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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 evaluo durante 12 semanas determinando los niveles de
anticuerpos contra el antigeno soluble de Trichinella spiralis (AST) por técnicas
inmunoserologicas como: precipitacion en gel (CIEF, IEF, IDD), inmunofluorescencia
indirecta (IFI), inmunoperoxidasa (IP) y Western blot (WB).

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

Caracteristicas anatomicas de los antigenos de T spiralis: Con IgG purificada por
cromatografia de intercambio ionico se estudio la ultraestructura larvaria y se encontré
que los anticuerpos tienen una reaccion especifica con los granulos de los esticocitos o
0, a 1, B y en menor proporcion con la cuticula.

Caracteristicas moleculares de los antigenos purificados de T, spiralis: El AST
parcialmente purificado por cromatografia de filtracion en gel y por cromatografia de
afinidad, mostro 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 encontrd que los animales infectados con T. 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 inmunoserolégicas y es similar a la
observada en otras especies.




INTRODUCCION

La triquinosis es una enfermedad parasitaria causada por el nematodo Trichinella
spiralis que es capaz de invadir e infectar los muasculos de diferentes especies de
mamiferos, ademas de infectar a humanos, ocasiona pérdidas econdémicas de
importancia en la porcicultura por lo que es oportuno contar con mejor conocimiento
de la biologia del parasito y con metodologia mas susceptible de diagnostico.

Caracteristicas bioldgicas de la Trichinella spiralis

Phvlum Nematoda
Clase Aphasmidia
Superfamilia Trichinellidea
Género Trichinella
Especie spiralis

Morfologia de Trichinella spiralis.- En etapa de adulto tiene las siguientes
caracteristicas: 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 pequefia 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 testiculo en el macho, 4) El tubo digestivo es largo y
extrecho y posee esticosomas que son glandulas exdcrinas constituidas por SO
esticocitos que son células discoides que tienen 5 tipos de granulos citoplasmaticos o
0, a1, o 2, 8y y éstos secretan material antigénico en las primeras 30 horas
postinfeccion y son capaces de inducir una respuesta inmune86.87.89.90 13 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
tamaiio de 900 a 1300 micras x 35 a 40 micras. El aparato digestivo de la LI es similar
al del adulto y aunque los organos reroductores no estan plenamente desarrollados es

posible diferenciar los sexos (las larvas recién nacidas carecen de esticosomas y de
antigenos secretorios)!1.12,13,

Anatomicamente la T. spiralis esta constituida por dos estructuras, el tubo externo
formado por la cuticula y el interno por el ésofago, entre éstos se encuentra el espacio
pseudocelomico, donde se encuentran, la hemolinfa y las células del primordio
genital37,

Ciclo vital.- El mismo hospedero actia como huésped intermediario y definitivo,
albergando transitoriamente al parasito adulto y a la LRN, y por largos periodos 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 carnivoro y omnivoro, las
aves adultas pueden albergar transitoriamente al parasito adulto, pero las larvas no se
enquistan en sus muisculos, los animales poiquilotermos no son susceptibles a la
infeccion por T. spiralis. Cuando la carne o sus derivados estan contaminados con LI
de T. spiralis y son ingeridas, éstas pasan al estomago donde sus capsulas son
disueltas, las larvas son liberadas en pocas horas, después pasan a la porcion proximal
del intestino delgado, invaden la mucosa donde pueden permanecer por varios dias, la
hembra aumenta de tamafio 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 vivipara comienza a
depositar larvas recién nacidas en la mucosa después del 50. dia y a veces
directamente en los ganglios linfaticos y mesentéricos, durante un periodo de 4 a 16
semanas, sin embargo, la produccion continia 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 toracico y al torrente sanguineo
principalmente por la circulacion linfatical3.

A través de los sinusoides hepaticos y del pulmén, las larvas pasan a la circulacion
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
musculo estriado, particularmente en la porcion tendinosa; en otros tejidos como
miocardio y encéfalo, se desintegran y son absorbidas. Por su tropismo especifico
hacia muasculo estriado, se dirigen principalmente a los musculos diafragmaticos,
maseteros, intercostales, laringeos, linguales, oculares, de la nuca, pectorales,
deltoides, gluteos, biceps y triceps crural.

En los musculos estriados, la LI de T. spiralis vive intracelularmente en una célula
modificada del musculo esquelético estriado denominada célula nodriza (la
trasformacion dura 20 dias), el citoplasma de esta célula estda constituido por
membranas lisas en espiral, mitocondrias difuncionales y por 45 a 50 grandes nucleos,
los nucleos empiezan a crecer S dias después de la infeccion muscular, alcanzando su
tamaio optimo a los 8 dias. La célula nodriza contiene una proteina glicosilada de 43
kD que parece tener importancia en la induccion de respuesta inmune. Poco después
desarrolla una capa de colagena rigida y una red de vasos anastomosados (constituidos
por arteriolas y vénulas)11.36,57.83,

Al cabo de 1 mes, el quiste esta bien formado (de 250 a 500 micras) y es un
mecanismo de defensa del huésped a la vez que una proteccion para la larva infectante,
ésta puede permanecer viable por afios, en espera de ser ingerida por un nuevo



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 came mal cocida, o el cerdo se alimenta de ratas
infectadas), el misculo es digerido en el estomago y se liberan las larvas infectantes,
que penetran a la pared del intestino delgado, donde crecen y se trasforman en
pardsitos adultos que reinician el ciclo de vida!!,

Sintomatologia.- En la tnquinosis la vanabilidad e intensidad de los sintomas,
depende del numero de parasitos que afectan al individuo, edad del paciente, sexo,
estado nutricional, estado hormonal, estados de inmunosupresion y tejido invadido; asi
mismo debe establecerse la diferencia entre infeccion y enfermedad.

Las manifestaciones clinicas de la triquinosis dependen de la etapa del ciclo
bioldgico en la que se encuentra el parasitad.

a) Periodo intestinal: En las primeras 24 horas, a partir de la ingesta de la carne
infectada, la penetracion de las larvas infectantes a la pared intestinal pueden ocasionar
diarrea, que puede durar hasta una semana; asi como dolor abdominal, natseas y
vomito, que generalmente se diagnostican como gastroenteritis o intoxicacion
alimentarial3,

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

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

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

El dato mas importante en las pruebas de laboratorio, es la eosinofilia progresiva;
este dato asociado con fiebre, edema facial, mialgias y trastornos gastrointestinales
apoyan el diagnostico triquinosis, sobre todo, si existe el antecedente de la ingestion
de carne de cerdo mal cocida (chorizo y embutidos)2.11,13.46,



c) El periodo de estado (convalescencia), suele durar algunos meses e incluso afios,
en esta fase, las larvas se han establecido en la fibra muscular y se ha efectuado el
enquistamiento; los sintomas generales desaparecen o disminuyen considerablemente y
solo persiste el dolor muscular que se hace mas evidente con el ejercicio.

Anatomia patologica.- Las lesiones provocadas por la triquinosis se relacionan con
la presencia de larvas infectantes en musculo estriado y dérganos vitales, asi como la
reaccion del huésped a los productos metabdlicos y a las secreciones toxicas de la

T.spiralis, exceptuando las lesiones intestinales tempranas causadas por gusanos
adultos.

Guia Diagnostica de la triquinosis.*%
1. Sospecha diagnostica.

a) Cuadro clinico compatible.

b) Eosinofilia.

c) Valores elevados de enzimas musculares (a y b).
d) Alteraciones electromiograficas (a y b).

I1. Diagnostico incontrovertible.

a) Se basa en la demostracion directa de la forma adulta de triquina en: a) intestino,
ya que tedricamente la larva adulta puede ser recuperada por aspiracion duodenal
durante la fase entérica, o en las heces, durante el periodo de expulsién o cuadro
diarréico.

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

c) La demostracion directa de LI de T. spiralis en el tejido muascular estriado por,
compresion y observacion al microscopio de luz.

I11. Demostracion indirecta por estudios seroldgicos.
Presencia de anticuerpos anti-triquina determinados por: a) Precipitacion en gel. b)
[F1. ¢) Inmuno-punto. d) ELISA. e) IET. f) Prueba de floculacion con bentonita. g)

Radioinmunoensayo. Y, analisis de la respuesta inmune celular: intradermorreaccion?0.

Epidemiologia de la triquinosis.- En 1947 Stoll7 calculd que habia 27.8 millones
de personas infectadas con T. spiralis en el mundo, de las cuales tres cuartas partes se

L



encontraban en Estados Unidos de Norte América, esta cifra disminuyo en los ultimos
25 anos, de 1982 a 1986, se reportaron 57 casos y s6lo 3 muertes en USA. Este
padecimiento es cosmopolita desde la region artica hasta los tropicos. La infeccion se
presenta como resultado de la ingestion de carne cruda, o insuficientemente cocida,
que tienen larvas infectantes de T. spiralis, En algunas regiones se presenta como
pequefios brotes, después de la ingestion de carne infectada.

La frecuencia de la triquinosis en el hombre, puede determinarse identificando las
LIy por estudios inmunoserologicos, sin embargo no se conoce con certeza el nimero
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 semillas!3.

En México, la triquinelosis fue reportada por primera vez por Zuiiiga en 1891, en
un cadaver humano, Barragan realiza su tesis sobre este tema, reportando 4 casos
probables en cadaveres disecados en 1893. En 1943, Mazzotti report6 el estudio de
600 diafragmas humanos obtenidos en autopsias en la Ciudad de México®8. En 1974,
Martinez 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%%9.

Los estudios epidemioldgicos sefialan que la triquinelosis se encuentra en todo el
territorio nacional, con existencia de zonas endémicas. En e] registro de la poblacion
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
esporadicos, principalmente en Zacatecas, Durango, Estado de México, Guanajuato y
DF. La infeccion se relaciono principalmente con la ingesta de chorizo o carnitas de
cerdo crudas o mal cocidas y en general el diagnostico se confirmo por la observacion
histopatoldgica de las larvas enquistadas en los musculos, en 1981 (136 casos), 1986
(175 casos) y en 1987 (380 casos)!”.

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 clinico y biopsia positiva a L1 de T. 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
T. spiralis en 51 cadaveres 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 clinica e histologicamente 166 casos, de los cuales 7
fallecieronl4. El primer brote fue registrado en 1976 en Laguna del Carretero, con 8
defunciones38. En 1988, Contreras y col realizaron una encuesta seroepidemiologica
analizando 15,000 sueros de poblacion abierta del estado de Zacatecas, utilizando
técnicas de precipitacion en gel, encontraron una prevalencia de 4.4%18; asi mismo,
analizaron 105 sueros de cerdos!? y 70 de canidos (comunicacién 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 pais, se acostumbra el criadero de cerdos en forma doméstica, los
cuales son alimentados con desechos alimenticios, fenomeno que provoca aumento de
la incidencia de la triquinelosis.

La frecuencia de triquinelosis es menor en los tropicos y subtropicos,
principalmente por el bajo consumo de carne de cerdo. Los tabus religiosos sobre la
carne de cerdo, y los habitos alimenticios explican la ausencia del padecimiento en
indties, judios, musulmanes, adventistas del 7o. dia y en individuos vegetarianos!3,

Respuesta inmune contra Trichinella spiralis.- La infeccion por T. spiralis se ha
estudiado en el hombre y en otras especies como es el raton, rata, conejo, cerdo, etc.,
con el fin de conocer la biologia del parasito. Se ha sefialado que la presencia de T.
spiralis en los tejidos desencadena una reaccion de hipersensibilidad retardada y
produccion de anticuerpos; ambos mecanismos confieren en ocasiones, una proteccion
especifica?-84. Se propone que el mecanismo de eliminacion del parasito se lleve a
cabo en dos pasos: primero, se produce el dafio metabdlico inducido por anticuerpos
que bloquean la alimentacion del parasito, o dafio a los tejidos parasitarios internos y
en segundo lugar, la expulsion del helminto del nicho intestinal por la accion de la

respuesta inmune, donde participan linfocitos activados y anticuerpos de la clase IgE e
1gG1.40,76,

La respuesta inmune del huésped contra la T. spiralis fué estudiada inicialmente por
Bachman en 1928, él demostré en conejos y cobayos infectados con T. spiralis, que
presentaban una respuesta inmune cuando eran retados en pruebas intradérmicas con
particulas antigenicas del parasito, por otro lado, el suero presentaba reaccion de
precipitacion, con estas particulas3-4. Posteriormente muchos autores han confirmado
estas observaciones.

La respuesta inmune humoral en modelos experimentales y en humanos se
manifiesta por aumento en las inmunogiobulinas en forma policlonal contra estructuras
del parasito, tubo externo, tubo interno y espacio pseudocelomico, inicialmente la
respuesta es de tipo IgM y subsecuentemente de tipo 1gG31.86,

La produccion de anticuerpos de tipo IgA dimérica, es caracteristica del tejido
linfoide intestinal, la infeccion por LI de T. spiralis estimula la proliferacion de



linfocitos B y de células plasmaticas productoras de IgA involucrada en la respuesta
inmune local a nivel intestinal contra el parasito®7.

Las linfocinas estimulan a los linfocitos B, los que preferentemente aumentan la
produccion de IgE y contribuyen a la inmovilizacion y muerte del parasito mediante un
mecanismo de citotoxicidad mediada por células y dependiente de anticuerpos, en este
mecanismo las células cebadas, los eosinéfilos y los macrofagos actuan como células
efectoras; este mecanismo de dafio es comun en otras parasitosis.

En estudios de restriccion isotipica realizados en ratones infectados con T. spiralis,
han demostrado que la IgE, 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4 e IgM se encuentran aumentadas
siendo mas importante en el caso de 1gG4, en el caso de IgGl e IgG2 tuvieron
especificidad contra las células del esticosoma y la IgM contra la cuticula’.43,47,67.76
En base a lo anterior parece ser que la IgG4 juega un papel importante en la
inmunomodulacion de la respuesta en contra de T. spiralis.

Los anticuerpos anti-granulos o. de los esticocitos, son los de mayor especificidad
para el diagnédstico de la enfermedad.

El sistema del complemento también participa en el dafio de las larvas. La cuticula
parasitaria puede activar per se la via alterna del complemento, mientras que los
anticuerpos activan la via clasica. Durante la activacion de este sistema algunas
fracciones peptidicas del complemento (C3, C3b) producen opsonizacion de la larva y
reclutamiento de eosinofilos y células cebadas que colaboran al dafio de las larvas, via
activacion del complemento690.6! El resultado de estos eventos, es una reaccion
inflamatoria a nivel local en los tejidos del huésped, cuya finalidad es la muerte y
eliminacion de las larvas; por ejemplo, las células cebadas reclutadas en la lamina
propia del intestino, se desgranulan y liberan mediadores de la inflamacion que
favorecen la eliminacion intestinal del parasito adulto*2. Por otro lado, el eosinofilo
con su sistema de peroxidasa, y proteina basica mayor, interactuan con las células
cebadas y producen dafio en la cuticula del parasito, que le causan la muerte.

Caracteristicas celulares de la respuesta inmune en triquinelosis.- La inmunidad
celular en triquinosis es importante en la defensa del huésped en contra del parasito; el
intestino funciona como barrera primaria, a traves de células presentadoras de
antigeno, células citotdxicas, basofilos y eosindfilos; sin embargo algunas larvas logran
penetrar la barrera intestinal y pasan a la circulacion sistémica. Los mecanismos de
respuesta inmune local en el intestino, encargados de la expulsion del parasito,
aparentemente son controlados por los genes de respuesta inmune del huésped (Ir en
el raton y moléculas de clase II en el humano)32.101 las células interactuan con la
superficie de la larva y posteriormente el dafio al parasito es mediado por un
mecanismo de citotoxicidad mediada por células y dependiente de anticuerpos
(ADCC) o por células NK, cuyo fin es fa inactivacion, muerte o eliminacion del



parasito2.84,103,

El mecanismo de hipersensibilidad de ADCC, a través de la interaccion de la IgE
con las células cebadas, estimula y aumenta la actividad citotoxica de los eosinéfilos
mediante un tetrapéptido quimiotictico o factor quimiotactico eosinofilico de
anafilaxia, que a su vez estimula la expresion del receptor C3b.

Se ha observado que tanto la IgG como la IgE promueven la reaccion de ataque
dependiente de anticuerpos de los eosinofilos y macrofagos por medio de la via de
union especifica Fc a su superficie. También, las células cebadas constituyen otro
mecanismo inespecifico ya que aumentan considerablemente ante la invasion del
parasito; se involucra a células cebadas precursoras presentes en los nddulos linfaticos
periféricos estimulados por células inductoras probablemente por la IL3 e IL-10.

La inmunidad que esta mediada por linfocitos con actividad facilitadora o de ayuda,
liberan IL2, IL3, IL4, IL5 e interferén, cuando son retados por los antigenos de T.

spiralis y juegan un papel importante en la regulacion de la eosinofilia local y
Sistémica7,41,56,62,75,95.

Composicion antigenica de T. spiralis.- La cuticula 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 pseudoceldmico, que varian
de acuerdo a la etapa de su ciclo vital. Por otro lado, la triquina también es susceptible
de cambios bioquimicos asociados a su alimentacién digestion, toma de nutrientes,
biosintesis, crecimiento, metabolismo, reproduccion etc. Asi mismo, el huésped
presenta una respuesta inmune a estos elementos y depende de sus condiciones como
el sexo, edad, estado nutricional, hormonal, inmunodeficiencias, etc.6.16.28,

Numerosos autores nacionales e internacionales han llevado a cabo estudios al
respecto reportando que los antigenos estan constituidos por glicoproteinas, que estan
presentes en estadios tempranos de la larva, asi como en el parasito adulto.

Las investigaciones de Despommier han mostrado que los esticocitos son de dos
tipos, un grupo contiene granulos o y el otro, granulos B, estos pueden ser
parcialmente purificados de homogeneizados libres de células de las larvas, mediante
centrifugacion diferencial®3:33, cada granulo tiene cuando menos cuatro diferentes
antigenos definidos por pruebas de doble inmunodifiision usando antisueros anti-
triquina. Estudios posteriores usando anticuerpos monoclonales, definen a los
antigenos mayores de los granulos de los esticocitos con un peso molecular de 37 kD,
48 kD y 50/55 kD, en estudios recientes se reporta un antigeno de 43 kD, el cual esta
presente en la formacion de la célula nodriza36,

Despommier y Miiller aislaron antigenos de los granulos secretorios de larvas



muertas, que inocularon a animales experimentales y obtuvieron altos niveles de
proteccion3],

Los estudios de Takahashi por microscopia electronica demuestran que los sueros
que presentan patron de esticosoma, estan dirigidos contra antigenos secretores de los
esticocitos o en las células anteriores y  en células posteriores?7.88,90

El grupo de investigadores de Ortega y Chapa han aportado informacion sobre el
estudio de las caracteristicas de los antigenos de LI de T. spiralis, en modelos
experimentales y en humanos con varias técnicas inmunologicas.

Chapa ha demostrado por IET que la respuesta inmune en humanos es inducida por
antigenos 30-105 kD con anti-Igs totales, siendo inmunodominantes los de 46 y 42
kD. Estos antigenos se aislaron y se usaron en inmunoensayo enzimatico indirecto,
difernciando los positivos de los negativos, por lo cual se considera que esta fraccion
antigénica permite el diagnodstico de la triquinelosis humana de manera especifica y
confiere al ELISA una mejor sensibilidad?2.

Ortega y Col. han llevado a cabo el estudio inmunolégico de la triquinosis en un
modelo experimental con la produccion de anticuerpos monoclonales (AM) contra la
superficie del parasito, de cada uno de los estadios del parasito, para las LRN
denominados M5 y M6 con un peso molecular aproximado de 64 kD. Respecto a los
AM dirigidos contra de antigenos de superficie de la LI denominados M1 y M2, M1
reconoce 4 componentes de 105, 90, 55 y 47 kD, mientras que M2 so6lo reconoce 2
componentes 90 y 47 kD por inmunofluorescencia con M1 se observo principalmente
en la superficie de LI y por cortes histologicos de LI se localizo reactividad en el
esticosoma, sugiriendo que este es el sitio de produccion de los antigenos de
superficie.

En relacién a los AM en contra de los estadios adultos, se aislaron clonas

denominadas M3, M4 y M7, que reconocen antigenos muy similares a los de 20 y 40
kD73.74

Herrera y Col. han llevado a cabo estudios de investigacion sobre las caracteristicas
del antigeno soluble de triquina, el cual se obtiene de tejido muscular de ratas
infectadas con T. spiralis purificado en cromatografia de filtracion 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 kD*5. De este mismo grupo,
Rumayor y Col. han estudiado el contenido de aminoacidos del AST, el cual esta
constituido por aminoacidos esenciales y por residuos de acidos organico del ciclo de
los acidos tricarboxilicos (comunicacion personal).



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 parasitos metazoarios se encuentran entre los patégenos mas complejos para el
ser humano, de éstos, los nematodos son causantes de diversas enfermedades, el
aspecto inmunologico ha sido dificil de estudiar debido a que muchos de ellos solo
infectan a humanos 6 primates, en este contexto T. spiralis provee un modelo muy
favorable, debido al hecho de que se puede infectar a un nimero variado de huespedes
y todo su ciclo de vida puede llevarse a cabo en un solo huésped, entre ellos ratas 6
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 nimero de casos de esta parasitosis por lo cual, el estudio inmunolégico
en modelos experimentales de triquinosis puede proveer informacion sobre los
mecanismos que participan en la induccion de la enfermedad causada por este parasito.

HIPOTESIS

Si, T. spiralis tiene compuestos inmunogénicos, su presencia en el huésped
provocara induccion de anticuerpos anti-trichinella, asi, las técnicas inmunoserologicas
nos permitiran conocer la cinética, la aparicion y la especificidad de los anticuerpos.

MATERIAL Y METODOS

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

Infeccion experimental y obtencion de anticuerpos antitriguina.- El grupo de 10

conejos Nueva Zelanda infectado con LI de T. spiralis recibieron un promedio de 1500
larvas por via oral. Las LI se obtuvieron a partir del misculo de conejos infectados
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con T. spiralis. Los conejos se sangraron por venas marginales cada 8 dias por 12
semanas, a los 30 dias se reinfectaron. La produccion de anticuerpos se evalud por
técnicas inmunoserologicas que se describen posteriormente.

De algunos sueros con patron de reactividad especifica se aisld IgG, usando el
siguiente método. Los sueros fuerdn precipitados con sulfato de amonio saturado al
33% seguida de centrifugacion 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 utilizo, en la cromatografia de intercambio i6nico.

Cromatografia de intercambio ionico.- Para purificar la IgG antiesticosoma, se
utilizo DEAE-celulosa, a una proporcion de un gramo diluido en 15 ml de agua
destilada, se midid el volumen de resina hidratada y se calculé su rendimiento, se
hicieron lavados con agua destilada, se ajusté a pH 8.0 con solucion amortiguadora de
fosfatos, luego se paso el buffer de fosfatos de corrimiento 0.015 M y se aplicé la
muestra con las proteinas precipitadas, se colectaron volimenes de elucion de 4 ml por
tubo, las muestras se caracterizaron en espectofotometria UV a 280 nm.

Preparacion del antigeno soluble de T. spiralis.- Fué obtenido a partir de larvas
de musculo de conejo experimentalmente infectados con T, spiralis (la inoculacion se
efectué como se describid previamente), para confirmar que los animales estaban
infectados se obtuvo suero y se enfrentd al AST por inmunodifusion doble.

Los animales infectados se sacrificaron a la octava semana de tnoculacion y se
observd al miscroscopio de luz para determinar la cantidad de LI en musculo
encontrando un promedio de 25 LI por campo. El tejido infectado fué sometido a
digestion 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
digestion de las larvas, fueron lavadas extensamente con SSF y desengrasadas con
acetona, el paquete larvario fue resupendido en SSF y los antigenos del parasito
fueron extraidos por sonicacion usando un 50% de eficiencia y 2 minutos por pulso, el
homogenizado se centrifugd a 10,000 rpm a 4°C por una hora. Se obtuvo el
sobrenadante y se le determind la concentracion de proteina por el método de azul de
Coomassie G-250 a 610 nm, El extracto total fué utilizado como AST, determinando
su actividad antigénica por precipitacion en gel con un suero prototipo positivo y
negativo,

Inmunaodifusion doble.- Se disolvio el agar al 1.5% en SSB y azida de sodio al
0.1% en un bafio de agua a 92°C, el agar se depositd en portacbjetos 3 ml
aproximadamente y se dejo gelificar durante 30 minutos a 20°C. Se guardaron las
placas a 4°C en camara himeda 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 ul 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 dejo difundir durante 24 horas a 20°C en una camara himeda, para eliminar
precipitados inespecificos, se lavaron exhaustivamente SSF a 4°C, realizando 2
cambios frecuentemente se lavaron finalmente en agua destilada durante 2 horas. Se
tineron con azul de Coomassie durante 15 minutos y se aclararon con la solucién
decolorante. Se registraron las bandas de precipitacion obtenidas!00,

Contrainmunoelectroforesis.- Se disolvio agarosa al 0.8% en una solucion salina
con pH 8.6 para electroforesis (Sigma), con agua desionizada (v/v) agregando 0.1%
de azida de sodio, en un bafio 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 procedio a llenarlos con, los antigenos y anticuerpos
correspondientes, se utilizo azul de bromofenol-ASB como indicador. Las placas de
agar se colocaron en una camara de electroforesis que contenia la solucion de barbital
(pH 8.6) para electroforesis (Sigma), se pasé una corriente de 1.0 mA por cada
laminilla hasta que el indicador recorri6é 2.5 cm. Se incub6 3 dias a 20°C en cdmara
himeda, se lavaron las placas en SSF 0.15 M pH 8.4 durante 5 dias a 4°C realizando 2
cambios de esta solucion, 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
tifieron con azul de Coomassie durante 10 minutos y se decoloraron con la solucién
decolorante, se registré el nimero de bandas de precipitacion obtenidas39.

Inmunoelectroforesis.- Se cubrieron portaobjetos con agar al 1% diluido en
solucion 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 perforo el agar y se extrajo de los pozos por succion, se aplicaron las
muestras en los pozos y se agrego una gota de azul de bromofenol al AST, se lleno la
camara de electroforesis con la solucion de barbital (pH 8.6) (Sigma). Se ajusté a 100
voits (2.5 mA por laminilla), y se llevo a cabo la electroforesis hasta que el colorante
se desplazo 2.5 cm del punto de origen se sacd 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 dejo
difundir de 12-24 horas, y se registrd el nimero y la posicion de las bandas. Se sigui6
la misma técnica para lavados y la tincion utilizados en IDD y CIEF30.

Inmunofluorescencia indirecta.- Las L1 se fijaron a portaobjetos tratados con
ASB al 5%; las L1 fueron obtenidas del musculo de conejo infectado con T. spiralis. El
suero problema, fue diluido progresivamente hasta 1:640; y se incubd sobre las LI en
camara humeda por 30 minutos, se lavaron 10 minutos con SSF por 2 veces, seguida
de incubacion durante 30 minutos, con anti-gammaglobulina de conejo marcada con
fluoresceina (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 laminillas se observaron al
microscopio de epifluorescencia26,50,54,

Otra fraccion de larvas se permeabilizd con Triton X-100 al 5% por 10 minutos,
después se centrifugaron por 5 minutos y se elimino el detergente de la suspension; se
resuspendieron en solucién amortiguadora y se fijaron en citocentrifuga, colocando 1,
5 y 10 microlitros para estandarizacion del nimero de LI de T, spiralis, a 1,000 rpm
por 5 minutos. Las larvas adheridas a portaobjetos se fijaron con acetona fria por un
minuto y se siguid el resto del procedimiento ya sefialado.

Inmunoperoxidasa.- El paquete de LI (aproximadamente 10-20 LI por 10
microlitros en SSF), se incubaron con el suero problema hasta dilucion de 1:640, por
30 minutos a temperatura ambiente, se lavaron 10 minutos con SSF por 2 veces, la
incubacion 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 agregd

glicerol-SSF (9:1) cubriéndolas con el cubreobjetos, se observaron al microscopio de
luz84,

Purificacion del antigeno de T. spiralis.

Cromatografia de filtracion 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 volumenes de elucion en tubos de 10 ml, las fracciones eluidas fueron analizadas en
espectofotometro a 280 nm, se hicieron pooles que fueron dializados con agua
destilada y posteriormente liofilizados conservandose asi hasta su uso.

Cromatografia de afinidad.- Para el acoplamiento de la IgG purificada en DEAE
se utilizo una concentracion de 10 mg de peso seco por ml de buffer de acoplamiento
y se obtuvo una concentracion de proteina de 25 mg por ml. La IgG se resuspendio en
20 ml de buffer de acoplamiento y se mezclé a la Sepharosa-4B.,

Se utiliz0 Sepharosa-4B activada con bromuro de ciandgeno Pharmacia (100
microgramos de Sepharosa-4B tienen capacidad de union de 2.5 gramos de proteina).
Se incubaron 500 mg Sepharosa-4B por 15 minutos con HCI 0.1 M pH3, la resina
hidratada se centrifugoé a 2,500 rpm por 10 minutos decantando el sobrenadante, el
botdn fue lavado 3 veces con buffer de acoplamiento (NaCl 0.25 M y Nay,C0O5 0.04 M
pH 8.5). Se centrifugd 2,500 rpm por 10 minutos se afiadio el extracto de proteina y
125 microlitros buffer para luego acoplamiento de 10 a 15 volimenes por cada 100, se
agitd por toda la noche a 4°C. Se elimino el buffer por centrifugacion, se lavo con
glicina (0.5 M pH 2.5) y se agito por 2 horas en agitacion rotatoria. Se centrifugo a
2.500 rpm por 10 minutos y se eliminé el sobrenadante, se lavo con una solucion acida
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(acetato o acido citrico) y se centrifugd a 2,500 rpm por 10 minutos, se lavé con un
buffer basico por 10 minutos y se centrifugd a 2,500 rpm por 10 minutos, los dos
ultimos pasos se repitieron por dos ocasiones. Se lavo con buffer salino de fosfatos y
se guardo en azida de sodio a 4°C hasta su uso.

La Sepharosa acoplada se empaqueto en una columna de S x 1 cm y se equilibro
con PBS pH 7.0. El antigeno se centrifugo en frio a 10,000 rpm por 20 minutos para
aclararlo; y a través de la columna se pas6 un ml del Ag de triquina con una
concentracion de proteina de 4.7 mg/ml (con azul de Coomassie) y se colectaron
volimenes de elucion de 1 ml, el buffer de elucion (0.05 M glicina pH 2.5) se aplicé en
el tubo 15, el corrimiento se continud hasta el tubo 40, las fracciones fueron leidas en
espectofotometro a 280 nm; de acuerdo al cromatograma, se hicieron 3 pooles que
fueron liofilizados33.

Localizacion ultraestructural de antigenos secretorios.- Las larvas de T. spiralis
fueron fijadas en solucion de Karnovsky, luego deshidratadas con alcohol, y embebidas
en resina LR. Se realizaron cortes ultrafinos de 80nm que fueron utilizados como
fuente de antigeno para los estudios en inmunohistoquimica, para revelar la presencia
de anticuerpo, se utilizo el complejo de Proteina 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 patrdn antiesticosoma (2) por IFI,
y dos controles sanos a diluciones de 1:200 a 1:3,000 en PBS con ovoalbimina al 1%
por 30 minutos. Después de extensos lavados los cortes se incubaron por 30 minutos
con Proteina A oro coloidal, se lavaron con PBS y fueron teiiidas con acetato uranilo y
evaluadas en microscopio electronico de trasmision, La técnica anterior fué realizada
por el Doctor Yuzo Takahashi, en el Departamento de Parasitologia de Nara Medical
University37.89,

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 metodologia descrita por Laemmli’3, con una concentracion de
acrilamida al 11% y la relacion 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 ebullicion durante 2 minutos en una solucioén reductora
(Tris HCL 1 M pH 6.8, glicerol, SDS 2%, azul de bromofenol al 0.5%, EDTA, H,O,
ditiotreitol S mM y 2-mercaptoetanol al 5%). Se utilizaron los siguientes marcadores
de peso molecular: Fosforilasa (97 kD), albumina sérica bovina (68 kD), ovoalbumina
(43 kD), anhidrasa carbonica (24 kD), lisosima (14 kD). Se usdé una camara
miniprotean II (Bio-Rad), aplicando 60 volts por 3 horas, posteriormente uno de los
geles fué tefiido con azul de Coomassie y destefiido con solucion aclaradora, luego
secado en membranas de papel celofan.
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Western Blot.- El A.S.T, fue separado por PAGE, los geles no tefiidos fueron
trasferidos a papel de nitrocelulosa (NC) de acuerdo con el método descrito por
Towbin?4, utilizando una camara de minitrasblot-cell (Bio-Rad), a 15 volts, durante
toda la noche a 4°C; las proteinas 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 proteinas 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, triton X-100 al 0.2%, NaCl 0.15 M y EGTA | mM, ASB al 4%) albumina al
4% con agitacion 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
agitacion suave con PTX-ASB al 4%. Se lavaron por 5 ocasiones con GB (Triton X-
100 0.5%, trietanolamina 50 mM pH 7.4, NaCl 100 mM, EDTA | mM pH 7.4, SDS 1
mM, H,0), en agitacion moderada, durante 10 minutos cada intervalo; posteriormente
se agrego PTX-ASB por 15 minutos en agitacion. Los anticuerpos unidos al papel de
nitrocelulosa, se marcaron con proteina A de Staphyloccocus aureus (SPA) SPA-1125
(60,000 cpm/ml de PTX), incubandose por 45 minutos en agitacion suave a
temperatura ambiente, posteriormente las tiras de NC fueron lavadas 5 veces con
solucion de lavado GB por 10 minutos y finalmente fueron montadas y secadas. Las
bandas inmunorreactivas se observaron por autorradiografia utilizando pelicula Kodak
XARS en cassettes con pantalla intensificadora, incubandose por 16 horas a -70°C,

Radiomarcaje.- El marcaje de SPA con Yodo radioactivo se hizo por la técnica de
cloramina T3, para la deteccion de antigenos.

Se mont6 una columna de Sephadex G-25 7x1 c¢m se hidrataron 2.5 gramos en 25
mi de agua destilada y se equilibr6 con 20 a 30 mi de buffer de columna ASB al 1% en
solucion de fosfatos.

Se hidrataron 5 mg de SPA (Pharmacia) con solucion amortiguadora de fosfatos;
se tom6 | mg, al que se agregaron 500 mCi de 1125, en agitacion suave, en presencia
de 15 ul de cloramina T y se incubaron 2 minutos a temperatura ambiente, se
agregaron 40 ul de metabisulfito de sodio y finalmente se mezclaron con 20 pl de
yoduro de potasio para estabilizar la reaccion, la muestra de la Proteina A-1125
conjugada se aplicé a la resina de Sephadex G-25 pre equilibrada, se colectaron
muestras de 250 pl (25 tubos), al finalizar el corrimiento se tomd 1 ul de cada fraccion
y se transfirid a un vial de centelleo el procedimiento se hizo por duplicado, se midio la
radioactividad en cuentas por minuto (cpm) 1123 en un contador gamma (Wallac), con
las lecturas se hizo un cromatograma. Del Yodo conjugado se hizo un pool para la
solucion de trabajo.

Se determind que el valor dptimo en cpm para producir una buena seiial en la
autorradiografia era de 30,000 a 90,000 cpm.
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RESULTADOS

Propiedades inmunoguimicas del A.S.T.- El antigeno obtenido de LI de T,
spiralis alcanz6é una concentracion protéica de 2.2 mg/ml, por la técnica de azul de
Coomassie en la grafica del estaindar de albumina 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 mostroé una
reaccion de precipitacion por inmunodifusion doble a las 24 horas. Al titularlo,
mediante diluciones progresivas del antigeno se encontd reacciéon inmune hasta la
dilucién de 1:32 que corresponde a una concentracion protéica de 0.0682 mg/ml.

Deteccion de anticuerpos antitriguina por técnicas de precipitacion 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 postinfeccion.

En la cuarta semana todos los sueros de los animales infectados fueron positivos
exhibiendo bandas de precipitacion 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 persistio la positividad incrementandose el numero de
bandas hasta 4. En el caso de los sueros con 3 y 4 bandas solo una de ellas presentd
identidad con las muestras obtenidas en diferentes semanas (Tabla 1, Figura 1). Los
controles fueron negativos durante las 12 semanas.

Tabla I.- Anticuerpos anti-T. spiralis por Inmunodifusion Doble,

Semanas
Conejo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 0 0 0 1. 1 1 l 1 2 2 2 2
2 0 0 0 | 1 1 1 1 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 3 3 3 3
5 0 0 0 1 1 1 I 1 1 1 1 1
6 0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2
7 0 0 0 l 1 1 ] | 1 1 l 1
8 0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2
9 0 0 0 2 2 3 3 3 4 4 4 4
10 0 0 0 | 1 1 I 1 i 1 ] 1
Promedio
bandas 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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FIGURA 1.- IDD, en A se mucstran las bandas de precipitacion entre el
AST (1) y los Acs anti-Trichinella (2), con identidad entre ellas. A
Se muestran diferentes sistemas Ag-Ac (a, b, ¢, d) entre el AST (3)y

los Acs anti-Trichinella (4).
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CIEF.- E| grupo experimental fué negativo durante las primeras 3 semanas
postinfeccion; a partir de !a cuarta seinana, los sueros reaccionaron con un promedio
de 1.5 bandas, alcanzando un promedio de 1.8 bandas en las semanas subsiguientes
con un minimo de 1 y maximo de 4 bandas, que mostraron migracion hacia el catodo
(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 l | 1 1
2 0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2
3 0 0 0 1 1 1 l 1 | l 1 1
4 0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2
5 0 0 0 ] | 1 1 1 ] 1 I 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 I 1 1 l 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.- CLEF. en A se observa una bandas de precipitacion entre ¢l
AST (1) y los Acs anti-Trichinella (2), en B similar situacion 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 postinfeccion; 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 |
a 4 bandas. Las bandas presentaron diferencias entre si en cuanto a longitud y grosor
(Tabla 3, Figura 3). Los controles fueron negatives.

Tabla IIL.- Anticuerpos anti-T. spiralis por Inmunoelectroforesis.

Semanas
Conejo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
| 0 0 0 1 | I 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 i 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 i
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
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

Deteccion de anticuerpos antitriquina por IFI - En las primeras tres semanas los
sueros fueron negativos, a partir de la cuarta semana se observd que los 10 sueros
problemas presentaban afinidad por la cuticula de la LI y algunos granulos de
fluorescencia en la cavidad celomica (Figura 4). En 2 sueros se presentd un puntilleo
en la cavidad celdmica, que aparenta los esticosomas (Figura 4). Los controles fueron
negativos durante las doce semanas del estudio.

Permeabilizacion de larvas.- Al valorar el efecto de la permeabilizacion de las LI,
de T. spiralis se observo afinidad de la fluorescencia a lo largo de la cavidad celomica
y en cuticula; en las larvas no tratadas con triton X-100, se observé igual afinidad
(Figura 5). Los controles fueron negativos.

Isotipos de anticuerpos antitriqguina.- La distribucion topografica de los
anticuerpos en la larva, y su isotipo; analizada por pruebas de inmunoperoxidasa
indirecta. Se encontro 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 cuticula, a partir de la quinta
semana la IgG se encontrd localizada en la cavidad celomica en forma de puntilleo
lineal (Figura 6); la IgA se distribuyd en toda la superficie larvaria. Los controles
fueron negativos (Figura 6).
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Caracteristicas anatdmicas y moleculares de los antigenos.- La IgG purificada
por cromatografia de intercambio idnico en DEAE-Celulosa, la fraccion de IgG fué
obtenida en el primer pico con un buffer de fosfato (0.1 M, pH 8.4). Se determiné la
presencia de IgG por precipitacion en gel utilizando antisueros monoespecificos anti
IgG, IgM e IgA. En La fraccion de IgG se determino su actividad antitriquina por IFI
encontrando que después de ser sometida a purificacién conservaron su actividad
antitriquina localizandose la fluorescencia en forma preferencial en los esticosomas.

Esta fraccion fué enviada al Departamento de Parasitologia de Nara Medical
University al Dr. Takahashi para estudio de ultraesctructura. Reportando que esta
fraccion de los conejos infectados por T. spiralis tienen una reaccion especifica con los
granulos de los esticocitos o O, o 1, 8 y en menor proporcion con la cuticula, en los
controles no se observaron depositos del complejo proteina A oro coloidal (Figura 7).

Caracteristicas moleculares de los antigenos purificados de Trichinella spiralis.-
El antigeno soluble de triquina (AST) parcialmente purificado por cromatografia de
filtracion 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 blot y autorradiografia.- 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 precipitacion en gel.

Los sueros de los animales infectados reconocieron varios componentes
antigénicos en el extracto crudo, cuyo rango de peso molecular fué de 29-97 kD. La
reaccion resultd especifica 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 correspondian a las primeras 3
semanas postinfeccion y eran negativos por precipitacion en gel; se encontrd, 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 precipitacion en gel, 33 presentaron el
triplete descrito y los 2 restantes reaccionaron hasta la 5 semana; la banda de 68 kD
también persistio en 55 sueros positivos (Tabla 4 y Figura 9).
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FIGURA 7. Microscopia electrénica,
afinidad por los esticosomas, 2:
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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.- Antigenos reconocidos por Western blot (dilucion 1:200) en
infeccion por T, spiralis, en 55 sueros positivos por precipitacion en gel.
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A los sueros positivos 1:200, se les realizo otra prueba con una dilucion 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 tltimo, todos fueron negativos a una dilucion de 1:1,000,000.

GO Mmoo, W >

oo (s

ke SRS S B

FIGURA 10.- Western Blot de sueros positivos anti-triquina a una
dilucion de 1:1,000, se detectan hasta 7 bandas.
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FIGURA 11.- Western blot de sueros positivos de anti-Triquina a dilucion
de 1:10,000, persistiendo la banda de 45 kD (A).

29



DISCUSION

Al evaluar la cinética de la respuesta inmune humoral en un modelo experimental
de triquinosis en conejo; se observé 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 informacion sobre los mecanismos que participan en la
induccion de la respuesta inmune, este modelo fué util para explorar mejores y mas
sensibles métodos de diagnodstico. Por otra parte, nuestros resultados demuestran que
los conejos infectados con LI de Trichinella spiralis producen anticuerpos en contra de
epitopes que se expresan en la superficie del parasito y en los componentes del tubo

interno (esofago), que al expulsar sus secreciones son accesibles al sistema inmune del
huésped.

La respuesta inmune en los animales infectados demostr6 ser heterogenea, ya que
en pruebas de precipitacion en agar, fué posible detectar cuando menos 4 bandas que
identifican diferentes sistemas antigeno-anticuerpo.

Los estudios de I.F.1. mostraron que el antigeno de superficie se localiza en la
cuticula y en la cavidad celomica en forma de puntilleo lineal. En cuanto a los isotipos
de inmunoglobulinas, se identifico que el primer isotipo detectado es la IgM, esto
ocurre a la cuarta semana postinfeccion, y es indicativo de una respuesta primaria. A
pantir de la quinta semana, estos anticuerpos son reemplazados por IgG,
correspondiendo a una respuesta secundaria habitual.

Por estudios de inmuno-electromicroscopia, se observdé que algunos sueros
reaccionaron en forma preferencial, con estructuras del esticosoma y que reconocen
diversas moléculas secretorias localizadas en los granulos de los esticocitos & 0, o 1, f3
y en menor proporcion en cuticula; estos hallazos estructurales e inmunoquimicos,
sugieren qué el sistema de antigenos secretorios juega un papel importante en la
respuesta inmune, el cual es bastante complejo.

Las caracteristicas moleculares demuestran el reconocimiento de varias fracciones
antigénicas con rango de 29 kD a 97 kD, siendo la mas prominente la de 45 kD que
probablemente corresponde a un antigeno inmunodominante del parasito, ya que los
sueros de este antigeno purificado por cromatografia de afinidad tienen un patrén de
reactividad inmunologica similar que el extracto crudo y todos los animales infectados
reconocen esta banda, ain con sueros diluidos 1:10,000, esta proteina de 45 kD se
localiza en granulos o de los esticocitos.

Estos resultados demuestran, que si bien, existe un antigeno inmunodominante en

el extracto crudo, la respuesta es heterogénea, por lo que significado que tienen los
anticuerpos en relacion a la proteccion especifica del huésped. es dificil de evaluar, en
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el modelo que se utilizo en el presente estudio.

Es caracteristico que las infecciones por parasitos estimulen mas de una via de
respuesta inmune, el presente estudio enfocoé exclusivamente la respuesta humoral.
Otros autores han estudiado este modelo experimental, con resultados similares a los
aqui reportados.

Desde 1928 Bachman demostro en conejos y cobayos infectados con T. spiralis
que el suero presentaba una reaccion de precipitacion al ser enfrentado a particulas del
parasito. En la década de los 70s, Despommier llevo a cabo estudios de precipitacion
en gel (ID, CIEF y IEF) con antigenos 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 reaccion cruzada que se tiene con
otros antigenos. Este mismo autor al inmunizar animales con antigenos purificados,
obtuvo hasta 12 sistemas antigeno-anticuerpo diferentes, por precipitacion 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
parasito; la IgG presenta especificidad contra las células del esticosoma y la IgM
contra la cuticula?,43:47,67,76,

Varios autores, entre ellos, Capo, Chapa, Denkers, Despommier, Herrera, Ortega y
Takahashi, han reportado una relacion entre las caracteristicas ultraestructurales del
paréasito Trichinella spiralis relativo a su composicion (cuticula, tubo interno y espacio
pseudocelomico) y la afinidad que tienen los anticuerpos, contra los antigenos

secretados por cada una de sus estructuras, asi como la metodologia mas adecuada
para su deteccién15,22,23,28,30'36,45,73,74,86'89,91,92.

Es importante tener en cuenta que los elementos involucrados en desencadenar la
respuesta inmune en contra de Trichinella spiralis son determinados por las
caracteristicas del huésped y del parasito, asi como el estadio del ciclo vital, cambios
bioquimicos asociados a su alimentacion, digestion, toma de nutrientes, biosintesis,
crecimiento, metabolismo y reproduccion, por otra parte, la respuesta inmune del
huésped depende de sus condiciones generales como: sexo, edad, estado nutricional,
hormonal, inmunodeficiencias, entre otrasé.16,28

Despommier describe que los esticocitos son de 2 tipos, uno contiene granulos o y
otro f3; éstos han sido purificados y por medio de monoclonales, se definid que los
esticocitos tienen un peso molecular de 37 kD, 48 kD, y 50/55 kD. Al utilizar
antigenos de los grinulos secretorios como inmunogenos, obtuvo altos niveles de
proteccion3!-36, En sus mas recientes observaciones reporta la formacion de una
célula nodriza la cual secreta un antigeno de 43 kD, que parece corresponder al
inmunodominante de 45 kD. La variacion de 2 a 3 kD en el rango de pesos



moleculares, no tiene gran significado, ya que es debido a diferentes modalidades
técnicas.

Takahashi por microscopia electronica reporta que los sueros de animales
infectados por Trnchinella spiralis , estan dirigidos contra antigenos secretorios de los
esticocitos o en las células anteriores y B en células posteriores87,88,90,

Ortega y col llevaron a cabo un estudio con anticuerpos monoclonales, sobre los
antigenos de superficie de la Trichinella spiralis en diferentes estadios, encontrando
que los esticocitos son el sitio de produccion de los antigenos de superficie’3.74,

Cox encontrd que los antigenos mayores de 60-120 kD corresponden a cuticula2?
y Wright reporta que estos antigenos de cuticula, son secretados en los esticocitos o
105, Los estudios citados apoyan, que el esofago esta formado por esticosomas (a. y B3)
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 parasito
Trichinella spiralis es como una ventana, ya que siempre esta en relacion su interior y
exterior.

Los autores que han llevado a cabo estudios de ELISA para deteccion de
anticuerpos contra Trichinella spiralis en modelos experimentales (conejo, rata, raton y
cerdo) y en humano con antigenos purificados y extratos totales, han encontrado que
el método de ELISA es una prueba con una adecuada sensibilidad, que permite poner
de manifiesto la reaccion antigeno-anticuerpo y que es util para el diagnostico de la
triquinosis22.38,71,97,106 Sin embargo, el WB tiene la ventaja de ser una prueba
diagnostica de especificidad molecular, ya que proporciona el perfil del antigeno.

Chapa y Col han demostrado por WB, que la respuesta inmune en humanos es
inducida paor antigenos de 30-105 kD, siendo los inmunodominantes los de 45 y 42
kD22.23, Asi mismo, Muiioz y Col encontraron en sueros de pacientes con triquinosis,

un triplete de 45, 47 y 50 kD, en forma predominante y en menor proporcion, bandas
de 68, 76 y 97 kD0,

Herrera y Col, en un modelo experimental en rata identificaron 6 péptidos
antigénicos con peso molecular aproximado de 68 a 28 kD, siendo el mas relevante el
de 45 kD45, En nuestro estudio, encontramos que la mayoria de los animales
infectados reconocian el antigeno de 45 kD, desde la primera semana post-infeccion y
s6lo uno de ellos, lo detecto hasta la quinta semana. Por otra parte, comparamos por
WB, tres modelos experimentales, de rata, raton y conejo, encontrando el triplete ya
mencionado (45, 47 y 50 kD), asi como la persistencia de una banda de 68 kD.

Nuestro estudio permite evaluar en forma panoramica, 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 parasito (esticocitos), son los
elementos que desencadenan la respuesta inmune.

En base a los resultados anteriores, concluimos que la Trichinella spiralis es un
parasito que ofrece la alternativa de tener un patron de respuesta similar, en diferentes
especies (raton, 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. Ademas, se
cuenta con la alternativa de varias metodologias para su diagnostico; por ejemplo, para
llevar a cabo un estudio epidemiolégico, son utiles las técnicas de precipitacion en gel
o ELISA, en cambio el WB y la autorradiografia, son pruebas mas adecuadas, para un
diagnostico preciso. Asi mismo, el modelo experimental de Triquinosis en conejos,

permite contar con las bases para un mejor conocimiento de la biologia de este
nematodo.
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CONCLUSIONES

1.- Se demostro la presencia de Acs contra la LI de Trichinella spiralis en el 100% de
los conejos infectados con el parasito a partir de la cuarta semana, reconociendode | a
4 sistemas antigeno-anticuerpo por técnicas de precipitacion en gel, los controles
fueron negativos,

2.- Se localizaron ultraestructuralmente los antigenos secretorios, por técnicas de L.F.1.
y microscopia electronica.

3.- Se demostré que en los animales infectados con LI de T. spiralis los anticuerpos
encuentran predominio por los antigenos de 45 kD, La cual es persistente atin a
diluciones del suero de 1:10,000 y se pueden detectar incluso desde la primera semana
post-infeccion, 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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