coomassie) y se colectaron 
volúmenes de elución de 1 mi, el buffer de elución (0.05 M glicina pH 2.5) se aplicó en 
el tubo 15, el corrimiento se continuó hasta el tubo 40, las fracciones fueron leídas en 
espectofotómetro a 280 nm; de acuerdo al cromatograma, se hicieron 3 pooles que 
fueron liofilizados33. 

Localización ultraestructural de antígenos secretorios.- Las larvas de T. spiralil 
fueron fijadas en solución de Karnovsky, luego deshidratadas con alcohol, y embebidas 
en resina LR. Se realizaron cortes ultrafinos de 80nm que fueron utilizados como 
fuente de antígeno para los estudios en inmunohistoquimica, para revelar la presencia 
de anticuerpo, se utilizó el complejo de Proteína A oro coloidal, que fué preparado de 
acuerdo con el método de Tanaka y colaboradores. Los cortes fueron incubados con el 
suero de los animales infectados que presentaron el patrón antiesticosoma (2) por 
y dos controles sanos a diluciones de 1:200 a 1:3,000 en PBS con ovoalbúmina al 1% 
por 30 minutos. Después de extensos lavados los cortes se incubaron por 30 minutos 
con Proteína A oro coloidal, se lavaron con PBS y fueron teñidas con acetato uranilo y 
evaluadas en microscopio electrónico de trasmisión. La técnica anterior fué realizada 
por el Doctor Yuzo Takahashi, en el Departamento de Parasitología de Nara Medical 
University87'89, 

Electroforesis de poliacrilamida.- Con el AST se realizaron corrimientos 
electroforéticos preparativos en minigeles de poliacrilamida (PAGE) en condiciones 
reductoras. Se utilizaron geles de 7x7 cm preparados con dodecil sulfato de sodio 
(SDS) de acuerdo a la metodología descrita por Laenunli55, con una concentración de 
acrilamida al 11% y la relación acrilamida-bisacrilamida fué de 1:60 en el gel 
separador. El tiempo de corrimiento, fué de 2 horas a 100 Volts. 

El AST fué preparado por ebullición durante 2 minutos en una solución reductora 
(Tris HCL 1 M pH 6.8, glicerol, SDS 2%, azul de bromofenol al 0.5%, EDTA, H20, 
ditiotreitol 5 mM y 2-mercaptoetanol al 5%). Se utilizaron los siguientes marcadores 
de peso molecular: Fosforilasa (97 kD), albúmina sérica bovina (68 kD), ovoalbúmina 
(43 k.D), anhidrasa carbónica (24 kD), lisosima (14 kD). Se usó una cámara 
miniprotean 11 (Bio-Rad), aplicando 60 volts por 3 horas, posteriormente uno de los 
geles fué teñido con azul de Coomassie y desteñido con solución aclaradora, luego 
secado en membranas de papel celofán. 
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Western Blot.- El A.S.T, fue separado por PAGE, los geles no teñidos fueron 
trasferidos a papel de nitrocelulosa (NC) de acuerdo con el método descrito por 
Towbin94, utilizando una cámara de minitrasblot-cell (Bio-Rad), a 15 volts, durante 
toda la noche a 4°C; las proteínas fueron reveladas por 5 minutos con el colorante de 
Fast green al 0.1% y luego decoloradas con agua destilada. El papel de nitrocelulosa 
con las proteínas trasferidas fué cortado en tiras de 2 mm de ancho en forma paralela 
al corrimiento, se bloquearon a temperatura ambiente con PTX (fosfatos 0.01 M, 
pH7.5, tritón X-100 al 0.2%, NaCI 0.15 M y EGTA 1 mM, ASB al 4%) albúmina al 
4% con agitación suave, fueron incubadas con los sueros problemas y controles a 
diferentes diluciones (1:200, 1:1000, 1:10,000, 1:1'000,000), por toda la noche en 
agitación suave con PTX-ASB al 4%. Se lavaron por 5 ocasiones con GB (Tritón X-
100 0.5%, trietanolamina 50 mM pH 7.4, NaCI 100 mM, EDTA 1 mM pH 7.4, SDS 1 
mM, H20), en agitación moderada, durante 10 minutos cada intervalo; posteriormente 
se agregó PTX-ASB por 15 minutos en agitación. Los anticuerpos unidos al papel de 
nitrocelulosa, se marcaron con proteína A de Staphyloccacus aureus (SPA) SPA-1125  
(60,000 cpm/ml de PTX), incubándose por 45 minutos en agitación suave a 
temperatura ambiente, posteriormente las tiras de NC fueron lavadas 5 veces con 
solución de lavado GB por 10 minutos y finalmente fueron montadas y secadas. Las 
bandas inmunorreactivas se observaron por autorradiografia utilizando película Kodak 
XAR5 en cassettes con pantalla intensificadora, incubándose por 16 horas a -70°C. 

Radiomarcaje.- El marcaje de SPA con Yodo radioactivo se hizo por la técnica de 
cloramina T63, para la detección de antígenos. 

Se montó una columna de Sephadex G-25 7x1 cm se hidrataron 2.5 gramos en 25 
ml de agua destilada y se equilibró con 20 a 30 ml de buffer de columna ASB al 1% en 
solución de fosfatos. 

Se hidrataron 5 mg de SPA (Pharmacia) con solución amortiguadora de fosfatos; 
se tomó 1 mg, al que se agregaron 500 mCi de 1125, en agitación suave, en presencia 
de 15 III de cloramina T y se incubaron 2 minutos a temperatura ambiente, se 
agregaron 40 Id de metabisulfito de sodio y finalmente se mezclaron con 20 µ1 de 
yoduro de potasio para estabilizar la reacción, la muestra de la Proteína A-1125  
conjugada se aplicó a la resina de Sephadex G-25 pre equilibrada, se colectaron 
muestras de 2501.11(25 tubos), al finalizar el corrimiento se tomó 1111 de cada fracción 
y se transfirió a un vial de centelleo el procedimiento se hizo por duplicado, se midió la 
radioactividad en cuentas por minuto (cpm) 1125  en un contador gamma (Wallac), con 
las lecturas se hizo un cromatograma. Del Yodo conjugado se hizo un pool para la 
solución de trabajo. 

Se determinó que el valor óptimo en cpm para producir una buena señal en la 
autorradiografia era de 30,000 a 90,000 cpm. 
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RESULTADOS 

Propiedades inmunoquímicas del A.S.T.- El antígeno obtenido de LI de T. 
spiralis  alcanzó una concentración protéica de 2.2 mg/ml, por la técnica de azul de 
Coomassie en la gráfica del estándar de albúmina sérica bovina a las diluciones de 1,5 
y 10 microlitros se obtuvo una linea recta del AST. 

El extracto crudo de AST probado con un suero prototipo positivo mostró una 
reacción de precipitación por inrnunodifusión doble a las 24 horas. Al titularlo, 
mediante diluciones progresivas del antígeno se encantó reacción inmune hasta la 
dilución de 1:32 que corresponde a una concentración protéica de 0.0682 mWml. 

Detección de anticuerpos antitriquina por técnicas de precipitación en gel.- Los 
10 animales experimentales y los 10 controles estudiados, se sangraron por un periodo 
de 12 semanas, los sueros probados con AST resultaron negativos durante las 
primeras tres semanas postinfección. 

En la cuarta semana todos los sueros de los animales infectados fueron positivos 
exhibiendo bandas de precipitación inmune las cuales presentaron identidad entre ellas, 
y en algunos casos exhibieron dos bandas con identidad entre ellas, la quinta semana 
fué similar, en las subsiguientes persistió la positividad incrementándose el número de 
bandas hasta 4. En el caso de los sueros con 3 y 4 bandas solo una de ellas presentó 
identidad con las muestras obtenidas en diferentes semanas (Tabla 1, Figura 1). Los 
controles fueron negativos durante las 12 semanas. 

Tabla 1.- Anticuerpos anti-T.  spiralis,  por Inmunodifusión Doble. 

Semanas 
• 

Conejo 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

Promedio 
bandas 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
0 0 0 1 1 1 1 1 2 2 2 2 
0 0 0 1 1 1 1 1 2 2 2 2 
0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
0 0 0 2 2 2 2 2 3 3 3 3 
0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
0 0 O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
0 0 0 2 2 3 3 3 4 4 4 4 
0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 1.4 1.4 1.5 1.5 1.5 1.9 1.9 1.9 1.9 
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• 

D, en A se muestran las bandas de precipitación entre el 
FIGURA 1.- ID  

AST (1) y los Acs anti-Trichinella (2), con identidad entre ellas. A'. 
Se muestran diferentes sistemas Ag-Ac (a, b, c, d) entre el AST (3) y 

los Acs anti-Trichinella (4). 
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CIEF.- El grupo experimental fué negativo durante las primeras 3 semanas 
postinfección; a partir de !a cuarta semana, los sueros reaccionaron con un promedio 
de 1.5 bandas, alcanzando un promedio de 1.8 bandas en las semanas subsiguientes 
con un mínimo de 1 y máximo de 4 bandas, que mostraron migración hacia el cátodo 
(Tabla 2, Figura 2). Los controles fueron negativos durante las 12 semanas. 

Tabla II.- Anticuerpos anti-T.  spiralis  por Contrainmunoelectroforesis. 

Semanas 

Conejo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
2 0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
3 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
4 0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
5 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
6 0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
7 0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
8 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
9 0 0 0 4 4 4 4 4 4 4 4 4 
10 0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

Promedio 
bandas 0 0 0 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.8 1.8 1.8 1.8 

FIGURA 2.- C.1.E.F. en A se observa una bandas de precipitación entre el 
AST (1) y los Acs anti-Trichinella (2), en B similar situación pero se 
observa otra banda que hace identidad entre ellas. 



IEF.- Los sueros de los 10 conejos infectados, fueron negativos durante las 
primeras tres semanas postinfección; a partir de la cuarta, todos fueron positivos, con 
un promedio de 1.8 bandas, lo que se mantuvo hasta la semana 12, con un rango de 1 
a 4 bandas. Las bandas presentaron diferencias entre sí en cuanto a longitud y grosor 
(Tabla 3, Figura 3). Los controles fueron negativos. 

Tabla III.- Anticuerpos anti-T. spiralis por inmunoelectroforesis. 

Semanas 

Conejo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
2 0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
3 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
4 0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
5 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
6 0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
7 0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
8 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
9 0 0 0 4 4 4 4 4 4 4 4 4 
10 0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

Promedio 
bandas 0 0 0 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8 

Detección de anticuerpos antitriquina por IFL- En las primeras tres semanas los 
sueros fueron negativos, a partir de la cuarta semana se observó que los 10 sueros 
problemas presentaban afinidad por la cutícula de la LI y algunos gránulos de 
fluorescencia en la cavidad celómica (Figura 4). En 2 sueros se presentó un puntilleo 
en la cavidad celómica, que aparenta los esticosomas (Figura 4). Los controles fueron 
negativos durante las doce semanas del estudio. 

Permeabilización de larvas. - Al valorar el efecto de la permeabilización de las LI, 
de T. spiralis se observó afinidad de la fluorescencia a lo largo de la cavidad celómica 
y en cutícula; en las larvas no tratadas con tritón X-100, se observó igual afinidad 
(Figura 5). Los controles fueron negativos. 

Isotipos de anticuerpos antitriquina.- La distribución topográfica de los 
anticuerpos en la larva, y su isotipo; analizada por pruebas de inmunoperoxidasa 
indirecta. Se encontró en las primeras tres semanas que todos los sueros fueron 
negativos a los diferentes tipos de inmunoglobulinas, a partir de la cuarta semana, la 
IgM en la superficie corporal con predominio en la cutícula, a partir de la quinta 
semana la IgG se encontró localizada en la cavidad celómica en forma de puntilleo 
lineal (Figura 6); la IgA se distribuyó en toda la superficie larvaria. Los controles 
fueron negativos (Figura 6). 
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FIGURA 3.- LEY. en A, B, 
precipitación entre el AST 

C, se observan diferentes bandas de 
(1) y los Acs anti-Trichinella (2). 
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FIGURA 4.- 1.F.I. En 1 se localiza afinidad de 
cavidad celómica en forma de puntilleo lineal. 

en la superficie corporal y cutícula. 

la fluorescencia en la 
En la 2, la afinidad es 

21 



FIGURA 5.- I.F.I. A, Larvas permeabilizadas. 	Larvas sin 

permeabilizar. semejante afinidad. 
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FIGURA 6.- Inmunoperoxidasa. A: LI con suero de conejos sanos, de la 
quinta semana. 13: LI con suero de animales infectados de la quinta 
semana, tratados con anti IgG de conejo, se observa un puntilleo en 
cavidad celdmica. 



Características anatómicas y moleculares de los antígenos.- La IgG purificada 
por cromatografia de intercambio iónico en DEAE-Celulosa, la fracción de IgG fué 
obtenida en el primer pico con un buffer de fosfato (0.1 M, pH 8.4). Se determinó la 
presencia de IgG por precipitación en gel utilizando antisueros monoespecíficos anti 
IgG, IgM e IgA. En La fracción de IgG se determinó su actividad antitriquina por IFI 
encontrando que después de ser sometida a purificación conservaron su actividad 
antitriquina localizándose la fluorescencia en forma preferencial en los esticosomas. 

Esta fracción fué enviada al Departamento de Parasitología de Nara Medical 
University al Dr. Takahashi para estudio de ultraesctructura. Reportando que esta 
fracción de los conejos infectados por T. spiralis  tienen una reacción especifica con los 
gránulos de los esticocitos a O, a 1, 13 y en menor proporción con la cutícula, en los 
controles no se observaron depósitos del complejo proteína A oro coloidal (Figura 7). 

Características moleculares de los antígenos purificados de Trichinella spiralis.  
El antígeno soluble de triquina (AST) parcialmente purificado por cromatografia de 
filtración en gel Sephadex G-200 y luego en la cromatografia de afinidad Sepharosa-
4B fué caracterizado por electroforesis de poliacrilamida, demostrando 5 bandas 
protéicas con pesos moleculares de 69 kD, 52 kD, 45 kD, 42 kD y 38 kD, con el 
predominio de la de 45 kD (Figura 8). 

Electroforesis de poliacrilamida, Western blof y autorradiografra.- Del total de 
240 sueros obtenidos durante el estudio, se analizaron 86 muestras por estas técnicas. 
En una primera fase, treinta sueros que correspondieron a 20 positivos y 10 negativos 
por precipitación en gel. 

Los sueros de los animales infectados reconocieron varios componentes 
antigénicos én el extracto crudo, cuyo rango de peso molecular fué de 29-97 kD. La 
reacción resultó específica a diferentes diluciones del suero (1:200, 1:1,000, 1:10,000). 
La reactividad predominante fué a un triplete de 50 kD, 47 kD y 45 kD en el 100% de 
los sueros estudiados. 

Los 56 sueros restantes (muestras secuenciales), 21 correspondían a las primeras 3 
semanas postinfección y eran negativos por precipitación en gel; se encontró, que 11 
de ellos presentaron reactividad a la banda de 45 kD y el resto eran negativos, de los 
35 sueros restantes que eran positivos por precipitación en gel, 33 presentaron el 
triplete descrito y los 2 restantes reaccionaron hasta la 5 semana; la banda de 68 kD 
también persistió en 55 sueros positivos (Tabla 4 y Figura 9). 
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• 

FIGURA 7.- Microscopia electrónica. I: Suero negativo 
fini 	 no s e ob serva 

adad por los esticosornas. 2: Suero positivo a Triquina y que 
presentó afinidad en cavidad célomica en forma de puntilleo, 
observa depósito del complejo proteína A oro coloidal 

	
se 

en los esticocitos a 1 y 13. Fotos: Dr. Yuzo Takahashi. 
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FIGURA 8.- EGPA del AST (A) con el predominio de una banda de 45 
kD, en el primer carril, se encuentran los pesos moleculares. 

TABLA IV.- Antígenos reconocidos por Western blot (dilución 1:200) en 
infección por T. 5Diralis, en 55 sueros positivos por precipitación en gel. 

Bandas 	kD 	Sueros 	vo 	
1 

A 
B 
C 
D 
E 
F 

18 55 100 
45 55 100 
48 55 100 
50 55 100 
68 55 100 
90 55 100 
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FIGURA 9.- Western Blot, 1: Se observa una banda de 45 kD (desde la 
segunda semana) y desde la cuarta el triplete ya mencionado (a, b, 
c). 2: Similar a la cuarta semana. 

27 



A 

D 
8 
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A los sueros positivos 1:200, se les realizó otra prueba con una dilución 1:1,000, 
encontrando un promedio de 7 bandas con el predominio del triplete (Figura 10), a su 
vez, los positivos se analizaron 1:100,000 y todos reaccionaron con la banda de 45 kD 
(Figura 11), por último, todos fueron negativos a una dilución de 1:1,000,000. 

FIGURA 10.- Western Blot de sueros positivos anti-triquina a una 
dilución de 1:1,000, se detectan hasta 7 bandas. 
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FIGURA II.- Western blot de sueros positivos de anti-Triquina a dilución 

de 1:10,000, persistiendo la banda de 45 kD (A). 



D1SCUSION 

Al evaluar la cinética de la respuesta inmune humoral en un modelo experimental 
de triquinosis en conejo; se observó que la Trichinella spiralis proporciona un modelo 
favorable de estudio, ya que todo su ciclo de vida puede llevarse a cabo en un solo 
huésped y proporciona información sobre los mecanismos que participan en la 
inducción de la respuesta inmune, este modelo fué útil para explorar mejores y más 
sensibles métodos de diagnóstico. Por otra parte, nuestros resultados demuestran que 
los conejos infectados con LI de Trichinella spiralis producen anticuerpos en contra de 
epítopes que se expresan en la superficie del parásito y en los componentes del tubo 
interno (esófago), que al expulsar sus secreciones son accesibles al sistema inmune del 
huésped. 

La respuesta inmune en los animales infectados demostró ser heterogenea, ya que 
en pruebas de precipitación en altar, fué posible detectar cuando menos 4 bandas que 
identifican diferentes sistemas antígeno-anticuerpo. 

Los estudios de I.F.I. mostraron que el antígeno de superficie se localiza en la 
cutícula y en la cavidad celórnica en forma de puntilleo lineal. En cuanto a los isotipos 
de inmunoglobulinas, se identificó que el primer isotipo detectado es la IgM, esto 
ocurre a la cuarta semana postinfección, y es indicativo de una respuesta primaria. A 
partir de la quinta semana, estos anticuerpos son reemplazados por IgG, 
correspondiendo a una respuesta secundaria habitual. 

Por estudios de inmuno-electromicroscopía, se observó que algunos sueros 
reaccionaron en forma preferencial, con estructuras del esticosoma y que reconocen 
diversas moléculas secretorias localizadas en los gránulos de los esticocitos a 0, a 1,13 
y en menor proporción en cutícula; estos hallazos estructurales e inmunoquímicos, 
sugieren qué el sistema de antígenos secretorios juega un papel importante en la 
respuesta inmune, el cual es bastante complejo. 

Las características moleculares demuestran el reconocimiento de varias fracciones 
antigénicas con rango de 29 kD a 97 kD, siendo la más prominente la de 45 kD que 
probablemente corresponde a un antígeno inmunodominante del parásito, ya que los 
sueros de este antígeno purificado por cromatografia de afinidad tienen un patrón de 
reactividad inmunológica similar que el extracto crudo y todos los animales infectados 
reconocen esta banda, aún con sueros diluidos 1:10,000, esta proteína de 45 kD se 
localiza en gránulos a de los esticocitos. 

Estos resultados demuestran, que si bien, existe un antígeno inmunodominante en 
el extracto crudo, la respuesta es heterogénea, por lo que significado que tienen los 
anticuerpos en relación a la protección específica del huésped, es dificil de evaluar, en 
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el modelo que se utilizó en el presente estudio. 

Es característico que las infecciones por parásitos estimulen más de una vía de 
respuesta inmune, el presente estudio enfocó exclusivamente la respuesta humoral. 
Otros autores han estudiado este modelo experimental, con resultados similares a los 
aquí reportados. 

Desde 1928 Bachman demostró en conejos y cobayos infectados con T. spiralis,  

que el suero presentaba una reacción de precipitación al ser enfrentado a partículas del 
parásito. En la década de los 70s, Despommier llevó a cabo estudios de precipitación 
en gel (ID, CIEF y IEF) con antígenos parcialmente purificados reportando que son de 
utilidad y que poseen ciertas ventajas, por ejemplo, con la CIEF, en 1 hora se observan 
resultados de positividad, un inconveniente es la reacción cruzada que se tiene con 
otros antígenos. Este mismo autor al inmunizar animales con antígenos purificados, 
obtuvo hasta 12 sistemas antígeno-anticuerpo diferentes, por precipitación en gel. 

La respuesta inmune humoral en modelos experimentales y en el humano, se 
manifiesta por aumento de inmunoglobulinas en forma policlonal contra estructuras del 
parásito; la IgG presenta especificidad contra las células del esticosoma y la IgM 
contra la cutícula7,43,47,67,76. 

Varios autores, entre ellos, Capo, Chapa, Denkers, Despommier, Herrera, Ortega y 
Takahashi, han reportado una relación entre las características ultraestructurales del 
parásito Trichinella spiralis relativo a su composición (cutícula, tubo interno y espacio 
pseudocelómico) y la afinidad que tienen los anticuerpos, contra los antígenos 
secretados por cada una de sus estructuras, así como la metodología más adecuada 
para su detección15,22,23,28,30-36,45,73,74,86-89,91,92. 

Es importante tener en cuenta que los elementos involucrados en desencadenar la 
respuesta inmune en contra de Trichinella spiralis son determinados por las 
características del huésped y del parásito, así como el estadio del ciclo vital, cambios 
bioquímicos asociados a su alimentación, digestión, toma de nutrientes, biosíntesis, 
crecimiento, metabolismo y reproducción; por otra parte, la respuesta inmune del 
huésped depende de sus condiciones generales como: sexo, edad, estado nutricional, 
hormonal, inmunodeficiencias, entre otras6,16,28. 

Despommier describe que los esticocitos son de 2 tipos, uno contiene gránulos a y 
otro 13; éstos han sido purificados y por medio de monoclonales, se definió que los 
esticocitos tienen un peso molecular de 37 kD, 48 kD, y 50/55 kD. Al utilizar 
antígenos de los gránulos secretorios como inmunógenos, obtuvo altos niveles de 
protección31-36. En sus más recientes observaciones reporta la formación de una 
célula nodriza la cual secreta un antígeno de 43 kD, que parece corresponder al 
inmunodominante de 45 kD. La variación de 2 a 3 kD en el rango de pesos 
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moleculares, no tiene gran significado, ya que es debido a diferentes modalidades 
técnicas. 

Takahashi por microscopla electrónica reporta que los sueros de animales 
infectados por Trichinella spiralis , están dirigidos contra antígenos secretorios de los 
esticocitos a en las células anteriores y 13 en células posteriores87,88,90. 

Ortega y col llevaron a cabo un estudio con anticuerpos monoclonales, sobre los 
antígenos de superficie de la Trichinella spiralis en diferentes estadios, encontrando 
que los esticocitos son el sitio de producción de los antígenos de superficie73,74. 

Cox encontró que los antígenos mayores de 60-120 kD corresponden a cutícula20  
y Wright reporta que estos antígenos de cutícula, son secretados en los esticocitos a 
105. Los estudios citados apoyan, que el esófago está formado por esticosomas (a y 13) 
y compuestos por esticocitos, que son las células que secretan material antigénico, el 
cual es importante en la respuesta inmune del huésped. Parkhouse compara al parásito 
Trichinella spiralis es como una ventana, ya que siempre está en relación su interior y 
exterior. 

• Los autores que han llevado a cabo estudios de ELISA para detección de 
anticuerpos contra Trichinella spiralis en modelos experimentales (conejo, rata, ratón y 
cerdo) y en humano con antígenos purificados y extratos totales, han encontrado que 
el método de ELISA es una prueba con una adecuada sensibilidad, que permite poner 
de manifiesto la reacción antígeno-anticuerpo y que es útil para el diagnóstico de la 
triquinosis22,58,71,97,  106. Sin embargo, el WB tiene la ventaja de ser una prueba 
diagnóstica de especificidad molecular, ya que proporciona el perfil del antígeno. 

Chapa y Col han demostrado por WB, que la respuesta inmune en humanos es 
inducida por antígenos de 30-105 kD, siendo los inmunodominantes los de 45 y 42 
1(1)22,23. Así mismo, Muñoz y Col encontraron en sueros de pacientes con triquinosis, 
un triplete de 45, 47 y 50 kD, en forma predominante y en menor proporción, bandas 
de 68, 76 y 97 kD". 

Herrera y Col, en un modelo experimental en rata identificaron 6 péptidos 
antigénicos con peso molecular aproximado de 68 a 28 kD, siendo el más relevante el 
de 45 kD45. En nuestro estudio, encontramos que la mayoría de los animales 
infectados reconocían el antígeno de 45 kD, desde la primera semana post-infección y 
sólo uno de ellos, lo detectó hasta la quinta semana. Por otra parte, comparamos por 
WB, tres modelos experimentales, de rata, ratón y conejo, encontrando el triplete ya 
mencionado (45, 47 y 50 kD), así como la persistencia de una banda de 68 kD. 

Nuestro estudio permite evaluar en forma panorámica, lo que ocurre con la 
respuesta inmune humoral en huéspedes infectados con Trichinella spiralis; resultados 
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que son acordes con los obtenidos por otros autores nacionales e internacionales, 
donde se demuestra que las estructuras internas del parásito (esticocitos), son los 
elementos que desencadenan la respuesta inmune. 

En base a los resultados anteriores, concluimos que la Trichinella spiralis es un 
parásito que ofrece la alternativa de tener un patrón de respuesta similar, en diferentes 
especies (ratón, rata, conejo, cerdo, incluyendo al hombre); que su ciclo vital se puede 
estudiar en un solo modelo, como el de conejo, utilizado en este trabajo. Además, se 
cuenta con la alternativa de varias metodologías para su diagnóstico; por ejemplo, para 
llevar a cabo un estudio epidemiológico, son útiles las técnicas de precipitación en gel 
o ELISA, en cambio el WB y la autorradiografia, son pruebas más adecuadas, para un 
diagnóstico preciso. Así mismo, el modelo experimental de Triquinosis en conejos, 
permite contar con las bases para un mejor conocimiento de la biología de este 
nemátodo. 
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CONCLUSIONES 

1.- Se demostró la presencia de Acs contra la LI de Trichinella spiralis en el 100% de 
los conejos infectados con el parásito a partir de la cuarta semana, reconociendo de 1 a 
4 sistemas antígeno-anticuerpo por técnicas de precipitación en gel, los controles 
fueron negativos. 

2.- Se localizaron ultraestructuralmente los antígenos secretorios, por técnicas de I.F.I. 
y microscopía electrónica. 

3.- Se demostró que en los animales infectados con LI de T. spiralis,  los anticuerpos 
encuentran predominio por los antígenos de 45 kD, La cual es persistente aún a 
diluciones del suero de 1:10,000 y se pueden detectar incluso desde la primera semana 
post-infección, por PAGE, WB y autorradiografia. 

4.- Se concluye que el modelo experimental de Triquinelosis en conejo es adecuado 
para el estudio de la cinética de la respuesta inmune humoral. 
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