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ABREVIATURAS 
 
AHT      amortiguador Hepes Tyrode 
ASB     albúmina sérica bovina 
CC     células cebadas 
CCTC     células cebadas de tejido conectivo 
CCMI     células cebadas de mucosa intestinal 
CCP     células cebadas de peritoneo de rata 
DO     densidad óptica 
E/S     antígenos de excreción/secreción 
Eq/mL     parásitos equivalentes/mililitro 
ER     expulsión rápida 
FcεRI     receptor para la fracción cristalizable de la IgE 
FC-GM     factor estimulador del crecimiento gránulocito macrófago 
HRMC     células cebadas con fenotipo de mucosa intestinal 
HRF     factor liberador de histamina  
IFNγ     interferon gamma 
IMCP     proteasa de mucosa intestinal de murino 
kDa     kilo Daltones 
KL     ligando de c-kit 
LM     larva muscular 
LRN     larva recién nacida 
LT     leucotrienos 
MFI     intensidad de fluorescencia media 
mMCP     proteasas tipo serina de ratón 
PAR     receptores activados por proteasas  
PG     prostaglandinas 
RANTES    proteína regulada y secretada por células T activadas 
RMCP     proteasas de células cebadas de mucosa intestinal de rata 
RR     rojo de rutenio 
RT-PCR    transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa 
SCF     factor estimulador de células cebadas 
S1/S1d     ratones deficientes en el ligando de c-kit 
SDS-PAGE    geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 
TA     temperatura ambiente 
TCTP     proteínas tumorales controladas transduccionalmente 
Th     células T cooperadoras 
TNFα     factor de necrosis tumoral alfa    
UE     unidades equivalentes 
W/Wv     ratones deficientes en el receptor c-kit en células cebadas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 3 

            Página 
INDICE   .....................................................................................................……………........................ 3  
RESUMEN EN ESPAÑOL …………………………………………………………………………………………… ………….. 5 
RESUMEN EN INGLES ……………………………………………………………………………………………………..… 6 
 
ANTECEDENTES    
Parásitos en salud pública ………………………………………………………………………………………………………... 7 
Triquinelosis………………………………….………………….............................................................................................. 8 
Respuesta inmune contra Trichinella  spiralis………………………...………………………………………………………... 11 
Proceso de expulsión de T. spiralis……………………………………………………………………………………………… 14 
Origen y distribucion de las células cebadas……………….............................................................................................. 22  
Biologia de las células cebadas………………………………............................................................................................ 23 
Participación de las células cebadas en la respuesta inmune innata y adquirida………………………………………….. 26 
Moléculas activadoras de CC (secretagogos).................................................................................................................. 31  
 
JUSTIFICACION  ....................................................................................................................…....................... 34 
 
HIPOTESIS  ………………………………………………………………………………………........................ 36 
 
OBJETIVO GENERAL .....................................................................................................…...................................... 36 
 
OBJETIVOS PARTICULARES ............................................................................................................................... 36 
 
MATERIALES Y METODOS           
Infección experimental con Trichinella spiralis…………...…............................................................................................ 37 
Infección experimental con Nippostrongylus brasiliensis................................................................................................. 37 
Obtención del extracto total de la LM de T. spiralis………...................................................…........................................ 38 
Purificación de los antígenos TSL-1 de la LM de T. spiralis ………………...................................................................... 39 
Determinación de la concentración de proteínas en los antígenos TSL-1....................................……………………….. 40 
Electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)…………………………….. 41 
Detección de endotoxina en los antígenos  TSL-1.......................................................................................................... 42 
Aislamiento y purificación de células cebadas de peritoneo de rata (CCP)…................................................................. 43 
Estimulación de CCP……………………………………………………………………………………………………………... 44 
Análisis de la activación de CCP tratadas con diferentes secretagogos empleando  
la incorporación de rojo de rutenio……………………………………………….................................................................. 45 
Cuantificación de histamina liberada ………………………………………………………………………............................. 46 
Cuantificación de β-hexosaminidasa liberada................................................................................................................. 47 
Cinética de secreción de histamina inducida por los antígenos TSL-1 
y los diferentes secretagogos….……..……………….………………................................................................................ 47 
Efecto de la toxina de Bordetella pertussis en la liberación de histamina por CCP  
estimuladas con los antígenos TSL-1.............................................................................................................................. 48 
Efecto de la neuraminidasa V en la liberación de histamina por CCP estimuladas con los antígenos TSL-1 ………… 48 
Análisis del estallido respiratorio en CC activadas con los antígenos TSL-1.................................................................. 49 
Movilización de calcio intracelular mediante la estimulación de CCP por los antígenos TSL-1...................................... 50 
Análisis estadistico….,.……………...............................................................................…............................................... 51 
 
RESULTADOS           
Análisis electroforético de los antígenos TSL-1............................................................................................................... 52 
Cuantificación de endotoxina presente en los antígenos TSL-1…………………………………………………………….. 53 
Aislamiento y purificación de células cebadas de peritoneo de rata……………….........................................................  53 
Estimulación de CCP por antígenos TSL-1 e incorporación de rojo de rutenio............................................................... 53 
Cuantificación de histamina y β-hexosaminidasa liberada por CCP  
estimuladas con los antígenos TSL-1……………............................................................................................................ 55    
Cinética de secreción de histamina por CCP.................................................................................................................. 61 
                    Página  
Modulación de la secreción de histamina por el tratamiento de las CCP  



 4 

con la toxina de Bordetella pertussis y neuraminidasa V.............................................................................................. 63 
Evaluación del estallido respiratorio por las CCP expuestas a los antígenos TSL-1.................................................... 66 
Movilización de calcio intracelular................................................................................................................................. 68 
 
DISCUSION  .......................................................................................................................................... 71 
 
CONCLUSIONES .......................................................................................................................................... 77 
 
REFERENCIAS ..........................................................................................................................................................78 
APENDICE ………………………………………………………………………………………………………………...94 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 5 

RESUMEN 

Las células cebadas (CC) participan en la inducción de cambios fisiológicos en el intestino de animales infectados 

con Trichinella spiralis, así como en la expulsión del organismo adulto del parásito. Actualmente se tiene 

conocimiento que el neuropéptido, sustancia P, así como los antígenos TSL-1 están presentes durante la 

infección con T. spiralis y ambas moléculas activan de manera directa a las CC, induciendo la secreción de 

histamina y otras moléculas inflamatorias. El interés de este estudio fué analizar si la activación de las CC de 

peritoneo de rata no sensibilizada, inducida por los antígenos TSL-1, comparte caracterÍsticas con la activación 

inducida por la sustancia P u otros secretagogos. Así, se determinó que los antígenos  TSL-1 indujeron la máxima 

liberación de histamina (30 ± 5.3 %, n=13) a una concentración de 30 ng/mL, observándose una cinética de 

liberación de histamina similar a la de la sustancia P, obteniéndose 94 y 100 % de liberación máxima de 

histamina a los 10 segundos. La secreción de histamina por los antígenos TSL-1 se inhibió con la toxina de 

Bordetella pertussis y con neuraminidasa V; siendo estas características similares a las presentes en la secreción 

de histamina inducida por la sustancia P. Sin embargo, a diferencia del ionóforo de calcio A23187, los antígenos 

TSL-1 no indujeron la liberación de β-hexosaminidasa, ni actividad de la NADPH oxidasa por las CC. Además, en 

la secreción de histamina inducida por los antígenos TSL-1 no se indujeron cambios intracelulares detectables en 

Ca2+, a diferencia de lo observado con el compuesto 48/80. En general, se puede concluir que la secreción de 

histamina comparte ciertas características con el secretagogo, sustancia P (rápida secreción de histamina, 

participación de proteínas G y de residuos de ácido siálico). Sin embargo, esta secreción no requiere de estallido 

respiratorio ni flujo de calcio intracelular, sugiriendo un nuevo mecanismo de activación de las CC por los 

antígenos TSL-1. Por otro lado, los resultados obtenidos sugieren la secreción diferencial de histamina y β-

hexosaminidasa.  
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RESUMEN EN INGLES 

Mast cells hyperplasia and activation are prominent features in Trichinella spiralis infection. Recently, it was shown 

that TSL-1 antigens from T. spiralis muscle larvae induce IL-4 and TNF release by unsensitized, normal mast cells 

(MC) involving an Ig-independent mechanism. In this study, we characterized histamine secretion induced by TSL-

1 antigens from normal, unsensitized rat peritoneal MC. Maximum histamine secretion (30 ± 5.3 % SEM, n=13) 

was achieved with 30 ng/mL TSL-1 antigens. However, TSL-1 did not induce an increase in β-hexosaminidase 

release or NADPH oxidase activity by MC. Interestingly, histamine secretion by TSL-1 was completed at 10 sec, 

and was inhibited by both Bordetella pertussis toxin and neuraminidase V, characteristics similar to those involved 

in substance P-induced histamine secretion. However, in contrast to substance P, TSL-1 induced histamine 

secretion in the absence of detectable changes in intracellular Ca2+. Our data indicate differential secretion of 

histamine and β-hexosaminidase of MC induced TSL-1 antigens. 
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ANTECEDENTES 

PARASITOS EN SALUD PUBLICA 

Las enfermedades parasitarias causadas por helmintos se consideran problemas importantes a nivel sanitario, 

social y económico. Esto último es debido a que pueden causar mala absorción intestinal, reducción tanto en la 

capacidad laboral como en la tasa de crecimiento, además de gastos elevados en la prevención y la curación de 

la enfermedad. Se estima que en el mundo 1.3 millones de individuos se encuentran infectados con los 

nemátodos Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicularis, Trichuris trichiura, Necator americanus y Ancylostoma 

duodenale (Crompton, 1999). En general, la morbilidad de las helmintiosis está asociada a la carga parasitaria.  

Entre las características de los parásitos helmintos que infectan humanos se encuentran: la persistencia por 

largos períodos de tiempo dentro del huésped; la inducción de inmunidad protectora después de la exposición al 

parásito, ciclos de vida complejos que les permiten evadir o modular la respuesta inmunitaria del huésped 

induciendo tolerancia o anergia en una infección repetida; amplia distribución en comunidades humanas y la 

ocurrencia en individuos predispuestos a la infección (Behnke, 1991). La persistencia de la infección con la 

acumulación progresiva de parásitos puede inducir complicaciones crónicas a lo largo de la vida de los pacientes, 

a este respecto se tiene conocimiento de un caso en donde la infección con N. americanus persistió por más de 

18 años (Chow y cols., 2000).  

En el control de las parasitosis se ha aplicado la quimioterapia, sin embargo, la larga duración de los tratamientos, 

las dificultades de distribución de los fármacos, así como la emergencia de parásitos resistentes ha dificultado el 

control efectivo de estas parasitosis. 

Una alternativa que se propone es la inmunización de los individuos que viven en zonas de riesgo. Sin embargo, 

para lograr obtener vacunas efectivas, se requiere en primera instancia estudiar los mecanismos de defensa del 

huésped, la biología del parásito y la caracterización de los diferentes componentes del parásito con la finalidad 

de dilucidar y entender las respuestas protectoras que se generan en los individuos afectados. Sin embargo, una 
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limitante para llevar a cabo estos estudios es que no se cuenta con modelos animales para la mayoría de los 

parásitos helmintos. 

En el caso del nemátodo Trichinella spiralis, la respuesta inmune en contra del parásito ha sido ampliamente 

estudiada en modelos murinos, debido a que su ciclo de vida, que incluye la fase sistémica representada por la 

larva muscular (LM) y la larva recién nacida (LRN) y la fase intestinal representada por el adulto, puede 

mantenerse en un tiempo relativamente corto. Estos modelos han permitido obtener y estudiar cada uno de los 

tres estadios de desarrollo del parásito (LM, LRN y adulto) así como la relación huésped-parásito que se 

establece tanto a nivel sistémico como entérico. 

 

TRIQUINELOSIS  

Entre las helmintiasis se encuentra la triquinelosis, que es una zoonosis ampliamente distribuída en México y en 

todo el mundo. La triquinelosis es producida por nemátodos del género Trichinella, los cuales afectan además del 

hombre a una gran variedad de animales domésticos y silvestres. La triquinelosis, se inicia por el consumo de 

carne infectada con la LM de este parásito y mediante la acción de enzimas y de diversos componentes 

presentes en el ambiente estomacal, las LM de T. spiralis se liberan de la estructura conocida como célula 

nodriza, para establecerse en el intestino delgado, donde el parásito sufre varias mudas hasta madurar a 

hembras y machos adultos. Poco después se lleva a cabo la cópula y las hembras liberan a las LRN, las cuales 

son capaces de atravesar la mucosa intestinal y migrar al músculo, vía circulación sanguínea o linfática; las larvas 

llegan al músculo en los días 17 a 21 posteriores a la infección, penetran a las células musculares y ahí se 

desarrollan en LM, transformando la célula muscular en célula nodriza (Fig. 1). La célula nodriza es una 

estructura que parece facilitar el transporte y almacenamiento de nutrientes tanto para la célula como para la LM 

exportando los desechos metabólicos y productos derivados del parásito al espacio extracelular (Stewart, 1983). 

En la formación de la célula nodriza se agregan las mitocondrias, hay una hipertrofia de los núcleos, aparecen 
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nucléolos prominentes y se forma una cubierta gruesa de colágena, desarrollándose una compleja red de vénulas 

(Despommier, 1998).  

Figura. 1. Ciclo de vida de Trichinella spiralis.  

Es importante mencionar que en años recientes, la triquinelosis ha cobrado gran importancia en varios países, 

debido al hecho de que las fuentes de transmisión no han sido controladas adecuadamente, observándose brotes 

de triquinelosis en diversas zonas del mundo. Entre las fuentes de transmisión más importantes se encuentra al 

cerdo, aunque se ha observado un incremento en los casos de triquinelosis humana por consumo de carne de 

otros animales como caballo, oso, jabalí, marmota y zorra, entre otros (Dupouy-Camet, 2000). 
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Los modelos animales han sido de gran utilidad para analizar a nivel intestinal los cambios fisiológicos que son 

inducidos por el parásito T. spiralis. En este contexto, diversos estudios morfológicos y funcionales han 

demostrado la estrecha interacción de las células cebadas con el sistema nervioso del tracto gastrointestinal, de 

ratas normales y/o infectadas con T. spiralis, mostrando que las células cebadas tienen un papel muy importante 

en la infección por parásitos intestinales. 

Se ha demostrado en el yeyuno de ratas y cobayos infectados con T.  spiralis, que las células del epitelio y los 

nervios intestinales se comunican con las células cebadas de la mucosa, y en respuesta a los mediadores 

producidos por las células cebadas existe un incremento en el contenido de AMP cíclico, lo que aumenta la 

secreción de cloro por las células epiteliales, contribuyendo así en el transporte de iones y agua y en el aumento 

de histamina, serotonina, hidroxitriptamina (5-HT) y prostaglandinas (PGE2) en el tejido infectado (Russell y 

Castro, 1979; Perdue y Gall 1986; Russell, 1986; Castro y cols., 1987; Harari y cols., 1987; Perdue y cols., 1991; 

Broaddus y Castro, 1994).  

Asímismo, la secreción del neuropéptido llamado sustancia P se incrementa en el yeyuno de ratas infectadas con 

T. spiralis (Swain y cols., 1992) y en otros modelos animales de inflamación intestinal (Castagliuolo  y cols., 1997; 

Sturiale y cols., 1999). La sustancia P es producida por las fibras nerviosas de varios tejidos como el tracto 

gastrointestinal y se une específicamente a las células cebadas, induciendo la liberación de histamina y otros 

mediadores inflamatorios (Harari y cols., 1987), que inducen el infiltrado celular que se observa en el intestino de 

animales infectados con T. spiralis (Russell y Castro 1979; Ahmad y cols., 1991). 

Diversos estudios han demostrado la intima relación entre las células cebadas de mucosa y la sustancia P 

producida por los nervios que innervan la mucosa en ratas normales e infectadas con N. brasiliensis. Asímismo, 

en el modelo de ratones deficientes en células cebadas y recostituídos con células de la médula ósea de ratones 

normales se mostró que todas las alteraciones en la permeabilidad vascular, dépositos de fibrina e infiltración de 

granulocitos asociados con la inyección intradérmica de sustancia P dependen de la activación de las células 
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cebadas (Shanahan y cols., 1985; Stead y cols. 1987; 1988; Kowalski y cols., 1988; Bienenstock y cols., 1989; 

Yano y cols., 1989; Arizono y cols., 1990; Perdue y cols., 1991). 

A este respecto, Hwang y cols. (1993) reportaron que la desregulación de la neuropeptidasa neural (NEP 

3.4.24.11) que degrada a la sustancia P en la mucosa intestinal y el músculo de ratas infectadas con T. spiralis, 

tiene como consecuencia que la sustancia P se degrada 6 veces menos. Lo anterior implica la posibilidad de que 

la desregulación de la NEP en el intestino inflamado amplifique la inflamación neurogénica (liberación 

descontrolada de sustancia P), la sustancia P interactua con el receptor NK1 iniciando la expresión de ICAM-1 y 

la infiltración de leucocitos (Quinlan y cols., 1998). En este contexto, Barbara y cols. (2003) mostraron que la 

desregulación de la expresión de NEP exacerba la enteritis inducida por T. spiralis, iniciando la inflamación 

intestinal e incrementando la biodisponibilidad de la sustancia P y la sobrexpresión de ICAM-1 en ratones NEP-/-, 

por lo que la sustancia P tiene un papel importante al inicio de la inflamación intestinal. 

 

RESPUESTA INMUNE CONTRA Trichinella spiralis 

Estudios acerca de la caracterización de antígenos de T. spiralis relevantes en la relación huésped-parásito han 

señalado que los antígenos de superficie y de excreción-secreción (E/S) constituyen un estímulo antigénico 

complejo que induce una respuesta humoral y celular específica por parte del huésped (Phillipp y cols., 1980; 

Silberstein, 1983; Ortega-Pierres y cols., 1984). 

Almond y cols. (1986) demostraron que sueros de humanos infectados con T. spiralis reconocen preferentemente 

los componentes de superficie y de E/S de la LM. Asimismo, Takahashi y cols. (1991), demostraron que los 

sueros de humanos infectados con este parásito contienen predominantemente anticuerpos de isotipo IgM con 

reactividad hacia componentes de superficie y del esticosoma de T. spiralis. Estos componentes son reconocidos 

por una gran variedad de huéspedes entre los que se incluyen ratas, ratones, cerdos, caballos y otros animales 

silvestres (Ortega-Pierres y cols., 1989; Robinson y cols., 1991; Yépez- Mulia y cols., 1996).  
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Los antígenos de T. spiralis se clasificaron en diferentes grupos, de acuerdo principalmente a su reconocimiento 

por diferentes anticuerpos generados contra ellos. De esta forma, los antígenos de T. spiralis originados en el 

esticosoma de la LM, abundantes en productos de E/S y superficie se clasificaron como antígenos TSL-1 

(Appleton y cols., 1991; Ortega-Pierres y cols., 1996). El anticuerpo monoclonal NIM-M1 reconoce cuatro 

moléculas de superficie de la LM (47, 52, 67, 72 kDa), así como tres presentes en los productos de E/S (52, 67 y 

72 kDa) (Arriaga y cols., 1989). Estas moléculas son una nueva familia de glicoproteínas que presentan 

estructuras con unión-N con tres y cuatro antenas y con residuos de N-acetilgalactosamina (GalNAc) unido en β a 

N-acetilglucosamina (GlcNAc) (Reason y cols., 1994). Todos los residuos de las antenas están cubiertas con 

grandes cantidades del azúcar 3,6-dideoxiarabinohexosa (Tivelosa) (Wisnewski y cols., 1993; Morelle y cols., 

2000), el cual le confiere inmunodominancia a los antígenos TSL-1. La  importancia de este residuo glucosídico 

radica en que es específico del género Trichinella y aunque se ha reportado la presencia de tivelosa en ciertos 

lipopolisacáridos de bacterias Gram negativas y en huevos de Ascaris, su enlace glucosídico es diferente, siendo 

β en los antígenos TSL-1 y α en los otros antígenos mencionados, además, el azúcar de los antígenos TSL-1 es 

D-(tivelosa) y el de los huevos de Ascaris es L-(ascarilosa). El enlace glucosídico β hace que anticuerpos 

dirigidos contra los antígenos TSL-1 no reconozcan a la α tivelosa presente en bacterias. Otra característica 

importante en la composición de carbohidratos de los extractos crudos de la LM y de los antígenos TSL-1, es la 

elevada concentración de fucosa y manosa (36 y 22 % respectivamente). 

En modelos murinos se ha demostrado que los antígenos TSL-1 son capaces de inducir una inmunidad 

protectora contra la infección (Bell y cols., 1979; Gamble y Graham, 1984; Ortega-Pierres y cols., 1989). Estudios 

in vitro, empleando anticuerpos anti-tivelosa (18H, 9E y 9D4), han mostrado que éstos inhiben la invasión de la 

LM a monocapas de células epiteliales (McVay y cols., 2000); además se sabe que estos anticuerpos inducen la 

expulsión del parásito en ratas recién nacidas (Ellis y cols., 1994). Goyal y cols. (2002) sintetizaron químicamente 

a la tivelosa, inmunizaron a ratones con esta molécula y evaluaron la respuesta de anticuerpos en ratones 
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infectados y desafiados con el parásito, observando que la inmunización con la tivelosa no aumenta la resistencia 

a la infección hacia la LM de T. spiralis, pero incrementa los niveles de IgG1.   

Por otro lado, el conocimiento de los mecanismos inmunes que se inducen contra T. spiralis, ha sido sustentado 

principalmente en estudios realizados con modelos murinos. De esta forma, se sabe que las células T de ratones 

infectados con T. spiralis responden in vitro a componentes de la LM (Krco y cols., 1982) y que los productos de 

estas células activadas son capaces de inducir mastocitosis, eosinofilia, niveles altos de IgE y una expulsión 

acelerada de los parásitos adultos del intestino de ratones infectados (Riedlinger y cols., 1986). 

La respuesta inmune protectora en contra de T. spiralis es del tipo Th2. Lo anterior se ha determinado midiendo 

los niveles de citocinas producidas por células aisladas de diferentes tejidos de animales inmunes (Grencis y 

cols., 1991; Pond y cols., 1992; Urban y cols., 1992) y por la transferencia adoptiva de protección con células 

inmunes capaces de secretar in vitro citocinas del tipo Th2 (Bell y cols., 1987; Korenaga y cols., 1989; 

Ramaswamy y cols., 1994). Esto también ha sido documentado en modelos animales en los que se usan 

anticuerpos neutralizantes para estas citocinas (Coffman y cols., 1989; Else y cols., 1992).  

La respuesta Th2 durante la infección con T. spiralis en modelos murinos, se ha relacionado con los cambios 

inmunes generalmente observados durante la infección, incluyendo el proceso inflamatorio en el intestino, la 

mastocitosis, la eosinofilia y los niveles altos de IgE. Tanto la mastocitosis como el proceso inflamatorio son 

controlados por una variedad de citocinas producidas por células Th2, como IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 (Grencis, 

1997; Else y Finkelman, 1998), siendo la IL-5 particularmente importante en la producción de eosinófilos y la IL-4 

en la producción de IgE (Mossman y cols., 1986) y en el proceso de maduración y diferenciación de células 

cebadas (Galli, 1990). 

 

PROCESO DE EXPULSIÓN DE Trichinella spiralis 

Durante la respuesta inmune en contra de T. spiralis se observa un proceso de expulsión del organismo adulto, el 

cual se considera como el principal mecanismo de defensa del huésped contra la infección. Este mecanismo de 
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expulsión presenta características moduladas por un proceso de memoria inmunológica, ya que animales 

inmunes, desafiados inmediatamente después de la expulsión del parásito en una infección primaria, pueden 

desarrollar una respuesta en contra del nuevo inóculo, previniendo su establecimiento y reduciendo la 

sobrevivencia de los parásitos (Miller 1984). Jarret y cols. (1968) establecieron que en ratas durante una infección 

primaria con parásitos helmintos, una proporción de las larvas infectivas es eliminada (fase de pérdida 1), 

mientras que los sobrevivientes se establecen y maduran (fase de crecimiento), aunque muchos son expulsados 

(fase de pérdida 2 o “cura espontánea”), quedando una pequeña población residual (fase umbral). Sin embargo, 

en infecciones secundarias y especialmente en infecciones terciarias, la fase de crecimiento se acorta y los 

parásitos se expulsan en la fase de pérdida 2 a una velocidad acelerada. Esto produce la expulsión total de los 

parásitos alrededor de los 12-14 días después de la infección. En la cura espontánea, mecanismos dependientes 

de células Th2 controlan y regulan la respuesta inmune y el proceso inflamatorio. En general, se ha aceptado que 

la expulsión de los parásitos es causada por cambios inflamatorios en el intestino más que por la respuesta 

inmune que los precede. 

En relación a esto, la mayoría de las larvas de T. spiralis, ingeridas por ratas previamente infectadas son 

expulsadas en menos de 1 hora, mucho antes de que puedan establecerse en la mucosa intestinal. El pequeño 

porcentaje de larvas que resiste la expulsión eventualmente se establece en mucosa y permanece en el huésped 

por varios días (Russell y Castro, 1979). Es así que el término de “expulsión rápida” (ER) fue acuñado por Bell y 

cols. (1979) y se aplica dada la velocidad con que ocurre este proceso. Asimismo, se observó en cepas de ratas 

singénicas con diferencias de susceptibilidad determinadas genéticamente, que la ER depende del estado 

inmune, del genotipo del huésped, así como del número de larvas infectivas (Nawa y Miller, 1979). 

Bell y McGregor (1979) determinaron la capacidad de las diferentes fases del ciclo de vida de T. spiralis para 

inducir la expulsión del organismo adulto del intestino de ratas, encontrando que existen diferencias cuantitativas 

en la capacidad de ER en términos de la cinética de expulsión. Esto probablemente se deba a que existen 

factores de la LM que son liberados en, o inmediatamente después de la penetración de la mucosa, generando 



 15 

una respuesta inmune más acentuada. La ER del adulto se puede explicar entonces como una consecuencia de 

la exposición de la LM, en este contexto, ratas recién nacidas pasivamente inmunizadas con anticuerpos anti-

tivelosa presentan la ER después del desafio con la LM de T. spiralis (Appleton y cols., 1988). 

En ensayos in vivo se ha observado que otras sustancias como el moco intestinal pueden ayudar también a 

inhibir la penetración del epitelio por la LM, reteniéndolos en el lumen intestinal, donde posteriormente la LM es 

cubierta por los anticuerpos anti-tivelosa. No obstante, este proceso es reversible y no es suficiente para tener un 

efecto importante en la protección (Carlisle y cols., 1990; 1991).  

Evidencias a favor de la participación de IgE en la expulsión del organismo adulto de T. spiralis provienen de 

estudios realizados por Negrao-Corréa y cols. (1996), quienes cuantificaron la IgE presente tanto en intestino 

como en circulación durante la infección de ratas con T. spiralis, demostrando que los niveles de IgE total eran 

más elevados en el fluído intestinal que en el suero y en la linfa. También observaron la producción y el consumo 

de IgE presente en el lumen del intestino de ratas 10 días después de la infección.  Además, la IgE obtenida de 

lavados intestinales al día 11 después de la infección es capaz de reconocer antígenos del adulto y de la LM de 

T. spiralis, sugiriendo que la IgE específica participa en el recubrimiento del parásito y posiblemente en la 

expulsión de éste. Wang y cols. (1998) describieron la presencia de linfocitos B en tejidos como las placas de 

Péyer, los ganglios linfáticos mesentéricos y el bazo de ratas infectadas con T. spiralis, estos linfocitos 

expresaron los isotipos IgM, IgA, IgE, IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG2c. Se demostró la presencia de células productoras 

de IgE en el intestino de animales infectados, con reconocimiento específico hacia el antígeno 9D4 (presente en 

la LM de T. spiralis). 

Los estudios de Santamarina y cols. (1988) demostraron que antígenos provenientes de las fases entéricas de 

pre-adulto y adulto, así como de la LM de T. spiralis inducen la producción de IgE generando un fenómeno típico 

de hipersensibilidad inmediata. Estudios de Zhang y Castro, (1990) refuerzan el hecho de que los mecanismos de 

hipersensibilidad tipo I están implicados en la expulsión de la LM de T. spiralis de ratas inmunes y que moléculas 

liberadas por las células cebadas son las responsables de los cambios fisiológicos durante la anafilaxis local.  
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El papel que  juegan las células cebadas en el proceso de expulsión de parásitos intestinales ha sido bien 

documentado. Lee y Wakelin (1982) observaron que cambios en el número de células cebadas en ratones NIH 

(respondedores rápidos) y en ratones CBA (respuesta lenta), durante la expulsión del parásito adulto de T. 

spiralis se asocian a una velocidad diferente de expulsión. Así también, la expulsión de parásitos en ratones 

deficientes en células cebadas (W/Wv: deficientes en el receptor c-Kit y S1/S1d: deficientes en Stem Cell Factor) 

es prolongada, la fecundidad del parásito aumenta y se recuperan más LM de estos ratones con respecto a los 

animales normales (Alizadeh y Murrell 1984). Lo mismo ocurre en ratones tratados con antagonistas de 

serotonina, presentan una falla en la expulsión de los parásitos adultos de T. spiralis (Uber y cols., 1980; 

Parmentier y cols., 1987). Además, en ratones W/Wv el transplante de médula ósea o células de bazo de ratones 

normales restablece la población de células cebadas, acelerando la expulsión de los organismos adultos (Oku y 

cols. 1984), quizá debido a la producción de factores de diferenciación y maduración de células cebadas que 

favorecen la mastocitosis durante la infección.  

Debido a que las proteasas son un componente muy importante en el contenido total de proteína de las células 

cebadas, la activación de estas células en la mucosa intestinal de ratas infectadas, ha sido evaluada midiendo la 

liberación de serinproteasas tipo II (RMCPII, rat mast cell protease II, por sus siglas en inglés) asociadas a los 

gránulos, ya sea en líquido intestinal o en suero (Jarrett y Miller 1982; Miller y cols. 1983; Woodbury y cols. 1984). 

Desde el punto de vista funcional, Tuohy y cols. (1990) encontraron que había una correlación entre la expulsión 

de T. spiralis, la mastocitosis y la liberación de la proteasa producida por las células cebadas de mucosa intestinal 

de ratón (mMCP1; mouse Mast Cell Protease 1, por sus siglas en inglés). La correlación más estrecha se observó 

en ratones NIH (respuesta rápida) infectados con T. spiralis, en los que la liberación de grandes cantidades de la 

proteasa mMCP1 a los días 9 y 12, coincidieron con una mastocitosis evidente y con la expulsión de los parásitos 

a partir del día 9 después de la infección mientras que, en las cepas de ratones SWR y B1O (respuesta moderada 

y baja respectivamente) la liberación de mMCP1 fue menor y más sostenida observándose un retraso en la 

expulsión del parásito.  



 17 

En otros estudios se ha observado que los niveles de mMCP1 se encuentran muy aumentados en el tiempo de 

expulsión del parásito (Huntley y cols. 1990) y los ratones deficientes en esta molécula no tienen la capacidad de 

expulsar al parásito y se asocia con un cambio en la respuesta inmune del tipo Th2 al tipo Th1 (Knight y cols., 

2000; DeSchoolmeester y cols., 2003). Asimismo, Knight y cols. (2004) demostraron mediante análisis de 

microarreglos en ratones BALB/c infectados con T. spiralis que en el yeyuno existía un aumento en los transcritos 

para la mMCP1 y mMCP2 en aproximadamente 60 a 70 veces. Por otro lado, en otros estudios se ha demostrado 

la asociación de las citocinas derivadas de las células T con la aparición de células cebadas de mucosa intestinal 

y la expulsión de varios helmintos (Lantz y cols., 1998; Lawrence y cols., 1998).  

La expulsión de T. spiralis por ratones deficientes en la mMCP1 es tardía y se ha sugerido la incapacidad de las 

células cebadas para migrar dentro de la mucosa de estos ratones, lo cual previene la liberación de mediadores 

dentro del epitelio (Knight y cols., 2004). Además, se ha demostrado que la mMCP1 induce proteólisis de las 

uniones estrechas del tipo de las ocludinas alterando así la permeabilidad del epitelio intestinal (Scudamore, 

1998). Gurish y cols. (2004) demostraron que ratones BALB/c desarrollaron una respuesta importante de IgE 

llegando a su máximo nivel en el día 14 después de la infección, así como eosinofilia y mastocitosis. Sin 

embargo, el número de células cebadas y los niveles de la proteasa mMCP1 disminuyó considerablemente en los 

ratones BALB/c deficientes en IgE, sugiriendo así que la IgE tiene un papel importante en la regulación de las 

células cebadas.  

Otros factores producidos y liberados por células cebadas activadas se han encontrado en niveles elevados en 

animales infectados por T. spiralis. Este  es el caso de las prostaglandinas (PG), la histamina y los leucotrienos 

(LT) liberados por las células cebadas durante la expulsión de T. spiralis y de otros parásitos helmintos. En estos 

estudios se demostró que cuando la PGE2 se administraba a ratas 3 días después de la infección con T. spiralis, 

a una dosis de 500 µg/rata, el número de parásitos se reducía en el intestino delgado a los 7 días de la infección 

(Dutoit y cols. 1979) y que la histamina estaba implicada en el rechazo de T. spiralis en ratones (Campbell y cols. 

1963). El incremento de LT, produce contracciones del músculo liso, un aumento en la permeabilidad vascular y 
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estimulación de secreción de moco y participan también en el reclutamiento de células inflamatorias a nivel de la 

luz intestinal de ratas inmunes desafiadas con T. spiralis (Miller 1984; Moqbel 1986). 

Las células cebadas contribuyen a la inflamación intestinal mediante la liberación excesiva de mediadores 

inflamatorios como es TNFα, el cual amplifica y perpetúa la respuesta mediante el reclutamiento de otras células 

inflamatorias (Stenton y cols., 1998; Wedemeyer y cols., 2000; Yu y Perdue, 2001; Marshall y cols., 2003). Así, 

Bischoff y cols. (1999) mostraron mediante estudios inmunohistoquímicos que aproximadamente el 60 % de las 

células de lámina propia con inmunoreactividad para TNFα fueron células cebadas. Es así que las células 

cebadas representan una fuente importante de TNFα ya que esta molécula se encuentra preformada y 

almacenada en los gránulos lista para liberarse inmediatamente durante la activación. La liberación de esos 

productos resulta en incremento en la motilidad gastrointestinal, hipersecreción de moco, incremento en la 

pemeabilidad vascular y el reclutamiento y activación de leucocitos.  

Estudios de Lawrence y cols. (1998; 2000) mostraron que la inflamación intestinal que acompaña a la expulsión 

del adulto de T. spiralis está mediada por la actividad de IL-4, llevando a la producción de TNFα y a la óxido 

nítrico sintasa inducible (iNOS), que en última instancia tiene como resultado la enteropatía caracterizada por 

atrofia de vellocidades e hiperplasia de criptas. Sin embargo, los autores demostraron que no se requiere la 

enteropatía para la expulsión de los parásitos.  

Si bien la fuente de citocinas reguladoras observadas en los experimentos antes mencionados pueden ser 

producidas por células T, es importante señalar que las células cebadas producen también una gran variedad de 

citocinas entre las cuales IL-3, IL-4 e IL-10 participan activamente en la regulación de la respuesta inmune del tipo 

Th2. A este respecto, estudios realizados por Arizmendi y cols., (2001) y Niborski y cols., (2004), han demostrado 

que las células cebadas pueden ser activadas por los antígenos TSL-1 de la LM de T. spiralis induciendo cambios 

a nivel del RNAm para IL-4 y TNFα, así como su liberación. Lo anterior sugiere que las células cebadas pueden 

ser la fuente de estas citocinas.  
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Lawrence y cols. (2004) mostraron que las células cebadas tienen un papel importante en la inducción de la 

respuesta Th2 y en la inflamación intestinal asociada con helmintos, en donde se libera a la mMCP1. En estos 

estudios en ratones deficientes en células cebadas (W/Wv), se mostró que la respuesta Th2 se redujo y la 

respuesta Th1 se incrementó sugiriendo un papel importante de las células cebadas promoviendo o amplificando 

la respuesta Th2 responsable de la protección contra los helmintos intestinales. 

 

ORIGEN Y DISTRIBUCION DE LAS CELULAS CEBADAS 

Las células cebadas derivan de las células progenitoras hematopoyéticas que migran a todos los tejidos 

vascularizados en donde completan su maduración. Normalmente residen cerca del epitelio, vasos sanguíneos, 

nervios y en el tracto respiratorio y gastrointestinal, cercanas a las células del músculo liso y a las glándulas 

productoras de moco; algunas veces se localizan en el epitelio intestinal. En algunas especies de roedores se 

localizan en grandes cantidades en las cavidades dentro del mesodermo como por ejemplo, la cavidad peritoneal  

(Kitamura 1989; Galli y cols., 1994; Metcalfe y cols., 1997; Galli y Lantz, 1999; Galli 2000; Galli y cols., 2005).  

Las células cebadas están ampliamente distribuídas en el organismo y se les ha implicado en una gran variedad 

de respuestas biológicas, incluyendo hipersensibilidad retardada, angiogénesis, fibrosis, citotoxicidad en contra 

de tumores y en la respuesta inmunitaria contra parásitos (Befus y cols., 1986). Las células cebadas se 

encuentran en diferentes sitios anatómicos así como en diferentes especies animales, lo que ha originado la 

heterogeneidad poblacional de células cebadas (Enerback y Lowhagen, 1979; Bienenstock y cols., 1985; 

Kitamura 1989; Galli 1990; Galli y cols., 1994; Metcalfe y cols., 1997). Existe una subpoblación asociada al tejido 

conectivo y otra subpoblación directamente ligada a mucosa intestinal. Si bien estas subpoblaciones difieren en 

sus propiedades morfológicas, bioquímicas y funcionales, en cuanto al contenido de mediadores y en cuanto a su 

activación con diferentes moléculas, las células cebadas responden de manera distinta a factores de crecimiento 

y de diferenciación liberados por células del sistema inmunitario. Las células cebadas se originan de la médula 

ósea a partir de células precursoras que presentan el marcador de superficie CD34+; su desarrollo implica la 
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participación de ciertos factores de crecimiento, particularmente del factor estimulador de la diferenciación de 

células cebadas (SCF, Steem Cell Factor, por sus siglas en inglés), IL-3, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-11, pero su 

desarrollo puede ser inhibido o regulado por IFNγ y por el factor de crecimiento transformante β, el factor de 

crecimiento de granulocitos macrófagos y por el factor de crecimiento nervioso. Las prostaglandinas y la IgE 

participan en la regulación del número y fenotipo de las células cebadas, especialmente durante procesos de 

enfermedad (Befus y cols., 1987; Rottem y Metcalfe, 1995). 

 

BIOLOGIA DE LAS  CELULAS CEBADAS 

Las células cebadas se caracterizan por la presencia de gránulos secretores que se tiñen metacromáticamente, y 

por su capacidad de expresar en su superficie al receptor de alta afinidad para IgE (FcεRI). Estas células se 

localizan en el tejido adyacente a la microvasculatura y en la superficie de la mucosa y del epitelio. 

En 1966, Enerback diferenció en ratas a las células cebadas del tejido conectivo (piel y de la cavidad peritoneal) 

de las células cebadas de mucosa intestinal por sus propiedades de tinción y por su sensibilidad a fijadores. 

Asimismo, se ha estimado que la vida media de una célula cebada del tejido conectivo es de aproximadamente 

180 días en humano, mientras que la vida media de las células cebadas de la mucosa intestinal es de cerca de 

40 días (Enerback, 1986). En estudios más recientes se ha calculado que las células cebadas pueden sobrevivir 

por periodos de tiempo más prolongados. Otra diferencia importante entre las 2 subpoblaciones de células 

cebadas es en la cantidad y composición de los constituyentes preformados de los gránulos secretores (Cuadro 

1) y con base a su respuesta a secretagogos e inhibidores. Además, las células cebadas del tejido conectivo 

metabolizan primordialmente ácido araquidónico vía cicloxigenasa para posteriormente generar prostaglandina 

D2, mientras que las células cebadas de la mucosa intestinal sintetizan predominantemente leucotrieno C4, vía 5-

lipoxigenasa. 
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Galli y cols. (1982) sugirieron que las diferencias fenotípicas en las poblaciones de las células cebadas in vivo 

pueden estar reguladas por factores microambientales que afectan la morfología, así como el contenido de 

mediadores y su maduración. Además, los procesos inflamatorios e inmunológicos pueden inducir cambios 

transitorios en microambientes anatómicos que afectan a la población de células cebadas residentes en tales 

áreas. Por ejemplo, el sitio de una respuesta inflamatoria dependiente de células T puede tener niveles de 

citocinas que influyen en la proliferación o maduración de las células cebadas. Por otro lado, cuando el 

microambiente es rico en IgE y antígenos específicos, se puede alterar el fenotipo de las células cebadas para 

inducir la desgranulación más activa de las mismas. A través de la producción de citocinas como IL-3 e IL-4, las 

células cebadas pueden participar en la regulación de su propio número y fenotipo, especialmente durante 

procesos de enfermedad o en eventos de la respuesta inmunitaria. 

Se ha mencionado previamente que la IL-3 es una señal crítica para la proliferación de la población de células 

cebadas de mucosa intestinal observada en  ratas y ratones durante parasitosis. Por otro lado, evidencias in vitro 

sugieren que la proliferación de células cebadas del tejido conectivo refleja la influencia combinada de IL-3 e IL-4. 

Asimismo, la IL-4 también aumenta la producción de IgG1 y puede aumentar la proliferación de células cebadas 

de mucosa intestinal dependiente de IL-3 generada in vitro y favorecer el crecimiento y maduración in vitro de 

células cebadas con propiedades de células cebadas del tejido conectivo. 

Es importante resaltar la participación del ligando de c-kit y del SCF en este proceso, ya que estas moléculas se 

expresan tanto por los progenitores de las células cebadas, como por las células cebadas maduras e inmaduras. 

Esta última molécula promueve la proliferación y maduración de los progenitores de células cebadas, afectando el 

fenotipo y la función de las mismas, aumentando la secreción de mediadores en respuesta a la señal del FcεRI 

(Galli y cols., 1994; Gupta y cols., 1996). Aunque Galli y cols. (1994) demostraron el papel crítico del SCF en el 

desarrollo de células cebadas en ratones W/Wv y S1/S1d e in vitro con líneas celulares, se ha establecido que el 

SCF por sí solo no estimula el crecimiento de los progenitores de células cebadas, siendo esencial la presencia 

de cofactores tales como IL-3, IL-4 e IL-10 en el crecimiento y maduración de los progenitores de células cebadas 
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(Rennick y cols., 1985). Es importante además hacer notar que los requerimientos del SCF difieren en la 

maduración de los dos tipos de células cebadas (Arizono y cols., 1993).  

Por otro lado, además de la morfología de los gránulos, las diferencias histoquímicas asociadas con heparina en 

las células cebadas de tejido conectivo comparadas con sulfato de condroitina en las células cebadas de mucosa 

intestinal (Stevens y cols., 1986; Tantravahi y cols., 1986) y la dependencia de moléculas moduladoras para su 

diferenciación, el marcador para la discriminación entre las células cebadas es la expresión de proteasas 

específicas de gránulos secretores. La RMCPI es insoluble, está asociada a gránulos y se libera bajo la activación 

de células cebadas del tejido conectivo. Por otro lado, la RMCPII es soluble y puede ser detectada en la 

circulación después de la activación de células cebadas de mucosa intestinal (Miller y cols., 1983; Miller 1992). 

Además, las células cebadas del tejido conectivo de ratas producen tres isoformas de la proteasa 5 y expresan 

triptasa y carboxipeptidasa A; la abundancia de la triptasa es baja comparada con la triptasa en células cebadas 

de ratón o de humano (Lagunoff y cols., 1991). 

En el caso de las células cebadas de ratón, se han identificado siete proteasas de tipo serina, cinco con 

especificidad del tipo quimasa (mMCP-1 a 5) y dos con especificidad tipo triptasa (mMCP-6,7) (Reynolds y cols., 

1990; Gurish y cols., 1991; Huang y cols., 1991). Algunas características compartidas por las proteasas de 

diferentes especies. La RMCPI tiene homología con la proteasa 4 de ratón mientras que la RMCPII es homóloga 

a la proteasa 1 de ratón. Las especificidades por un sustrato y las funciones de esas proteasas no se conocen 

completamente. En las parasitosis por helmintos, el SCF contribuye a la mastositosis a nivel de mucosa. Ratas 

tratadas con SCF presentan altos niveles de la quimasa RMCPII en el yeyuno y en el suero y ratas tratadas con 

anticuerpos anti  SCF tienen una marcada disminución en el número de células cebadas así como en los niveles 

de RMCPII (Newlands y cols., 1995), lo que sugiere que el el SCF se requiere en el desarrollo de ambas 

subpoblaciones de células cebadas, aunque existen diferencias en la dependencia que dichas subpoblaciones 

tienen hacia esta molécula. 
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Cuadro 1. Características principales de los 2 subtipos de células cebadas 

 Células Cebadas de Mucosa Intestinal Células Cebadas de Tejido Conectivo 

Propiedades de teñido con  

Azul Alcian-Safranina 

Azul Rojo o azul 

Características morfológicas Redondas u ovales con núcleo multilobulado Redondas u ovales con núcleo redondo 

Gránulos Pequeñas, tamaño variable Grandes, tamaño uniforme 

Vida media < 40 días > 6 meses 

Características Bioquímicas   

Presencia de proteoglicanos:   

Heparina - + 

Sulfato de condroitina  + - 

Aminas biogénicas Histamina Histamina y serotonina 

Proteasas neutras Proteasa de células cebadas de ratón 1 y 2 Proteasas de células cebadas de ratón 3, 4, 5, 6, 7 y  

Carboxipeptidasa A 

Desgranulación   

IgE +++ ++ 

Ionoforo de calcio + + 

Sustancia P, compuesto 48/80 +++ +/- 

Tomado de Féger y cols., (2002)    

                                                                           

A) célula cebada de mucosa intestinal de ratón B) célula cebada de tejido conectivo de ratón analizadas mediante microscopía 

electrónica de transmisión; N: núcleo, V: gránulos multivesículares, D: gránulos densos. Tomado de Gurís y cols. (1997), 
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PARTICIPACIÓN DE LAS CÉLULAS CEBADAS EN LA RESPUESTA INMUNE INNATA Y ADQUIRIDA 

El conocimiento que se ha generado hasta ahora en el estudio de las células cebadas ha permitido colocarlas 

como un tipo de células centinela en la defensa del huésped, ya que residen por largo tiempo en asociación con 

los vasos sanguíneos y los nervios en los sitios más expuestos a los patógenos (Bienenstock y cols., 1987; Stead 

y cols., 1989; Galli y Lantz, 1999).  

Las células cebadas expresan una gran variedad de receptores que le permiten responder a diferentes estímulos, 

como el SCF, IL-3, LPS (Kitamura 1989; Galli y cols., 1994; Metcalfe y cols., 1997; Galli y cols., 2005) y 

quimiocinas (Ochi y cols., 1999; Lin y cols,. 2000); también responden hacia los receptores tipo Toll (TLR 1-10, 

toll like receptors, por sus siglas en inglés) (Supajatura y cols., 2001; 2002; McCurdy y cols., 2001; 2003; Hou y 

cols., 2006); productos de la activación del complemento (Fureder y cols., 1995; Andrasfalvy y cols., 2002) 

antígenos bacterianos (Malaviya y cols., 1994; 1996), parasitarios (Miller y cols., 1983; Arizmendi y cols., 1997; 

2001; Niborski y cols. 2004), algunos neuropéptidos (Foreman y Jordan, 1983; McDonald y cols., 1996; Lau y 

cols., 2001) además participan en una amplia gama de procesos fisiológicos y patológicos (Galli y cols., 2005). 

La presencia del FcεRI en las células cebadas capacita a este tipo celular para activarse a través de la unión de 

IgE a su receptor, ocurriendo el subsecuente entrecruzamiento durante el encuentro con el antígeno específico. 

El proceso de activación de las células cebadas dependientes de FcεRI tiene como resultado eventos que llevan 

a la secreción de tres clases de mediadores: a) aquellos preformados almacenados en los gránulos citoplásmicos 

de las células, por ejemplo, aminas vasoactivas, proteasas neutras, proteoglicanos y algunas citocinas y factores 

de crecimiento, mediante un proceso conocido como desgranulación anafiláctica o exocitosis; que implica la 

fusión de las membranas de los gránulos citoplásmicos con la membrana plasmática de la célula (Dvorak y col., 

1972; Dvorak, 1992; Dvorak y cols., 1994); b) la síntesis de novo de los  lipídicos proinflamatorios, tales como 

prostaglandinas y leucotrienos; c) factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas (Metzger, 1992; Mecalfe y 

cols., 1997; Kinet, 1999; Turner y Kinet, 1999; Ott y Cambier, 2000; Williams y Galli, 2000; Nakajima y cols., 2002; 
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Sayama y cols., 2002; Okumura  cols., 2003). El mecanismo de secreción ubica a las células cebadas como un 

componente celular efector importante en la respuesta inmune. Las células cebadas liberan una gama de 

moléculas biológicamente activas en respuesta al desafío con IgE y antígeno específico y se consideran como 

células efectoras clave en la hipersensibilidad inmediata asociada a IgE y desórdenes alérgicos, así como en la 

respuesta inmune protectora hacia parásitos (Metzger, 1992; Miller, 1996; Metcalfe y cols., 1997; Galli y Lantz 

1999; Turner y Kinet 1999; Kawakami y Galli 2002; Okumura y cols., 2003; Galli y cols., 2005). 

El entrecruzamiento del FcεRI transmite una señal que resulta en la activación de cinasas de tirosina y de un 

aumento en el flujo de calcio (Fig. 2). Esos eventos de transducción se completan 2 a 3 minutos después de la 

unión con el antígeno, inmediatamente después, los gránulos citoplásmicos se fusionan unos con otros y se 

dirigen a la superficie de la membrana en donde descargan su contenido al exterior.  

La unión de la IgE a sus receptores no es covalente, de tal modo que los anticuerpos unidos están en equilibrio 

constante con la poza de IgE circulante. Como resultado, cada célula cebada puede unir diferentes antígenos o 

moléculas estimuladoras de células cebadas y liberar diferentes tipos de mediadores preformados o sintetizados 

de novo (Fig. 3). El tipo y la cantidad del mediador liberado dependerá del tipo de células cebadas y de la 

intensidad del estímulo (Gilchrist y cols., 2003).  

La participación de las células cebadas en la respuesta inmune adquirida contra patógenos, requiere del 

reconocimiento de antígenos bacterianos o de parásitos helmintos por la IgE, y es precisamente este complejo 

IgE-bacteria ó IgE-parásito, el cual se une al receptor FcεRI presente en la membrana de las células cebadas. 

Los mediadores liberados por estas células incrementan la permeabilidad vascular, activan eosinófilos, producen 

una hipersecreción de moco e incrementan la peristalsis, lo cual puede alterar el proceso de adhesión de ciertos 

parásitos, impidiendo así el establecimiento de la infección y promoviendo la expulsión de los parásitos (King y 

Nutman, 1992). 
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Figura 2. Vías de señalamiento y desgranulación en células cebadas. (Tomado de Gilfillan y Tkacyk, 2006) 

Abreviaturas: GPCR y KIT, receptores acoplados a proteínas G; FcεRI, receptor de alta afinidad para IgE; NTAL, molécula adaptadora 

activadora de células diferentes al linfocito T; LAT, molécula adaptadora activadora de linfocito T; FYN y LYN, moléculas asociadas a la 

membrana, involucradas en el inicio de la señalización durante la activación de las células cebadas; SYK cinasa de tirosina de bazo; 

PLC, fosfolipasa C; PI3Kγ, fosfatidil inositol 3 cinasaγ; PI3Kp110δ, fosfatidil inositol 3 cinasa que contiene la subunidad p110δ; DAG, 

diacilglicerol; InsP3, inositol-1,4,5 trifosfato; BTK, cinasa de tirosina de Bruton; PKC, proteína cinasa C; Ca2+, iones de calcio; SK, 

esfingosina cinasa; S1P, esfingosina 1 fosfato.  
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Figura 3. Activación de células cebadas y secreción de mediadores de inflamación. 

Aunado a lo anterior, existen diversos estudios en donde se evidencia que las células cebadas actúan como 

células presentadoras de antígeno in vitro, función que aumenta por la IL-4 y disminuye por IFNγ (Frandji y cols., 

1995; Bhattacharyya y cols., 1998; Aoki y cols., 1999). Además, las células cebadas activadas migran a los 

ganglios linfáticos locales y tienen el potencial para influenciar la activación y diferenciación de las células T 

“vírgenes” in vivo (Huels y cols., 1995; Frandji y cols., 1996; Wang y cols., 1998). La expresión del MHC clase II y 

las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86 por las células cebadas muestran su capacidad para inducir la 

activación de las células T específicas de antígeno in vitro (Frandji y cols., 1996). Las células cebadas también 

contribuyen al aumento sinergístico de la respuesta Th2 después de la estimulación oral y la inmunización 

subcutánea de los ratones deficientes en células cebadas en los que existe una reducción considerable (de dos 
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veces) en la respuesta Th2 comparada con la respuesta de los ratones normales, mientras que la reconstitución 

con células cebadas derivadas de médula ósea resultó en una respuesta óptima (Aoki y cols., 1999). 

La capacidad de las células cebadas para liberar citocinas tales como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, 

IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-18, factor de crecimiento granulocito-macrófago, TNFα y quimiocinas como MCP1, 

MIP1α y RANTES indica que las células cebadas tienen un enorme potencial para dirigir la respuesta 

inmunológica y regular la acción de células T y células B.  

Actualmente se sabe que las células cebadas reconocen antígenos bacterianos de manera independiente de IgE, 

activándose y liberando histamina y TNFα. Entre las bacterias que se sabe activan a las células cebadas se 

encuentran: Escherichia coli, Hemophilus influenzae, Salmonella typhimurium, Helicobacter pylori, Borrelia 

burgdorferi (Norn y cols., 1983; 1987; 1990; Lutton y cols., 1995; Talkington y Nickell 1999). En el caso de E. coli 

se ha demostrado que el reconocimiento está mediado por una molécula receptora que contiene manosa (CD48) 

presente en la superficie de las células cebadas hacia las fimbrias del tipo I de las enterobacterias (Malaviya y 

cols. 1994). Asímismo, se ha demostrado que parásitos y antígenos parasitarios, también pueden inducir in vitro 

la activación directa de las células cebadas con la consecuente liberación de productos proinflamatorios tanto 

preformados como sintetizados de novo. La activación directa de células cebadas por los protozoarios 

Leishmania infantum y L. major, sin embargo se requiere la interacción de las células cebadas con el parásito 

completo (Bidri y cols., 1997). Estudios realizados por Arizmendi y cols. (1997, 2001) aportan evidencias a favor 

de la participación de las células cebadas en una respuesta inmunitaria innata contra el nemátodo T. spiralis. 

Estos autores demostraron la participación de antígenos específicos de la LM de T. spiralis (TSL-1) en la 

activación de las células cebadas de peritoneo de ratas normales, induciendo la liberación de histamina, 

proteasas específicas (proteinasa 5, carboxipeptidasa A) y TNFα; además de la inducción de cambios en los 

niveles de RNAm para IL-4 (incremento en un 65 %), IL-10 (con una disminución del 55%), IFNγ (con una 

disminución del 59%) y TNFα (con un incremento del 52%) en la línea celular con fenotipo de mucosa intestinal 
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(HRMC, Hibrid Rat Mast Cells, por sus siglas en inglés). Más recientemente, Niborski y cols., (2004) demostraron 

mediante inmunofluorescencia y análisis por citometría de flujo que los antígenos TSL-1 reconocen 

uniformemente la superficie de las células HRMC, resultando en la aumento y liberación de TNFα e IL-4 dosis-

dependiente. También mostraron que la IL-4 se produce por las células cebadas derivadas de médula ósea 

activadas por los antígenos TSL-1. Estos estudios aportan evidencias experimentales que apoyan la activación 

directa de las células cebadas con los antígenos TSL-1 mediante un mecanismo independiente de IgE, que 

pudiera ser un evento relevante en una respuesta inmunitaria temprana contra el parásito. 

 

MOLÉCULAS ACTIVADORAS DE CC (SECRETAGOGOS) 

Entre los estímulos inductores de la liberación de mediadores por las células cebadas mediante mecanismos 

independientes de IgE, entre los cuales se incluyen: anafilatoxinas (C3a y C5a), neuropéptidos (sustancia P, 

neurotensina, péptido intestinal vasoactivo, somatostatina, etc.), péptidos de veneno de abeja, compuesto 48/80, 

polilisina, polimixina, (Shanahan y cols., 1985; Fukuoka y Hugli 1990; Mousli y cols., 1992; Foreman 1993; 

Janiszewski y cols., 1994), defensinas de neutrófilos (Befus y cols., 1999; Niyonsaba y cols., 2001) y agonistas de 

los receptores tipo Toll (Marshall, 2004; Vliagoftis y Befus 2005).  

La sustancia P es un neuropéptido de 11 aminoácidos producido por las neuronas intrínsecas (entéricas) y 

extrínsecas (sensoriales) que innervan el tracto gastrointestinal (Otsuka y Yoshioka, 1993), está involucrada en la 

formación de huecos (“gaps”) entre las células endoteliales de vénulas postcapilares; induce la extravasación de 

proteínas plasmáticas, el reclutamiento de células inflamatorias y la desgranulación de las células cebadas 

(Bowden y cols., 1994; Wang y cols., 1995; McDonald y cols., 1996; Quinlan y cols., 1998).  La sustancia P activa 

a las células cebadas e induce la secreción de histamina y prostaglandinas entre otras moléculas inflamatorias 

(Pearce y cols., 1982; Janiszewski y cols., 1994). Como ya se menciono, la liberación descontrolada de la 

sustancia P dentro del tejido intestinal promueve una secuencia de eventos conocidos como “inflamación 

neurogénica” (McDonald y cols., 1996). La inflamación neurogénica se termina por la acción de la endopeptidasa 
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neutral (NEP 3.4.24.11), que degrada a la sustancia P en el fluído extracelular y cancela sus efectos 

proinflamatorios (Matsas y cols., 1983; Umeno y cols., 1989; 1990; Okamoto y cols., 1994; Lu y cols., 1997). 

Foreman y Jordan (1983) concluyen que mientras el tetrapéptido N-terminal de la sustancia P se une a los sitios 

aniónicos en la membrana de las células cebadas, una región lipofílica del péptido se inserta en la membrana 

celular a manera de ancla. 

La sustancia P y el compuesto 48/80 liberan histamina al interactuar en el mismo sitio en las células cebadas, sin 

causar citolisis. Estas sustancias interactúan con componentes cargados negativamente en la membrana de las 

células cebadas y se insertan en ella para activar a las proteínas G sensibles a la toxina de B. pertussis, 

independientemente de receptores de superficie (Fig. 2). La toxina de B. pertussis inactiva a las proteínas Ge 

(Gi3), catalizando la ADP- ribosilación de los residuos de cisteína en la subunidad α del dominio COOH-terminal 

(Metcalfe y cols., 1997). Se cree que las proteínas Ge controlan las últimas fases del proceso de exocitosis 

(Koffer, 1997). 

 La activación de las células cebadas por la sustancia P y el compuesto 48/80 se lleva a cabo por mecanismos 

independientes de receptor (Lau y cols., 2001). Los autores usaron cloruro de benzalconio, que es un inhibidor 

específico de la liberación de histamina que se induce por compuestos policatiónicos, y se observó que mientras 

se inhibió la liberación de histamina en las células cebadas por la sustancia P o el compuesto 48/80, no se afectó 

la liberación de histamina inducida por anti-IgE. La amplificación sinergística de la respuesta anti/IgE-sustancia P 

puede ser consecuencia de la activación simultánea de las proteínas G sensibles a policationes (Gi3) y a las 

proteínas Gp acopladas a fosfolipasa C (PLC) activadas por el entrecruzamiento de FcεRI. La activación 

subóptima de Ge aumenta los eventos intracelulares mediados por las proteínas Gp, como la activación de la PLC, 

que aumenta los niveles de Ca2+ intracelular (Barrowman y cols., 1986; Koffer, 1997).  

La activación de las células cebadas de peritoneo de rata por el compuesto 48/80, el ionóforo de calcio A23187, 

el factor de crecimiento nervioso y la sustancia P incrementan los niveles de las especies de oxígeno reactivo 
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intracelular (ROS, como superóxido, H2O2 y el radical hidróxilo) (Niu y cols., 1996; Wolfreys y Oliveira, 1997; 

Brooks y cols., 1999). A este respecto, Suzuki y cols. (2003), demostraron que la activación de las células 

cebadas a través del señalamiento de FcεRI activa el ROS vía la NADPH oxidasa y que esta activación está 

involucrada en la regulación de flujo de calcio y la liberación de mediadores de inflamación; así mismo 

demostraron que el H2O2 liberado regula la fosforilación de la tirosina de fosfolipasa Cγ (PLCγ) y de la molécula 

adaptadora para la activación de células T (LAT) para la inducción de flujo de calcio.  

Por otra parte, se ha demostrado ampliamente que existen moléculas liberadoras de histamina, conocidas como 

proteínas tumorales controladas transduccionalmente (TCTP), las cuales unen calcio e inducen la liberación de 

histamina e IL-4 por basófilos/células cebadas, por lo que se conocen también como factores liberadores de 

histamina (HRF) (Bheekha-Escura y cols., 2000). La presencia de moléculas tipo HRF han sido demostradas en 

Schistosoma mansoni, Brugia malayi, Wuchereria bancroft, Plasmodium falciparum (MacDonald y cols., 2001; 

Kakuturu y cols., 2002; Gnanasekar y cols., 2002); así como en los productos de excreción/secreción de la LM de 

T. spiralis (Mak y cols., 2001).  
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JUSTIFICACION 

Diversos estudios han puesto de manifiesto la existencia de una interacción entre el sistema nervioso y las 

células cebadas presentes en el tracto gastrointestinal de animales infectados con T. spiralis. Así, se ha 

observado un incremento en la secreción de la sustancia P producida por las fibras nerviosas del intestino, y que 

puede unirse específicamente a las células cebadas, induciendo la liberación de mediadores inflamatorios del tipo 

de la histamina. La integridad funcional del intestino se altera por la liberación de estos mediadores, aumenta la 

excitabilidad intestinal, la permeabilidad y se estimula la secreción de cloro por el epitelio intestinal de los 

animales infectados con el parásito. Además, se ha demostrado que hay desregulación de la expresión de la 

endopeptidasa neural (NEP 3.4.24.11) que degrada a la sustancia P en la mucosa intestinal y el músculo de ratas 

infectadas con T. spiralis  y exacerba la enteritis inducida por el parásito. 

Por otro lado, las células cebadas presentes en el intestino de los animales infectados con T. spiralis participan en 

el proceso de expulsión del parásito adulto. Los mediadores liberados por las células cebadas incrementan la 

permeabilidad del epitelio intestinal, activan eosinófilos, inducen una hipersecreción de moco e incrementan la 

peristalsis, impidiendo el establecimiento del parásito y promoviendo su expulsión. Aunque de manera general se 

ha aceptado que esta activación de las células cebadas es dependiente de IgE, en animales deficientes en la 

cadena γ del FcεRI infectados con T. spiralis se ha observado la expulsión del parásito, con la presencia de 

mastocitosis y liberación de proteasas (mMCPI), sugiriéndo la activación de las células cebadas  

independientemente de IgE. Estudios posteriores han demostrado que la unión de antígenos específicos de la LM 

de T. spiralis (TSL-1) a la superficie de células cebadas de ratas no sensibilizadas, genera la activación directa de 

estas células con la secreción de histamina, proteasas y un aumento a nivel transcripcional y de proteína para IL-

4 y TNFα. 

Considerando que tanto la sustancia P como los antígenos TSL-1 están presentes durante la infección con T. 

spiralis, además de que ambas moléculas inducen la liberación de histamina independientemente de IgE, resulta 
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de gran interés analizar, en primera instancia, si la activación de las células cebadas por los antígenos TSL-1 

comparte características con la activación directa inducida por la sustancia P u otros secretagogos (secreción 

rápida de histamina, β-hexosaminidasa, participación de proteínas G y de residuos de acido siálico) y en segunda 

instancia, realizar la caracterización de los mecanismos de activación involucrados en este tipo de estimulación 

de células cebadas, como son el estallido respiratorio y la movilización de calcio.  

 

HIPÓTESIS 

La activación directa de células cebadas de peritoneo de ratas normales por los antígenos TSL-1 de Trichinella 

spiralis involucra mecanismos de activación similares a otros secretagogos, en particular la sustancia P 

 

OBJETIVO GENERAL 

Analizar los mecanismos de activación inducidos por los antígenos TSL-1 en células cebadas de peritoneo de 

rata no sensiblizada, mediante un mecanismo independiente de IgE y compararlos con los que se inducen 

durante la activación por secretagogos conocidos. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Analizar y comparar la cinética de liberación de histamina por células cebadas de peritoneo de ratas no 

sensibilizadas estimuladas con los antígenos TSL-1 y la sustancia P.  

 

2. Determinar el efecto de la toxina de Bordetella pertusis y la neuraminidasa V en la liberación de histamina por 

células cebadas de peritoneo de rata estimuladas con los antígenos TSL-1 ó con la sustancia P. 

 

3. Analizar si existe estallido respiratorio y movilización de Ca2+ en la activación directa de células cebadas de 

peritoneo de rata por los antígenos TSL-1, ionóforo de calcio A23187 y el compuesto 48/80. 
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MATERIALES Y METODOS 

INFECCIÓN EXPERIMENTAL CON Trichinella spiralis 

Se infectaron experimentalmente por vía oral ratas de la cepa Sprague Dawley de 12 semanas de edad con 3000 

LM de T. spiralis (MSUS/MEX/91/CM-91) cada una. Las LM se obtuvieron a partir de la digestión del músculo 

esquelético de ratas infectadas experimentalmente con el parásito, de acuerdo al protocolo descrito por Dennis y 

cols. (1970). Después de 28 días de infección, las ratas se sacrificaron por dislocación cervical procediendo a 

quitarles la piel, cabeza, extremidades y vísceras. El músculo esquelético se maceró finamente y se colocó en un 

matraz que contenía una solución de pepsina al 1% (Sigma Co., MO)-HCI (Merck, México) y se incubó a 37°C 

durante 3 h con agitación constante. Transcurrido este tiempo de incubación, la solución se pasó por un tamiz de 

137 µm y se dejó que las LM se sedimentaran durante 20 min, después se transfirieron a tubos conicos de 15 mL  

(Corning-Costar, NY) y se centrifugaron a 180 g durante 5 min. El sobrenadante se decantó y las LM se lavaron 

varias veces con amortiguador salino de fosfatos (PBS, pH 7.4). Las LM así aisladas se emplearon, por un lado, 

para la obtención del extracto total de T. spiralis (Et Ts) y por otro lado para mantener el ciclo de vida del parásito.  

Con el objeto de mantener el ciclo de vida del parásito, las LM obtenidas se resuspendieron en PBS y se 

diluyeron 1:100 en Bacto Agar (Difco Laboratories, USA) al 0.2%; de esta suspensión se tomaron alícuotas de 5 

µL y se contaron las LM con la ayuda de un microscopio óptico (BHA, Olympus, Japón). Posteriormente se 

inocularon ratas Sprague Dawley con 3000 LM por vía oral empleando una cánula gástrica.  

 

INFECCIÓN EXPERIMENTAL CON Nippostrongylus brasiliensis 

La larva 3 (L3) de N. brasiliensis se propagó y mantuvo de acuerdo a lo recomendado por Katona y cols. (1988). 

Se colectaron heces de ratas Sprague Dawley infectadas intradérmicamente con 500 L3 de N. brasiliensis a los 6, 

7 y 8 días de la infección. Las heces se hidrataron con agua, se maceraron y mezclaron con vermiculita y carbón 

activado, la mezcla se depositó en papel filtro dentro de una caja de Petri de 15 cm de diámetro, el papel filtro con 
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las muestras fecales se incubó a temperatura ambiente durante 15 días, hidratando el papel diariamente y 

manteniendolo húmedo. Las L3 de N. brasiliensis migraron a la periferia del filtro el cual se recortó en porciones 

pequeñas, se depositaron en un tubo de 15 mL (Corning-Costar, NY) y se centrifugaron a 180 g durante 5 min. El 

sobrenadante se decantó y las L3 se lavaron varias veces con PBS. Las L3 obtenidas se resuspendieron en PBS; 

de esta suspensión se tomaron alícuotas de 5 µL y al microscopio óptico (BHA, Olympus, Japón) se contaron los 

parásitos. Las L3 así aisladas se emplearon, por un lado, para la obtención del extracto total de N. brasiliensis (Et 

Nb) y por otro lado para mantener el ciclo de vida del parásito. Para el Et Nb, los parásitos se homogenizaron con 

PBS durante 20 min a 4°C con un homogenizador manual (Potter Wheaton, USA) y se dejaron reposar durante 

20 min. Pasado este tiempo se recuperó el sobrenadante y se centrifugó a 600 g durante 30 min a 4°C, y el Et Nb  

se almacenó a -20°C. La concentración del Et Nb se describió como el equivalente de parásitos/mL (Eq/mL) para 

todos los experimentos. Para continuar el ciclo de vida del parásito se inocularon intradérmicamente 500 L3 de N. 

brasiliensis por rata. 

 

OBTENCIÓN DEL EXTRACTO TOTAL DE LA LARVA MUSCULAR DE Trichinella spiralis 

El Et Ts se obtuvo siguiendo el método descrito por Parkhouse y cols. (1981). Un paquete de 1 mL de la LM de T. 

spiralis se resuspendió en un volumen de amortiguador de Trisma-base 10 mM, pH 8.3 (Sigma Co., MO) 

conteniendo los inhibidores de proteasas: N-α-p tosil-L-lisina clorometil cetona (TLCK) 50 µg/mL diluído en 

etanol, fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF) 25 µg/mL diluído en isopropanol y L-1-tosilamida-2-fenil etilclorometil 

cetona (TPCK) 174 µg/mL diluído en agua. Los inhibidores empleados fueron de Sigma Co. (MO). 

Los parásitos se homogenizaron durante 20 min a 4°C con un homogenizador manual (Potter Wheaton, USA). 

Posteriormente, se agregó deoxicolato de sodio (DOC, Sigma Co., MO) al 2% homogenizando los parásitos y 

dejándolos reposar durante 20 min. Pasado este tiempo se homogenizaron nuevamente otros 20 min. El Et Ts se 
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obtuvo mediante centrifugación a 600 g durante 30 min a 4°C y se almacenó a -20°C. El ET así obtenido se 

utilizó para la purificación de los antígenos TSL-1. 

La cuantificación de las proteínas se realizó mediante el método de Lowry y cols. (1951) con algunas 

modificaciones. En la cuantificación del ET obtenido con DOC, la curva estándar se preparó con albúmina sérica 

bovina (ASB, Sigma Co., MO) a diferentes concentraciones, añadiéndose DOC a una concentración final de 2 %. 

 

PURIFICACIÓN DE LOS ANTÍGENOS TSL-1 DE LA LARVA MUSCULAR DE Trichinella spiralis  

La purificación de los antígenos TSL-1 de la LM de T. spiralis se realizó mediante una columna de afinidad 

empleando el anticuerpo monoclonal NIM-M1 (proporcionado por la Dra. Guadalupe Ortega Pierres), acoplado a 

Sefarosa 4B (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia), de acuerdo al protocolo descrito por Parkhouse 

(1984). El anticuerpo monoclonal NIM-M1 reconoce principalmente cuatro antígenos de superficie de la larva 

muscular de 47, 52, 67 y 72 kDa, así como tres antígenos de 52, 67 y 72 kDa, presentes en los productos de E/S 

del parásito (Arriaga y cols., 1989). 

Para la preparación de la columna, se tomó un volumen de 5 mL de Sefarosa 4B-anticuerpo monoclonal NIM-M1 

y se empacó en una columna (Bio Rad, CA) de 1.3 x 30 cm. La columna de afinidad se lavó con un volumen de 

agua y un volumen de amortiguador alkali-strip pH 11.3 (365 µl de dietilamina 50 mM, deoxicolato de sodio 2%, 

pH a 11.3, 100 mL) y se equilibró con varios volúmenes de amortiguador de columna pH 8.3 (Tris-HCI 20 mM, 

deoxicolato de Sodio 0.5 %, pH a 8.3, 100 mL) hasta que el pH de la resina fuera de 8.3. 

Posteriormente, 20 mg del Et Ts se centrifugaron a 600 g durante 10 min para descartar precipitados que 

pudieran interferir con la cromatografía de afinidad. El sobrenadante se filtró 2 veces, la primera mediante un filtro 

de 0.45 um y la segunda con un filtro de 0.22 um (Micropore, MA) y se pasó por la columna tres veces la resina 

se lavó con el amortiguador de columna hasta que la densidad óptica (DO) de las fracciones colectadas fuera de 

0.0, a 280 nm en un espectrofotómetro (DU-65, Beckman, USA). La elusión del antígeno adherido a la columna 
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se llevó a cabo en condiciones de pH básico empleando dos tipos de amortiguadores pre-strip y alkali-strip (pre-

strip: glicina 50 mM, deoxicolato de sodio 2%, pH a 9.3, 100 mL y alkali-strip: 365 µl de dietilamina 50 mM, 

deoxicolato de sodio 2%, pH a 11.3, 100 mL). El cambio de amortiguador se realizó cuando la DO de las 

fracciones colectadas fuera muy cercana a cero. El material eluído se colectó en fracciones de 0.5 mL y la 

cantidad de proteínas se evaluó en espectrofotométro a 280 nm. Las fracciones eluidas con alkali-strip que 

contenían proteína se ajustaron a un pH de 8.3 con una solución de Tris-HCI (Sigma Co., MO) 1M. Al término de 

la elución la columna se reconstituyó con dos volúmenes de amortiguador de columna, dos volúmenes de agua 

bidestilada y con amortiguador PBS hasta que el pH de la resina fuera igual al de este último. El gel se preservó 

en PBS-azida de sodio al 0.1% a 4°C. De acuerdo al patrón de elución, las fracciones que contenían proteína se 

juntaron y se dializaron extensivamente contra una solución de Tris-HCI 20 mM pH 8.3. La concentración de 

proteínas de las fracciones pre-strip y alkali-strip colectadas se determinó por el método de Lowry y cols. (1951) 

modificado. En algunos casos se requirió concentrar las muestras para lo cual se utilizó Acuazide (Calbiochem, 

CA). Las muestras se analizaron electroforéticamente. 

 

DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS EN LOS ANTÍGENOS TSL-1 

Para la determinación de proteínas se utilizó el método de Lowry y cols. modificado (1951). Se prepararon las 

siguientes soluciones: sulfato de cobre heptahidratado (Merck, México) al 0.5% (solución A), carbonato de sodio 

(J. T. Baker, México) al 2% en hidróxido de sodio 0.1 N (solución B), tartrato de sodio y potasio (J. T. Baker, 

México) al 2% (solución C), se mezcló un volumen de la solución A con un volumen de la solución C (solución D) 

y cincuenta volúmenes de la solución B con un volumen de la solución D (solución E). Después, se preparó una 

curva patrón de ASB. Una vez que se depositó la solución de ASB o de los antígenos del parásito se agregó un 

volumen de agua destilada y 2.5 mL de la solución E. Se mezcló el contenido de cada tubo y la mezcla se incubó 

durante 10 min a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, a cada tubo se le agregaron 250 µL de Folin-
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Ciocalteu (Sigma Co., MO) diluído 1:2 con agua bidestilada y 500 µL de SDS (Bio-Rad, CA) al 5% y se agitó en 

vortex dejándolos reposar durante 30 min a TA. Posteriormente la DO se leyó a 750 nm en un espectrofotómetro 

(DU-65, Beckman, USA). La concentración del extracto total y de los antígenos TSL-1 se obtuvo mediante la 

interpolación de los valores de DO en la curva patrón de ASB que se elaboro con 10 a 100 µg de la proteína. 

 

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA BAJO CONDICIONES DESNATURALIZANTES (SDS-

PAGE) 

El análisis electroforético de las dos fracciones obtenidas por cromatografía de afinidad se realizó en geles de 

poliacrilamida-SDS al 10 % de acuerdo al método descrito por Laemmli (1970). A 10 µg de las proteínas 

purificadas se les añadió el amortiguador de muestra 5X y se hirvió durante 3 min adicionando 10 nM de β-

mercaptoetanol (Bio Rad, CA). Se empleó una cámara de electroforesis vertical miniprotean II (Bio Rad, CA). 

Para preparar los geles, la mezcla para el gel espaciador al 10 % (H2O 4.0 mL; acrilamida/bisacrilamida al 30%, 

3.3 mL; tris 1.5 M pH 8.8, 2.5 mL; SDS 10 %, 0.1 mL; persulfato de amonio 10%, 0.1 mL; TEMED 0.004 mL), se 

colocó entre los vidrios y después se agregó 1 mL de isopropanol para eliminar el menisco. Después de que el 

gel polimerizó, se lavó el gel espaciador con agua para eliminar el isopropanol y se colocó un peine de 10 pozos. 

Posteriormente se depositó la mezcla del gel concentrador al 5 % (H2O  3.4 mL; acrilamida/bisacrilamida al 30%, 

0.83 mL; tris 1 M pH 6.8, 0.63 mL; SDS al 10%, 0.05 mL; persulfato de amonio al 10%, 0.05 mL; TEMED 0.005 

mL), dejándose polimerizar por 45 min. La separación electroforética se realizó inicialmente a 100 V con 

amortiguador de corrida Tris-glicina (Trisma base  3.0 g, glicina 14.4 g, pH 8.3 y 5.0 mL de SDS al 20%, 1 L) 

hasta que penetraron las muestras al gel espaciador y después se aumentó el voltaje a 120 V para la separación 

de las proteínas. 

En el análisis electroforético de las proteínas se incluyeron marcadores de alto y bajo peso molecular (Bio Rad, 

CA): miosina (200 kDa), β-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa B (97 kDa), albúmina sérica (66 kDa), 
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ovoalbúmina (45 kDa), anhidrasa carbónica (31 kDa), inhibidor de tripsina (21 kDa), lisozima (14 kDa), aprotinina 

(6 kDa). Los geles se tiñeron con azul de Coomassie al 0.1 % con agitación constante por 15 min a TA y después 

se destiñeron por 30 min con una solución de metanol (metanol al 30 %, ácido acético al 10 %). 

 

DETECCIÓN DE ENDOTOXINA EN LOS ANTÍGENOS TSL-1 

Para la evaluación de la presencia de endotoxina en los antígenos TSL-1 se utilizó el estuche de Lit E-Toxate 

(Limulus amebocyte lysate)(Sigma Co., MO). En este equipo se utilizó un estándar de endotoxina (4000 EU/mL) y 

se elaboraron diluciones seriadas. Se marcaron 9 tubos de vidrio de 5 mL, los cuales previamente se lavaron 

exhaustivamente y se enjuagaron varias veces con agua desionizada estéril. Posteriormente, los tubos 

esterilizados por autoclave durante 1 h a 171°C se dejaron secar en el horno durante 3 h a 80°C. Los tubos A y B 

fueron utilizados para los antígenos TSL-1 (200 ng/mL), el tubo C se incluyó como testigo, los tubos D, E, F, G, H 

e I contenían diferentes concentraciones de endotoxina 0.5, 0.25, 0.125, 0.06, 0.03, 0.015 EU/mL, fueron 

utilizados para determinar la sensibilidad de la solución de trabajo del Lit E-Toxate y también sirvieron como  

positivos. Las soluciones con los antígenos TSl-1 y con la endotoxina se colocaron directamente en la base de los 

tubos. La solución de trabajo se agregó a cada uno de los tubos, permitiendo que fluyera por la pared del tubo.  

Después se mezcló el contenido de los tubos y se cubrieron las bocas de los tubos con parafilm y con papel 

aluminio y se incubaron por 1 h a 37°C, sin agitar y en una superficie plana. 

Para la interpretación de los resultados del ensayo de Lit E-Toxate, después de la incubación de 1 h los tubos 

se sacaron de la incubadora y se invirtieron 180° lentamente, para observar si existía polimerización de la 

mezcla. La prueba positiva fue la formación de un gel duro que permitiera la inversión completa del tubo sin que 

se rompiera el gel. Los geles suaves, la turbidez, el incremento en la viscosidad y el líquido claro se consideraron 

negativos. La sensibilidad del ensayo de Lit E-Toxate® fue de <0.1 EU/mL.  
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AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE CÉLULAS CEBADAS DE PERITONEO DE RATA  

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague Dawley de aproximadamente 250g que se mantuvieron en cajas 

con tapas con filtro en cuartos aislados para minimizar las infecciones oportunistas. Las ratas se alimentaron e 

hidrataron en condiciones ad libitum en ciclos de 12 h luz-12 h oscuridad (0700-1900). Los procedimientos 

experimentales utilizados fueron aprobados por el Comité para el cuidado y uso de animales de laboratorio, de 

acuerdo a los lineamientos del Canadian Council on Animal Care y por el Instituto Mexicano del Seguro Social.  

Los animales se sacrificaron por dislocación cervical y se procedió a desprender la piel, para exponer el músculo 

por medio de un corte longitudinal sobre el abdomen y se inyectaron dentro de la cavidad peritoneal 20 mL de 

amortiguador Hepes-Tyrode (AHT) pH 7.4 (HEPES 1.43 g, NaCl 4.0 g, D-glucosa 0.5 g, KCI 0.10 g, CaCl2  0.074 

g, ASB 0.5 g, NaH2PO4  0.03 g, pH a 7.4, 500 mL), seguido de un masaje suave en el abdomen. En seguida se 

hizo una incisión en la línea media y se colectó el amortiguador con una pipeta de transferencia (ELKAY 

Labsystems, Inc. Finlandia), y se depositó el fluido en un tubo cónico de 50 mL (Corning Costar, NY) en hielo. 

Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 150 g durante 5 min a 4°C. El paquete celular resultante se 

resuspendió en 5 mL de AHT, para formar una suspensión celular que se agregó a un gradiente discontinuo 30%-

80% de percoll (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia), el cual se centrifugó durante 20 min a 220 g a 

4°C según el protocolo descrito por Lee y cols. (1985). Las células cebadas de peritoneo se recuperaron y 

lavaron con 40 mL de AHT mediante centrifugación durante 5 min a 150 g y se resuspendieron en 2 mL de AHT. 

Se realizó la cuantificación de la viabilidad y la pureza mediante los colorantes de exclusión azul de tripan (0.4 % 

en PBS) y azul de toluidina (0.5 % en H2O), respectivamente. Las células cebadas de peritoneo se dejaron 

estabilizar con 20 mL de AHT, durante 2 h a 4°C. Una vez estabilizadas, las células cebadas de peritoneo se 

lavaron con AHT, se contaron y se procedió a estimularlas con las diferentes concentraciones de los antígenos 

TSL-1, sustancia P (Sigma, Co., MO), ionóforo de calcio A23187 (Sigma, Co., MO), compuesto 48/80 (Sigma, 

Co., MO) y con el Et Nb. Sólo las células cebadas de peritoneo con viabilidad y pureza de alrededor del 98% se 
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utilizaron en los experimentos; la población celular contaminante de aproximadamente el 2% fue principalmente 

de linfocitos pequeños. 

 

ESTIMULACIÓN DE CÉLULAS CEBADAS DE PERITONEO DE RATA  

En tubos Eppendorf de 0.5 mL se depositaron 25x103 células cebadas de peritoneo de ratas no sensibilizadas en 

presencia de diferentes concentraciones de los antígenos TSL-1. Los tubos se incubaron durante 10 min a 37°C 

en presencia de CO2 al 5%. Posteriormente, se colocaron los tubos en hielo durante 5 min y se centrifugaron a 

150 g durante 5 min a 4°C. El sobrenadante obtenido se transfirió a tubos Eppendorf. En estos ensayos, se 

incluyeron como controles negativos a las células cebadas de peritoneo sin tratamiento (liberación espontánea) y 

como controles positivos a las células cebadas de peritoneo en presencia de secretagogos conocidos: sustancia 

P (10 µM) y ionóforo de calcio A23187 (2.5 µM). También, se incluyeron células cebadas de peritoneo de ratas 

no infectadas ó infectadas con N. brasiliensis estimuladas con el Et Nb equivalente a 10 parásitos/mL.  

 

ANÁLISIS DE LA ACTIVACIÓN DE CCP TRATADAS CON DIFERENTES SECRETAGOGOS EMPLEANDO LA 

INCORPORACIÓN DE ROJO DE RUTENIO   

La incorporación de rojo de rutenio (RR) es un parámetro rápido y específico de la activación y la desgranulación 

de las células cebadas de peritoneo de rata. Una vez que se las células se activan, se fusionan los gránulos 

secretores y el RR se pega a la heparina expuesta en la superficie celular, lo que permite la visualización del 

proceso de exocitosis en tiempo real (Travis y cols., 2000). Sólo las células cebadas activadas incorporan el rojo 

de rutenio. En estos ensayos se emplearon 25 x103 CCP en 200 µL de AHT en presencia del colorante rojo de 

rutenio (Sigma Co., MO) a una concentración final de 0.005% en los pozos de una placa de cultivo celular y se 

dejaron en contacto con el colorante durante 5 min. Se incluyeron células cebadas de peritoneo previamente 

tratadas con anti-DNP (1 µg/mL) durante 2 h a 37°C.  Posteriormente, se adicionaron los siguientes secretagogos 



 42 

en cada uno de los pozos de la placa: antígenos TSL-1 (30 ng/mL), ionóforo de calcio A23187 (2.5 µM), 

compuesto 48/80 (1 µg/mL) y a las células cebadas de peritoneo tratadas con IgE anti-DNP se les añadió DNP-

HAS (50 ng/mL). La incubación con los diferentes secretagogos fue de 30 min a 37°C. Como controles negativos 

de activación se incluyeron células cebadas de peritoneo en presencia solo del rojo de rutenio en AHT. Una vez 

transcurrido el tiempo de incubación se evaluó al microscopio óptico la activación de las células cebadas de 

peritoneo por los diferentes secretagogos al incorporar el colorante rojo de rutenio. Los resultados se presentan 

como el porcentaje de células teñidas determinadas en 3 experimentos independientes. 

 

CUANTIFICACIÓN DE HISTAMINA LIBERADA POR CÉLULAS CEBADAS DE PERITONEO  

La liberación de histamina, se midió con el ensayo fluorométrico descrito por Shore y cols. (1959) con algunas 

modificaciones. En este ensayo se utilizaron los sobrenadantes y los precipitados celulares obtenidos de las 

células cebadas de peritoneo estimuladas con diferentes concentraciones de los antígenos TSL-1. Para esto, los 

precipitados de las células cebadas se resuspendieron en 200 µl de AHT y los tubos se hirvieron durante 10 min, 

colocándose posteriormente en hielo. A todos los tubos que contenían sobrenadantes y los precipitados celulares 

se les agregó 20 µL de ácido tricloracético (Boehinger Manheim, Alemania) al 25%, se agitaron, se incubaron 10 

min y se centrifugaron a 600 g 10 min. Se transfirieron 190 µL del  sobrenadante de cada tubo en una placa 

Fluoro Nunc MaxiSorb (Nunc, Inc. Dinamarca). Se agregaron 20 µL de NaOH 4N (J. T. Baker, México), se agito 

lentamente 5 min, se agregó a cada pozo 50 µL del o-ftaldialdehído (Sigma, Co., MO, 1.3 mg/mL de metanol 

grado espectrofluorométrico; Sigma Co., MO) y se agitaron lentamente durante 4 min. Para completar la reacción 

se agregaron 26 µL de HCI 3N (Merck, México) a cada pozo y se continuó agitando durante 20 min adicionales. 

El volumen final por pozo fue de 286 µL. Con esto se formó un producto fluorescente estable a pH ácido cuya 

intensidad se determinó en un espectrofluorómetro Fluoroskan II (Lab. System, Finlandia), usando un juego de 
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filtros de emisión a 430 nm y de excitación a 360 nm. Los porcentajes de histamina liberada se calcularon 

utilizando la siguiente fórmula:  

% de histamina liberada =DO sobrenadante/Total (DO sobrenadante+DO precipitados celulares) X 100 

La liberación espontánea de histamina se obtuvo a partir de las células cebadas de peritoneo en presencia del 

AHT. 

 

CUANTIFICACIÓN DE  β-HEXOSAMINIDASA LIBERADA POR CÉLULAS CEBADAS DE PERITONEO 

La actividad de la enzima β-hexosaminidasa se midió de acuerdo a lo descrito por Cromwell y cols. (1991). En 

este ensayo, al igual que con el de la determinación de histamina liberada, se utilizaron los sobrenadantes y los 

precipitados obtenidos de las células cebadas de peritoneo estimuladas con cada una de las diferentes 

concentraciones de los antígenos TSL-1 y de los controles positivos y negativos (liberación espontánea). Los 

precipitados de las células cebadas de peritoneo se resuspendieron en 200 µL de AHT y se llevaron a cabo 3 

ciclos de congelación/descongelación, centrifugándose posteriormente 10 min a 220 g a 4°C. Posteriormente, se 

tomaron 50 µL del sustrato fluorescente 4-metilumbeliferil N-acetil-B-D-glucosamida (Sigma, Co. USA) (sustrato 

4-metilumbeliferil N-acetil-B-D-glucosamida 37.94 mg/mL de DMSO el cual se agregó posteriormente a 99 mL de 

amortiguador de citratos 0.2 M, pH 4.5) y se agregaron a los pozos de las placas Fluoro Nunc MaxiSorb (Nunc, 

Inc. Dinamarca). Así mismo, se adicionaron 50 µL de las muestras de los sobrenadantes y los precipitados 

celulares y se incubó durante 2 h a 37°C. Transcurrido ese tiempo, se detuvo la reacción mediante la adición de 

100 µL de Tris base 0.2 M , la intensidad de fluorescencia se determinó en un espectrofluorómetro Fluoroskan II 

(Lab. System, Finlandia), a una emisión de 450 nm y excitación de 356 nm. Los resultados se expresaron como 

porcentajes de actividad de la enzima mediante la fórmula descrita previamente para la determinación de 

histamina liberada.  
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CINÉTICA DE SECRECIÓN DE HISTAMINA INDUCIDA POR LOS ANTÍGENOS TSL-1 Y LOS DIFERENTES 

SECRETAGOGOS 

Se incubaron células cebadas de peritoneo de ratas no infectadas (25x103) a diferentes tiempos en presencia de 

los antigenos TSL-1 (30 ng/mL)  y de la sustancia P (10 µM). La activación se interrumpió depositando los tubos 

en hielo, y posteriormente separando las fracciones solubles y particuladas a 150 g durante 5 min a 4°C. La 

determinación de histamina se realizó como se mencionó antes. En estos ensayos se incluyó un sistema 

dependiente de IgE, para lo cual las células cebadas de peritoneo de ratas infectadas con N. brasiliensis se 

incubaron con 10 Eq/mL del Et Nb. Los valores máximos de histamina se determinaron de acuerdo a cada 

secretagogo, tomando el valor porcentual más alto de la liberación de histamina como el 100% y los valores 

obtenidos en la cinética ajustados a este 100 %. 

  

EFECTO DE LA TOXINA DE Bordetella pertussis EN LA LIBERACIÓN DE HISTAMINA POR CÉLULAS 

CEBADAS DE PERITONEO ESTIMULADAS CON LOS ANTÍGENOS TSL-1  

Con el objeto de evaluar si en la activación de las células cebadas de peritoneo por los antígenos TSL-1 está 

involucrado un sistema de proteínas G sensible a la toxina de B. pertussis, se analizó el efecto del tratamiento de 

25x103 células cebadas con diferentes concentraciones de la toxina (1-100 ng/mL, Sigma, Co., USA) durante 2 h 

a 37°C, siguiendo el protocolo recomendado por Bueb y cols. (1990). Después de incubar con la toxina, las 

células cebadas se centrifugaron a 150 g por 5 min y se lavaron 3 veces con 1 mL de AHT. Posteriormente se 

incubaron con los antígenos TSL-1 (30 ng/mL) durante 10 min a 37°C. Las reacciones se terminaron por 

centrifugación a 220 g 5 min y se separaron los precipitados celulares de los sobrenadantes. Como controles se 

incluyeron células cebadas incubadas con la toxina pero sin estímulo (liberación espontánea) y células cebadas 

incubadas con la toxina en presencia de la sustancia P (10 µM). Con objeto de obtener información del efecto de 

la toxina en un sistema dependiente de IgE se incluyeron células cebadas de peritoneo obtenidas de ratas 
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sensibilizadas con N. brasiliensis y tratadas con 10 Eq/mL del Et Nb. La determinación de histamina se realizó 

como se mencionó con anterioridad.   

 

EFECTO DE LA NEURAMINIDASA V EN LA LIBERACIÓN DE HISTAMINA POR CÉLULAS CEBADAS DE 

PERITONEO ESTIMULADAS CON LOS ANTÍGENOS TSL-1.  

Para evaluar si los antígenos TSL-1 reconocen residuos de ácido siálico (ácido n-acetilneuramínico) en la 

superficie de las células cebadas de peritoneo, se analizó el efecto del tratamiento previo con diferentes 

concentraciones de neuraminidasa V. Para lo anterior se incubaron 25x103 células cebadas de peritoneo con 

neuraminidasa V (0.01-0.1 U/mL, Sigma, Co., MO) durante 1 h a 37°C, siguiendo el protocolo recomendado por 

Coleman y cols. (1986). Después de que las células cebadas de peritoneo se incubaron con la neuraminidasa V, 

se lavaron 3 veces con 1 mL de AHT y se incubaron con los antígenos TSL-1 (30 ng/mL), durante 10 min a 37°C. 

Las reacciones se terminaron por centrifugación a 220 g durante 5 min y se separaron las fracciones solubles y 

particuladas. Como controles se incluyeron células cebadas de peritoneo incubadas con la neuraminidasa V pero 

sin estímulo (liberación espontánea) y células cebadas de peritoneo tratadas con neuraminidasa V e incubadas 

con la sustancia P (10 µM). Además, con objeto de obtener información en un sistema dependiente de IgE, se 

incluyeron células cebadas de peritoneo obtenidas de ratas sensibilizadas con N. brasiliensis incubadas con la 

enzima en presencia de 10 Eq/mL del Et Nb. La determinación de histamina se realizó como se mencionó con 

anterioridad. 

 

ANÁLISIS DEL ESTALLIDO RESPIRATORIO EN CÉLULAS CEBADAS ACTIVADAS CON LOS ANTÍGENOS 

TSL-1 

Un proceso importante en la activación de las células cebadas es el estallido respiratorio, por lo cual se evaluó la 

actividad de la NADPH oxidasa siguiendo el protocolo descrito por Vowells y cols. (1995), basado en la oxidación 
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de dihidroxirodamina (DHR) 123, originalmente descrito para granulocitos. Para lo cual, 0.5-1x106 células 

cebadas de peritoneo se incubaron con 50 µM DHR 123 (Molecular Probes Inc., OR) a TA durante 10 min. 

Posteriormente, las células cebadas de peritoneo se incubaron con 1 µg/mL del ionofóro de calcio A23187, ó con 

30 ng/mL de los antígenos TSL-1, o una combinación de ambos, durante 10 min a TA. Después de la 

estimulación, las especies de oxígeno reactivo (ROS) producidas por las células cebadas de peritoneo 

provocaron la oxidación del colorante no fluorescente DHR 123 a rodamina 123 fluorescente. La señal 

fluorescente de rodamina 123 emitida por las células estimuladas se midió en 1x104 células mediante el FACScan 

(Becton Dickinson, CA). En algunos experimentos, las células cebadas de peritoneo se preincubaron durante 15 

min a TA con L-NAME (N-nitro-L-arginina metil ester; Sigma Co., MO) un inhibidor de la oxido nítrico sintasa a 

una concentración de 10  µM y se estimularon posteriormente con 1 µg/mL de A23187 o con 30 ng/mL de los 

antígenos TSL-1 ó la combinación de los dos. Las células incubadas con DHR y L-NAME se utilizaron como 

control de fluorescencia de fondo en la ausencia de estímulo.  

 

MOVILIZACIÓN DE CALCIO INTRACELULAR MEDIANTE LA ESTIMULACIÓN DE CÉLULAS CEBADAS DE 

PERITONEO POR LOS ANTÍGENOS TSL-1 

Como parte del análisis de la activación de las células cebadas de peritoneo por los antígenos TSL-1, se 

determinó si existe flujo de calcio durante la activación de las células, siguiendo el protocolo descrito por 

Niyonsaba y cols. (2001). Para lo cual, se incubaron 0.5-1x106 células cebadas de peritoneo con 4 µM del 

fluorocromo FURA 2AM (Molecular Probes Inc., OR) durante 30 min a 37°C. Las células se lavaron tres veces 

con 1 mL de AHT y se dejaron reposar durante otros 30 min. Después del periodo de incubación, las células 

cebadas de peritoneo se depositaron en la celda del fluorómetro que contenía un imán pequeño y que permitía el 

mezclado lento y constante de las células cebadas de peritoneo mediante el sistema de fluorescencia PTI 

(Photon Techonology International, NJ) versión 1.4 empleando el análisis con el programa FELIX. Las células 
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cebadas de peritoneo se mantuvieron en la cubeta del fluorómetro durante 20 min a 37°, se agregaron 30 ng/mL 

de los antígenos TSL-1 y se incubó 10 min con agitación y temperatura constante. Posteriormente, se agregó 1 

µg/mL del compuesto 48/80 y se incubó durante 10 min adicionales (control positivo). Paralelamente se 

realizaron experimentos en los cuales se utilizaron células cebadas de peritoneo obtenidas de ratas infectadas 

con T. spiralis, las cuales también se estimularon con 30 ng/mL de los antígenos TSL-1. Además se realizaron 

experimentos utilizando el modelo de N. brasiliensis dependiente e independiente de IgE. Los resultados 

obtenidos se determinaron a partir de la proporción de fluorescencia máxima y mínima mediante la adición de 

Tritón X-100 (0.4 %) y 0.9 M EGTA /10 mM Tris pH 8.8, respectivamente. Los valores de fluorescencia se 

obtuvieron a una excitación de 340 nm y 380 nm y la emisión a 510 nm, colectándose cada segundo. Los 

resultados se expresaron como concentración de calcio intracelular calculada por la fórmula de Grynkiewicz  y 

cols, (1985), que es [Ca2+ ]i= Kd(R-Rmin/ Rmax-R)(Ff2/Fb2) donde Kd es la constante de unión para FURA 2AM, 

R es la proporción de fluorescencia para el tratamiento, Rmin es la proporción mínima de la fluorescencia a 340 y 

380 nm, Rmax es la proporción máxima de la fluorescencia a 340 y 380 nm, Ff2 es la fluorescencia a 340 nm del 

FURA 2AM libre, Fb2 es la fluorescencia a 340 nm del FURA 2AM unido a calcio intracelular. 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos obtenidos se presentan como la media ± error estándar. Las diferencias se evaluaron por ANOVA de 

dos vías y por la prueba de comparaciones múltiples de Dunnet (Zar, 1994). 
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RESULTADOS 

ANÁLISIS ELECTROFORÉTICO DE LOS ANTÍGENOS TSL-1  

A partir de 20 mg del Et Ts de las larvas musculares de T. spiralis se purificaron los antígenos TSL-1 mediante 

cromatografía de afinidad, empleando al anticuerpo monoclonal NIM-M1. Las fracciones obtenidas con los dos 

amortiguadores empleados se concentraron y se analizaron por electroforésis. Se obtuvieron 5 proteínas con 

pesos moleculares de 47, 52, 67, 72 y 105 kDa (Fig. 4)  que corresponden a los antígenos (TSL-1) previamente 

mostrados por Ortega-Pierres y cols. (1989). Las 5 proteínas obtenidas en la fracción alkali strip se utilizaron en 

los ensayos de estimulación de células cebadas de peritoneo de rata. 

Figura 4. Análisis electroforético de los antígenos TSL-1 en geles de poliacrilamida-SDS al 10 % bajo condiciones desnaturalizantes. Los 

antígenos TSL-1 se purificaron mediante cromatografía de afinidad empleando al anticuerpo monoclonal NIM-M1 acoplado a Sefarosa 

4B. Se muestran los antígenos TSL-1 purificados de la fracción alkali-strip. 
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CUANTIFICACIÓN DE ENDOTOXINA PRESENTE EN LOS ANTÍGENOS TSL-1 

La presencia de endotoxina en los antígenos TSL-1 se evaluó mediante el estuche de Lit E-Toxate. Los 

resultados indicaron la presencia de menos de 0.015 UE/mL, que se considera como valor negativo de acuerdo a 

las instrucciones del mismo. Este resultado fue reproducible en tres experimentos realizados por duplicado cada 

uno. 

 

AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE CÉLULAS CEBADAS DE PERITONEO DE RATA 

El uso de gradientes discontinuos de Percoll (30% -80%) para el aislamiento de células cebadas de peritoneo de 

ratas infectadas y células cebadas de peritoneo de ratas no infectadas dio un valor promedio de 

aproximadamente 1x106 células cebadas de peritoneo/rata no infectada y de aproximadamente 2x106 células 

cebadas de peritoneo/rata infectada. La pureza con la que se obtuvieron las células fue del 99 % y la viabilidad 

promedio fue del 98 % en ambos casos. Las células cebadas de peritoneo que se obtenían con valores menores 

del 95 % de viabilidad o de pureza se desecharon y las preparaciones celulares que mostraron al microscopio 

presencia de desgranulación no fueron utilizadas en los ensayos de activación.  

 

ESTIMULACIÓN DE CÉLULAS CEBADAS DE PERITONEO POR ANTÍGENOS TSL-1 E INCORPORACIÓN DE 

ROJO DE RUTENIO 

La utilización del rojo de rutenio (RR) permitió determinar la activación de las células cebadas de peritoneo por los 

antígenos TSL-1.  El porcentaje promedio de las células cebadas de peritoneo que se activaron con los antígenos 

TSL-1 (30 ng/mL) fue 30 ± 7 % (Fig. 5A). Los valores obtenidos para los controles positivos fueron de 85 ± 8 % 

para el ionóforo de calcio A23187 (Fig. 5B), 95 ± 2 % para el compuesto 48/80 (Fig. 5C) y 92 ± 11 % para el 

IgE/anti IgE (Fig. 5D). En el control negativo de células cebadas de peritoneo sin tratamiento sólo se activó el 6 ± 

6 % de células cebadas (Fig. 5E). El porcentaje de las células cebadas de peritoneo teñidas con el rojo de rutenio 

posterior al tratamiento con los antígenos TSL-1 fue significativamente diferente del control negativo (p <0.01).  
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Figura 5. Células cebadas de peritoneo de ratas no sensibilizadas  estimuladas con diferentes secretagogos. Se preincubaron las CCP 

con 0.005% de rojo de rutenio durante 5 min y posteriormente se adicionaron 30 ng/mL de los antígenos TSL-1 (A, barra blanca), 2.5 µM 

de ionofóro de calcio A23187 (B, barra punteada), 1 µg/mL del compuesto 48/80 (C, barra negra) ó 1 µg/mL de anti-IgE (D, barra con 

líneas diagonales) a 37°C por 30 min. Las células cebadas de peritoneo incubadas con el colorante rojo de rutenio sin tratamiento se 

usaron como controles negativos (E). Esta figura es representativa de tres experimentos independientes realizados por duplicado (*p 

=0.01). 
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CUANTIFICACIÓN DE HISTAMINA Y β-HEXOSAMINIDASA LIBERADA POR CÉLULAS CEBADAS DE 

PERITONEO ESTIMULADAS CON LOS ANTÍGENOS TSL-1 

Con la finalidad de examinar la capacidad de los antígenos TSL-1 para estimular a las células cebadas de 

peritoneo no sensibilizadas, las células se trataron con diferentes concentraciones de los antígenos TSL-1 y se 

determinó la liberación de histamina y β-hexosaminidasa mediante ensayos de fluorometría. En la figura 6A se 

muestran los valores promedio de histamina liberada por células cebadas de peritoneo de ratas normales, no 

infectadas con el parásito, estimuladas con diferentes concentraciones (1-100 ng/mL) de los antígenos TSL-1 de 

T. spiralis. Los máximos niveles de histamina liberados se observaron a 30 ng/mL (30 ± 5.3 %, n=13). En estos 

ensayos se incluyó como control positivo al ionóforo de calcio A23187 (2.5 µM), observándose una liberación de 

histamina del 70 ± 2.8 % y como control negativo células cebadas de peritoneo no estimuladas, obteniéndose la 

liberación espontánea de aproximadamente 6 ± 0.4 %. Así mismo, se incluyeron células cebadas de peritoneo de 

rata no sensibilizadas tratadas con el Et Nb, mostrándose que la respuesta de histamina liberada por estos 

antígenos no es diferente a la histamina liberada espontaneamente (6 ± 2 %), sin embargo, si se indujo la 

liberación de histamina por las células cebadas sensibilizadas con el parásito, incubadas con el Et Nb (32 ± 8 %). 

La prueba estadística de comparación múltiple de Dunnet mostró que la histamina liberada obtenida a 5, 10 y 30 

ng/mL de los antígenos TSL-1 fue estadísticamente significativa con respecto a la liberación espontánea. Por lo 

tanto en los experimentos subsecuentes se usaron 30 ng/mL de los antígenos TSL-1 para analizar los 

mecanismos de activación de células cebadas de peritoneo. Al determinar la liberación de β-hexosaminidasa por 

células cebadas de peritoneo estimuladas con los antígenos TSL-1 se observó que a diferencia de la secreción 

de histamina, los antígenos TSL-1 no indujeron la liberación de esta molécula (Fig. 6B) pues los valores obtenidos 

fueron similares a los obtenidos con las células cebadas de peritoneo controles (3 ± 0.3 %, n=8). Sin embargo, se 

observó la liberación de β-hexosaminidasa por las células cebadas de peritoneo tratadas con el ionóforo de calcio 
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A23187 (2.5 µM) y por células cebadas de peritoneo sensibilizadas con N. brasiliensis estimuladas con el Et Nb  

(10 Eq/mL) con 64 ± 6  % y 68 ± 8 % respectivamente (n=8). 

Figura 6. Media ± error estándar de la secreción de histamina (A, barras grises) y β-hexosaminidasa (B, barras negras) por células 

cebadas de peritoneo de ratas no sensibilizadas activadas con los antígenos TSL-1. Las células cebadas de peritoneo se incubaron con 

diferentes concentraciones (1-100 ng/mL) de los antígenos TSL-1 a 37°C durante 10 min. Se muestran los resultados obtenidos en la 

liberación espontánea (espont) de histamina (n=13; *p<0.05, ** p<0.01) y β-hexosaminidasa (n=8) por las células cebadas de peritoneo 

no sensibilizadas, así como de las expuestas a los antígenos de N. brasiliensis (no sen, 10 Eq/mL, barras con líneas verticales). 

También se muestran los resultados obtenidos por los controles positivos, células cebadas de peritoneo expuestas al ionóforo de calcio 

A23187 (2.5 µM, barras con líneas diagonales) y células cebadas de peritoneo sensibilizadas con N. brasiliensis (sen, barras con líneas 

horizontales) y estimuladas con el antígeno homólogo.  
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Para descartar la posibilidad de la existencia de algún tipo de inhibidor en los antígenos TSL-1, que afectara la 

liberación de β-hexosaminidasa, se realizaron ensayos de activación de células cebadas de peritoneo 

estimuladas con diferentes concentraciones del ionóforo de calcio A23187 (0.02, 0.25 y 2.5 µM) en ausencia (Fig. 

7A) y en presencia de los antígenos TSL-1 (Fig. 7B). Los resultados mostraron que los porcentajes de β-

hexosaminidasa liberados con 0.02, 0.25 y 2.5 µM del ionóforo de calcio A23187, fueron del 13 ± 3 %, 74 ± 4 % y 

79 ± 4 % respectivamente y que en presencia de los antígenos TSL-1 los valores obtenidos fueron de 19 ± 16 %, 

75 ± 5 % y 72 ± 7 % respectivamente (n=3). Lo anterior sugiere que en efecto, los antígenos TSL-1 no inducen 

liberación de β-hexosaminidasa y que esto no es debido a la presencia de inhibidores. De manera paralela se 

evaluó la liberación de histamina y los resultados mostraron liberación de histamina en 24 ± 21 %, 86 ± 4 % y 84 

± 4 %, para las concentraciones de 0.02, 0.25 y 2.5 µM del ionóforo de calcio A23187 y 11 ± 3 %, 86 ±  2 % y 85 

±  3 % para 0.02, 0.25 y 2.5 µM del ionóforo de calcio A23187 y en presencia de 30 ng/mL de los antígenos TSL-

1 en ambos casos.  

Como control interno se evaluó la liberación de histamina y de β-hexosaminidasa en un modelo de activación 

dependiente de IgE con células cebadas de peritoneo sensibilizadas con N. brasiliensis y estimuladas con 

diferentes concentraciones (5, 10 y 20 Eq/mL) del Et Nb (Fig. 7C). La liberación de histamina fue del 23 ± 7 %, al 

32 ± 6 % (n=3) con las diferentes concentraciones. Los valores de liberación espontánea para histamina fueron 

del 6 ± 0.5 % y los valores del control positivo A23187 fueron del 85 ± 0.5 %. Con respecto a la liberación de β-

hexosaminidasa se observaron valores del 54 ± 7 % al 66 ± 4 % (n=3) con las concentraciones antígénicas 

usadas. Los resultados de liberación espontánea para β-hexosaminidasa fueron del 6 ± 0.3 % y los valores del 

control positivo A23187 fueron del 82 ±2 %. 
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Figura 7. Porcentaje de histamina (barras grises) y β-hexosaminidasa (barras negras) liberadas por células cebadas de peritoneo de 

ratas no sensibilizadas incubadas con diferentes concentraciones del ionóforo de calcio A23187 (0.02, 0.25, 2.5 µM) en ausencia (A) y 

en presencia de 30 ng/mL de los antígenos TSL-1 (B). (C) Secreción de histamina (barras grises) y β-hexosaminidasa (barras negras) 

liberadas por células cebadas de peritoneo de ratas infectadas con N. brasiliensis incubadas con diferentes concentraciones del Et Nb 

(5, 10 y 20 Eq/mL), se reporta también la liberación de histamina (barra con puntos) y β-hexosaminidasa (barra con lineas diagonales) 

en presencia del ionóforo de  calcio A23187 (2.5 µM) (**, p=0.01; *, p=0.05 con respecto al control).  
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CINÉTICA DE SECRECIÓN DE HISTAMINA POR CCP 

Se evaluó la cinética de secreción de histamina por las células cebadas de peritoneo tratadas con los antígenos 

TSL-1 y con el secretagogo sustancia P (10 µM) (Fig. 8), realizándose ensayos cinéticos. Los resultados de 

liberación de histamina por los antígenos TSL-1 fueron similares a los observados con la sustancia P, 

obteniéndose 94 y 100% respectivamente, con la liberación máxima de histamina los 10 seg. Como control de 

estimulación dependiente de IgE se incluyeron células cebadas de peritoneo de ratas infectadas con N. 

brasiliensis estimuladas con 10 Eq/mL del Et Nb, alcanzando 45 % y 84 % de liberación máxima de histamina a 

los 5 y 10 seg respectivamente. 

Figura 8. Media ± error estándar de la secreción de histamina por células cebadas de peritoneo de ratas no sensibilizadas activadas por 

los antígenos TSL-1 (■, 30 ng/mL) y sustancia P (□, 10 µM). Se incluyó un sistema de activación dependiente de IgE en el cual las 

células cebadas de peritoneo sensibilizadas por N. brasiliensis se estimularon con el antígeno homólogo (●, 10 Eq/mL). Se realizaron 5 

a 7 experimentos para cada secretagogo. Los valores obtenidos para los antígenos TSL-1 y la sustancia P son significativamente 

diferentes a los obtenidos para el modelo dependiente IgE con el Et Nb a 5 seg (*, p<0.05). Los valores máximos de histamina se 

determinaron de acuerdo a cada secretagogo, tomando el valor porcentual más alto de la liberación de histamina como el 100% y los 

valores obtenidos en la cinética ajustados a este 100 % de histamina liberada. 
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MODULACIÓN DE LA SECRECIÓN DE HISTAMINA POR EL TRATAMIENTO DE LAS CÉLULAS CEBADAS 

DE PERITONEO CON LA TOXINA DE Bordetella pertussis Y NEURAMINIDASA V  

Considerando que los antígenos TSL-1 activan a las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas con una 

cinética de activación similar a la de la sustancia P y que en la liberación de histamina inducida por la sustancia P 

se encuentra involucrado un sistema de proteínas G sensibles a la toxina de B. pertussis, se procedió a evaluar el 

efecto de la toxina en la secreción de histamina inducida por 30 ng/mL de los antígenos TSL-1. Como puede 

observarse en la figura 9 el tratamiento con diferentes concentraciones (1-100 ng/mL) de la toxina de B. pertussis 

inhibe la liberación de histamina por los antígenos TSL-1 de manera similar a sus efectos en la secreción de 

histamina inducida por la sustancia P. La máxima inhibición de histamina para los antígenos TSL-1 y la sustancia 

P ocurrió a los 100 ng/mL de la toxina de B. pertussis (con valores de 8 y 18 % de histamina liberada; inhibición 

del 73 ± 8.1 %, n=7 y 72 ± 5.7 %, n=10, respectivamente). Con las células cebadas de peritoneo de ratas 

sensibilizadas con N. brasiliensis la respuesta al Et Nb sólo alcanzó una inhibición máxima del 50 ± 5.1 % (14 % 

de histamina liberada; n=6). La magnitud de la inhibición en la secreción de histamina por la toxina de B. pertussis 

fue significativamente mayor para los antígenos TSL-1 y sustancia P que para la secreción inducida por N. 

brasiliensis (p<0.05).  

En vista de que la secreción de histamina inducida por la sustancia P es sensible a inhibición mediante la 

eliminación de los residuos de ácido siálico de la superficie celular mediante el tratamiento con neuraminidasa V, 

se evaluó el efecto de estos residuos en la activación de células cebadas de peritoneo por los antígenos TSL-1. 

Para esto se incubaron a las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas con diferentes concentraciones de 

neuraminidasa V (0.01 a 0.1 U/mL), posteriormente se lavaron y se expusieron a los antígenos TSL-1 (30 ng/mL) 

y ó a la sustancia P (10 µM). Los resultados (Fig. 10) muestran una inhibición de la liberación de histamina del 32 

± 2.2 % (13 % de histamina liberada; n=10) y 57 ± 6.3 % (44 % de histamina liberada; n=12) a 0.1 U/mL de 

neuraminidasa V,  para la sustancia P y los antígenos TSL-1 respectivamente.  
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Figura 9. Efecto del pretratamiento de las células cebadas de peritoneo con la toxina de Bordetella pertussis en la secreción de 

histamina inducida por los antígenos TSL-1 (■, 30 ng/mL), sustancia P (□, 10 µM) y un sistema de activación dependiente de IgE. 

Después del tratamiento de las células cebadas no sensibilizadas con la toxina de B. pertussis durante 2 h a 37°C, se incubaron con 

cada secretagogo durante 10 min a 37°C. Las células cebadas de peritoneo sensibilizadas con N. brasiliensis se pretrataron también 

con la toxina de B. pertussis y se estimularon con el antígeno homólogo (●, 10 Eq/mL). Los valores graficados son la media ± error 

estándar; n=6 a 10 experimentos para cada secretagogo. Los valores obtenidos para los antígenos TSL-1 y la sustancia P son 

significativamente diferentes a los obtenidos para el modelo dependiente IgE con los antígenos de N. brasiliensis (*, p<0.05). 
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Figura 10. Efecto del pretratamiento de las células cebadas de peritoneo con la enzima neuraminidasa V en la secreción de histamina 

por los antígenos TSL-1 (■, 30 ng/mL) y sustancia P (□, 10 µM). Después del tratamiento de las células cebadas no sensibilizadas con 

neuraminidasa V durante 1 h a 37°C, las células cebadas se lavaron y se incubaron con los secretagogos a 37°C por 10 min. Como 

control dependiente de IgE se incluyeron células cebadas de peritoeno de ratas sensibilizadas con N. brasiliensis que se pretrataron con 

neuraminidasa V y se estimularon con el antígeno homólogo (●, 10 Eq/mL). Los valores graficados son la media ± error estándar; n=10 

a 12 experimentos para cada secretagogo. Los valores obtenidos para los antígenos TSL-1 y la sustancia P son significativamente 

diferentes a los obtenidos para el modelo dependiente IgE con los antígenos de N. brasiliensis (*, p<0.05). 
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EVALUACIÓN DEL ESTALLIDO RESPIRATORIO POR LAS CÉLULAS CEBADAS DE PERITONEO 

EXPUESTAS A LOS ANTÍGENOS TSL-1 

Estudios previos han mostrado que las células cebadas de peritoneo generan especies de oxígeno reactivo 

intracelular una vez que las células cebadas se activan con ionofóro de calcio A23187 y que las ROS aumentan la 

liberación de histamina de las células cebadas de peritoneo (Niu y cols., 1996; Wolfreys y Oliveira, 1997). Para 

definir el espectro de efectos de los antígenos TSL-1 en las células cebadas de peritoneo, analizamos si los 

antígenos TSL-1 inducen la producción de ROS. En estos estudios, las células cebadas de peritoneo expuestas 

al ionóforo de calcio A23187 mostraron actividad oxidativa (IFM 148; Fig. 11B) mayor que las células cebadas de 

peritoneo no estimuladas (IFM 50, Fig. 11A). Sin embargo, no se observó estallido respiratorio en las células 

cebadas de peritoneo en presencia de los antígenos TSL-1 (Fig. 11C). En vista de que el óxido nítrico tiene un 

efecto inhibitorio en la producción de ROS en las células cebadas (Brooks y cols., 1999), se evaluó si los 

antígenos TSL-1 podrían inducir la producción de óxido nítrico que pudiera inhibir el estallido respiratorio. Para lo 

anterior, las células cebadas de peritoneo se preincubaron con el inhibidor de la óxido nítrico sintasa, L-NAME, y 

se determinó su actividad oxidativa en presencia de los antígenos TSL-1. Sin embargo, incluso en presencia del 

inhibidor, no fue posible medir estallido respiratorio en las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas 

expuestas a los antígenos TSL-1 (Fig. 11D). Tanto los antígenos TSL-1 como el ionóforo de calcio A23187 se 

aplicaron simultáneamente en algunos experimentos y los antígenos TSL-1 no inhibieron la respuesta del ionóforo 

de calcio A23187. 
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Figura 11. Análisis in vitro del estallido respiratorio mediante la evaluación de la actividad de la NADPH oxidasa por las células cebadas 

de peritoneo tratadas con dihidroxirodamina 123 (DHR 123). Se trataron 0.5-1x106 células cebadas de peritoneo con 50 µM de DHR 123 

durante 10 min a TA y posteriormente se estimularon con 30 ng/mL de los antígenos TSL-1 o con 1 µg/mL del ionóforo de calcio A23187 

durante 10 min a TA. Los histogramas oscuros representan a las células activadas por el estímulo, mientras que los histogramas 

blancos representan a las células cebadas tratadas con DHR 123 sin estímulo. Células cebadas de peritoneo sin estímulo (A); células 

cebadas en presencia del ionoforo de calcio A23187, mostrando estallido oxidativo (B); células cebadas tratadas con los antígenos TSL-

1 no mostrando actividad de ROS (C); células cebadas tratadas con L-NAME (10  µM ) y con los antígenos TSL-1 (D). Intensidad de 

fluorescencia media (IFM). 
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MOVILIZACIÓN DE CALCIO INTRACELULAR 

En la secreción de histamina por las células cebadas mediante mecanismos dependientes de IgE se observa flujo 

de calcio intracelular (Kim y cols., 1997). Considerando lo anterior, se investigó si la liberación de histamina 

inducida por los antígenos TSL-1 estaba asociada con cambios en calcio intracelular. Para esto se incubaron a 

las células cebadas de peritoneo con el fluorocromo FURA-2AM, se expusieron a los antígenos TSL-1 (30 ng/mL) 

y se cuantificaron los cambios en los niveles de calcio. Los resultados mostraron que a pesar de que los TSL-1 

inducen la secreción de histamina, éstos no indujeron cambios en los niveles de calcio intracelular, aún cuando se 

usaron varias concentraciones de los antígenos TSL-1 (30 a 450 ng/mL, n=12) (Fig. 12A). En contraste, cuando 

las células cebadas de peritoneo de ratas sensibilizadas con T. spiralis se expusieron a 30 ng/mL de los 

antígenos TSL-1, se mostró un incremento inmediato en los niveles de calcio (Fig. 12B). Con el compuesto 48/80 

se indujo la movilización de calcio intracelular tanto en células cebadas de peritoneo sensibilizadas como no 

sensibilizadas (Fig. 12 A y B). Por otro lado, en el modelo de N. brasiliensis se mostró una respuesta similar sin 

movilización de calcio por las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas tratadas el Et Nb (Fig. 13A) y una 

respuesta inmediata en la movilización de calcio en el modelo dependiente de IgE (Fig. 13B). En este caso el 

compuesto 48/80 también indujo la movilización de calcio intracelular (Fig. 13 A y B). 
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Figura 12. Movilización de calcio intracelular inducida por los antígenos TSL-1. Las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas (A) y 

sensibilizadas con Trichinella spiralis (B) se trataron con 4 µM del fluorocromo FURA-2AM durante 30 min a 37°C, se expusieron a los 

antígenos TSL-1 (30 ng/mL) y se evaluaron los cambios en los niveles de calcio intracelular. Posteriormente las células cebadas se 

estimularon con el compuesto 48/80 (1 µg/mL) como control positivo. Las gráficas muestran los datos obtenidos en un experimento 

representativo de un total de 12 experimentos independientes. Los antígenos TSL-1 inducen la movilización de calcio en las células 

cebadas de peritoneo sensibilizadas pero no en las no sensibilizadas. Las flechas indican la adición de los agonistas.  
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Figura 13. Movilización de calcio intracelular inducida en el modelo de activación dependiente de IgE con Nippostrongylus brasiliensis y 

los antígenos homólogos. Las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas (A) y sensibilizadas con N. brasiliensis (B) se trataron con 

4 µM del fluorocromo FURA-2AM durante 30 min a 37°C, se expusieron al Et Nb (10 Eq/mL) y se evaluaron los cambios en los niveles 

de calcio intracelular. Posteriormente las células cebadas de peritoneo se estimularon con el compuesto 48/80 (1 µg/mL) como control 

positivo. Las gráficas muestran los datos obtenidos en un experimento representativo de un total de 5 experimentos independientes. El 

Et Nb induce la movilización de calcio en las células cebadas de peritoneo sensibilizadas pero no en las no sensibilizadas. Las flechas 

indican la adición de los agonistas.  
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DISCUSION 

Las células cebadas participan de manera muy importante tanto en la inducción de cambios fisiológicos en el 

intestino de animales infectados con T. spiralis como en el proceso de expulsión del parásito adulto. La activación 

de las células cebadas durante la infección por T. spiralis puede llevarse a cabo mediante la sustancia P ó a 

través de un mecanismo dependiente de IgE, con la subsiguiente liberación de mediadores inflamatorios que 

inducen un proceso inflamatorio, incrementan la peristalsis del intestino, la permeabilidad y secreción de cloro por 

el epitelio intestinal (Perdue y Gall 1986; Russell, 1986; Castro y cols., 1987; Harari y cols., 1987; Russell y 

Castro, 1979; Perdue y cols., 1991; Broaddus y Castro, 1994). Sin embargo, también existen evidencias de la 

participación de las células cebadas en la expulsión del parásito mediante un mecanismo independiente de IgE 

(Grencis 1997). Con la finalidad de identificar antígenos del parásito que pudieran estar involucrados en la 

activación directa de las células cebadas, nuestro grupo de investigación analizó previamente la activación in vitro 

de las células cebadas (de peritoneo de rata no sensibilizada y de la línea celular HRMC, por antígenos 

específicos de la LM de T. spiralis (TSL-1) (Arizmendi y cols., 1997). Los antígenos TSL-1 involucran moléculas 

de 47, 52, 67 y 72 kDa presentes en la superficie, así como tres moléculas de 52, 67 y 72 kDa presentes en los 

productos de E/S del parásito (Arriaga y cols., 1989). En estos y estudios posteriores se observó la liberación de 

histamina, proteasas específicas, TNFα e IL-4 y sugieren la participación de las células cebadas en una 

respuesta inmune innata contra T. spiralis y en la regulación de la respuesta Th2 a través de la producción y 

liberación de IL-4 (Arizmendi y cols., 2001; Niborski y cols., 2004). 

Se ha estudiado la activación de las células cebadas por la sustancia P y el compuesto 48/80, determinándose 

que la secreción de histamina se realiza de manera rápida (alrededor de 5-10 seg), es sensible a ser inhibida por 

la toxina de B. pertussis, involucrando la participación de proteínas G y, en el caso de sustancia P, es necesaria 

la presencia de residuos de ácido siálico en la superficie de las células cebadas. Por lo anterior, en esta tesis se 

investigó si la activación de las células cebadas por los antígenos TSL-1 compartía características con la 

activación por sustancia P y otros secretagogos. 
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Inicialmente se evaluó la activación de las células cebadas de peritoneo de rata no sensibilizada en presencia del 

colorante rojo de rutenio y los antígenos TSL-1, además de incluir varios controles positivos (ionofóro de calcio 

A23187, compuesto 48/80 y un mecanismo dependiente de IgE). Se observó la activación de las células cebadas 

de peritoneo por los antígenos TSL-1 (30 ng/mL), mediante la incorporación del colorante, determinándose un 

porcentaje de activación del 30 %. La razón por la cuál sólo el 30 % de las células cebadas de peritoneo  se 

activaron con los antígenos TSL-1 se desconoce, sin embargo, se sabe que la población de células cebadas que 

responde a diferentes estímulos puede variar, depende directamente de las condiciones ambientales y esta 

regulada diferencialmente, lo que afecta la secreción (Travis y cols., 2000; Gilchrist y cols., 2003). 

En vista de que los antígenos de superficie de la LM de T. spiralis fueron capaces de estimular directamente a las 

células cebadas, es posible imaginar que moléculas liberadas por las células cebadas así activadas inducen 

cambios en el microambiente intestinal. En el caso de histamina, ésta participa en el control de la secreción 

gástrica y propicia además la participación de otras células inflamatorias así también puede intervenir en el 

control local del flujo sanguíneo, promoviendo que los tejidos cercanos tengan los vasos más dilatados y por 

consiguiente un mayor flujo sanguíneo y permeabilidad capilar, permitiendo que otras moléculas proteícas se 

distribuyan entre el plasma y los espacios intersticiales. Este proceso inflamatorio incrementa la filtración de otras 

células que también son estimuladas para liberar mediadores de respuesta inflamatoria, lo que conduce a un 

incremento en la peristalsis y como consecuencia final a la expulsión de los parásitos. En este sentido, es 

importante observar que los valores de histamina liberada por las células cebadas estimuladas con 30 ng/ml de 

los antígenos TSL-1 utilizados en este trabajo, son significativos con respecto a las células control, sugiriéndose 

un papel importante de las células cebadas activadas directamente en el proceso inflamatorio que se observa 

durante el proceso de expulsión.  La desgranulación de las células cebadas forma parte importante en la 

alteración integral del intestino, que incluye hiperexcitabilidad intestinal (Marzio y cols., 1992; Weinreich  cols., 

1992; 1995; Frieling y cols., 1994; Jiang y cols., 2000). Entre los mediadores secretados por las células cebadas 

se encuentran proteasas específicas, y algunas de éstas envían señales a las células a través de los receptores 
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activados por proteasas (PAR) (Dery y cols., 1998; 1999; Cocks y Moffatt, 2000; Vergnolle y cols., 2001). En 

particular los receptores PAR2, están altamente expresadas en el tracto gastrointestinal, donde se localizan las 

células epiteliales, miocitos y neuronas entéricas (Corvera y cols., 1997; 1999; Kong  cols., 1997). Recientemente, 

Reed y cols. (2003) evaluaron la hiperexcitabilidad en neuronas de la submucosa del intestino de cobayos 

mediante la activación del PAR2, por moléculas (histamina, 5-HT, protaglandinas y triptasa) liberadas por células 

cebadas activadas con antagonistas. Los autores demostraron en el sobrenadante de estas células cebadas una 

gran actividad de triptasa, sugiriendo que esta molécula, a través de la activación de PAR2, induce la 

hiperexcitabilidad de las neuronas de la submucosa, y que las señales entre las células inmunes y las neuronas 

contribuyen considerablemente a las alteraciones crónicas en la fisiología intestinal.  

El significado biológico de estas observaciones en la relación huésped parásito en el modelo de T. spiralis, es 

desconocido, sin embargo, vale la pena mencionar que los antígenos TSL-1 y la sustancia P están presentes en 

los animales infectados con T. spiralis (Swain y cols., 1992; Barbara y cols., 2003) y tal cual se demuestra en este 

estudio, la secreción de histamina inducida por estas moléculas en las células cebadas comparten algunas 

características. De esta forma, es posible que los antígenos TSL-1 y la sustancia P a través de la activación de 

las células cebadas en el intestino u otros tejido liberen moléculas pro-inflamatorias que contribuyan al proceso 

inflamatorio e influencien en la sobrevivencia de los parásitos adultos o las LM.  La activación de las células 

cebadas conduce finalmente a la liberación de diferentes mediadores, que pudieran participar en un momento 

dado como estimuladores o reguladores de la respuesta inmune innata o adquirida. En este sentido, la alteración 

en el citoesqueleto causado por la influencia de los antígenos del parásito podría modificar la capacidad de las 

células cebadas para secretar histamina y otras moléculas. 

Una forma específica de determinar la activación de las células cebadas de peritoneo es mediante la 

cuantificación de la secreción de histamina, es importante mencionar que el contenido de histamina de las células 

cebadas de mucosa intestinal de rata es de 1-3 picogramos/célula, en comparación con 10 a 30 picogramos de 

histamina/célula en las células cebadas de peritoneo de rata (Bissonnette y cols., 1996). Por esta razón en este 
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trabajo se utilizaron las células cebadas de peritoneo y se determinó que la máxima liberación de histamina por 

las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas estimuladas con los antígenos TSL-1 fue de 30 %. Estos 

resultados correlacionan con los obtenidos previamente por Arizmendi y cols. (1997). Un aspecto de gran interés 

es el que las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas no fueron estimuladas con el Et Nb; en estos 

ensayos la cantidad de histamina liberada fue similar a la histamina liberada espontáneamente (6 ± 2 %) a 

diferencia de lo observado con los antígenos TSL-1. Sin embargo, en el modelo de activación de células cebadas 

dependiente de IgE, (células cebadas de peritoneo obtenidas de ratas infectadas por N. brasiliensis y estimuladas 

con el Et Nb) la secreción de histamina fue de aproximadamente un 30 %. Estos resultados son similares a los 

reportados por Befus y cols., (1999). 

Un aspecto relevante en este estudio fue la ausencia de secreción de β-hexosaminidasa por células cebadas de 

peritoneo no sensibilizadas estimuladas con los antígenos TSL-1. Sin embargo, los controles positivos de 

estimulación; ionóforo de calcio y el modelo dependiente de IgE con células cebadas de peritoneo sensibilizadas 

con N. brasiliensis y tratadas con el Et Nb, indujeron la liberación de esta molécula. En los ensayos realizados 

con células cebadas de peritoneo tratadas con diferentes concentraciones del ionóforo de calcio A23187 y 30 

ng/mL de los antígenos TSL-1, se obtuvo una liberación de β-hexosaminidasa del 70 %, indicando la ausencia de 

inhibidores en estos antígenos. Es muy interesante el hecho de que los antígenos TSL-1 indujeran la liberación 

de histamina pero no de β-hexosaminidasa, ya que se consideraba que esas dos moléculas se encontraban 

almacenadas en el mismo gránulo. A este respecto, el único estudio respecto a la presencia de histamina y la β-

hexosaminidasa almacenadas en el mismo gránulo en células cebadas derivadas de medula ósea de ratón ha 

sido el de Razin y cols., (1983) y a partir de ese trabajo se considero un hecho que estas moléculas eran 

secretadas de la misma manera. Sin embargo, existen evidencias que muestran en células cebadas activadas, la 

liberación diferencial de histamina y serotonina, además de que la cantidad secretada puede variar dependiendo 

del tipo de estímulo (Pihel y cols., 1995). Asímismo, se sabe que la secreción de histamina puede estar 
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selectivamente modulada por toxinas bacterianas (Supajatura y cols., 2001; Feger y cols., 2002; McCurdy y cols., 

2003). Los resultados de Calderón y cols. (1998) apoyan lo anterior, al demostrar la liberación de TNFα, pero no 

de histamina por células cebadas de peritoneo activadas con la toxina A de Clostridium dificile. Por otro lado, 

existe evidencia de que las células cebadas y otros granulocitos como los eosinófilos, pueden liberar sus diversos 

mediadores de manera selectiva y diferencial, proceso conocido como “desgranulación diferencial”, evento 

regulado por el tipo de la señal estimuladora de las células cebadas (Dvorak 1992; 1994; 2000; Malaviya y cols, 

1994; Erjefalt y cols., 2001; Lacy y cols., 2001). Considerando nuestros resultados, es probable que los antígenos 

TSL-1 estimulen en las células cebadas una desgranulación en diferente intensidad de histamina y β-

hexosaminidasa. 

La cinética de liberación de histamina por células cebadas de peritoneo no sensibilizadas estimuladas con los 

antígenos TSL-1, hizo evidente que la secreción de esta molécula comparte características con la inducida por la 

sustancia P y es diferente a la observada en el modelo de activación dependiente de IgE. Otras características de 

la secreción de histamina por las células cebadas de peritoneo estimuladas con los antígenos TSL-1, que se 

comparten con la sustancia P, fueron la inhibición de la liberación de histamina por la toxina de B. pertussis, 

sugiriendo la participación de las proteínas G y el requerimiento de la presencia de residuos de ácido siálico en la 

superficie de las células cebadas de peritoneo. En estos ensayos también se demostró que la secreción de 

histamina dependiente de la participación de IgE es menos sensible al tratamiento con la toxina y con 

neuraminidasa V. Estos resultados son similares a los informados previamente por Coleman y cols., (1986) y 

Befus y cols., (1999).  

Considerando los resultados obtenidos en este estudio, es posible sugerir que moléculas liberadas por las células 

cebadas activadas directamente por los antígenos TSL-1, en conjunto con la sustancia P, pueden estar 

participando en la inducción de los cambios fisiológicos observados en el intestino de animales infectados con T. 

spiralis, que además están relacionados con la expulsión del organismo adulto del parásito. De esta forma, las 
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células cebadas juegan un papel importante en la respuesta inmune innata temprana hacia el parásito, incluyendo 

el desarrollo de la vía de las células Th2. Subsecuentemente conforme avanza la infección, se generará la 

producción de IgE y otras respuestas inducidas por diversos antígenos del parásito y es probable que la 

activación de las células cebadas involucre otros mecanismos, que induzan la secreción de un grupo diferente de 

mediadores derivados de células cebadas  que funcionen en forma específica. Alternativamente, es posible que 

los antígenos unan IgE inespecífica o IgG a través de algún mecanismo desconocido. En cuanto a este aspecto, 

es interesante mencionar que los extractos de Echinococcus multilocularis y Schistosma mansoni promueven la 

liberación de IL-4 por basófilos de donadores aparentemente no sensibilizados, mediante mecanismos 

independientes de IgE (Aumuller y cols., 2004).  

Cabe mencionar que en estudios realizados por Lawrence y cols. (1998; 2000) se puso de manifiesto la 

importancia de la IL-4 en la expulsión del parásito y del TNFα en la enteropatía observada en los animales 

infectados con T. spiralis, aunque la fuente de estas citocinas no se determinó. Los resultados obtenidos por 

nuestro grupo de investigación han mostrado la liberación de IL-4 y TNFα por células cebadas no sensibilizadas, 

estimuladas con los antígenos TSL-1, lo que hace posible sugerir que en los animales infectados, las células 

cebadas puedan ser las células productoras de estas citocinas. Sin embargo, para definir en detalle la 

participación de los antígenos TSL-1 en la activación de las células cebadas mediante un mecanismo 

independiente de IgE, es necesario realizar estudios empleando modelos animales, posiblemente ratones “knock 

out” para la cadena γ del FcεR que permitan analizar la activación de las células cebadas, por los antígenos TSL-

1 y su participación en la inducción de la enteropatía, así como en la eliminación del organismo adulto.   

Las células cebadas de peritoneo de ratas activadas con el ionóforo de calcio A23187, generan especies de 

oxígeno reactivo intracelular (ROS) y éste aumenta la liberación de histamina de las células cebadas de peritoneo 

(Niu y cols., 1996; Wolfreys y Oliveira, 1997), por lo que resultó interesante evaluar si en el modelo de activación 

de las células cebadas con los antígenos TSL-1 también se generaba ROS. Sin embargo, resultados obtenidos 
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en este estudio muestran que no se presentó estallido respiratorio en estas células. Con la finalidad de determinar 

si las células cebadas de peritoneo expuestas a los antígenos TSL-1 presentaban algún tipo de inhibición por la 

producción de óxido nítrico, se empleó al inhibidor de la óxido nítrico sintasa L-NAME (Brooks y cols., 1999); sin 

embargo, aún en su presencia, no se observó la generación de ROS. La ausencia del estallido respiratorio en 

este modelo de activación de células cebadas fue sorprendente, sin embargo no se descarta la posibilidad de que 

mediante otra estrategia metodológica sea posible evaluar el estallido respiratorio en células cebadas estimuladas 

con los antígenos TSL-1. A este respecto, Suzuki y cols., (2003) observaron mediante algunos inhibidores que la 

activación de cinasas de tirosina y la fosfatidil inositol 3 cinasa son requeridas para inducir el estallido respiratorio. 

Lo anterior marca la pauta para realizar experimentos posteriores con la finalidad de evaluar por un lado, el 

estallido respiratorio mediante otras metodologías y por otra parte analizar algunas de las moléculas involucradas 

en la señalización generada una vez que se realiza la activación de las células cebadas con los antígenos TSL-1. 

En el trabajo de Suzuki y cols., (2003) también se menciona que el boqueo del estallido respiratorio en  las 

células cebadas activadas afecta la movilzación de calcio y la liberación de histamina y β-hexosaminidasa.  

Anteriormente se creía que ROS era un producto biológico derivado de la respiración en la mitocondría y que era 

deletéreo para los sistemas biológicos, sin embargo, existe en la literatura información acerca de que la 

producción de ROS es necesaria para algunas respuestas fisiológicas (Jones y cols., 2000) y además de que 

modula la liberación de mediadores de inflamación como histamina, β-hexosaminidasa y LTC4 (Suzuki y cols., 

2003); incluso se ha sugerido que ROS actúa como una señal importante en el señalamiento intracelular para la 

activación de genes para algunas citocinas y factores de crecimiento necesarios para la modulación de los 

factores de transcripción como NFκB y la proteína de activación 1 (AP-1). Asimismo, en la literatura Swindle y 

cols. (2002) señalan que la producción de ROS en las células cebadas de peritoneo de rata se debe a la 

presencia de macrofagos contaminantes. En este contexto  sería muy interesante evaluar mediante el uso de 

inhibidores de algunas cascadas de señalización como piceatanol que es un inhibidor selectivo de la cinasa Syk, 
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el PP1 inhibidor específico de las cinasas parecidas a Src, la wormanina inhibidor selectivo de la fosfatidil inositol 

3 cinasa, la U73122 inhibidor selectivo de la fosfolipasa C para de esta forma tratar describir los posibles 

mecanismos de señalización de las células cebadas de peritoneo activadas por los antígenos TSL-1 y la 

subsecuente secreción de histamina.             

Por otro lado, se sabe que en la secreción de histamina por las células cebadas depende la participación de la 

IgE así como del flujo de calcio (Kim y cols., 1997). Por tal motivo se tuvo el interés de analizar si en la liberación 

de histamina por células cebadas de peritoneo activadas por los antígenos TSL-1 había cambios en el calcio 

intracelular. Los resultados obtenidos fueron sorpresivos, ya que en los ensayos realizados, no se detectó 

movilización de calcio. Estas observaciones sugieren que los antígenos TSL-1 activan a las células cebadas de 

peritoneo no sensibilizadas mediante un mecanismo independiente del flujo de calcio, siendo posible que la 

secreción de histamina involucre un nuevo mecanismo. Hay evidencias recientes que sugieren la participación de 

la fosfatidil inositol (PI) 3 cinasa clase IA p110α como mediadora de la señal independente de calcio durante la 

desgranulación de las CC (Windmiller y cols., 2003; Gilfillan y Tkaczyk, 2006). Dado que los antígenos TSL-1 

inducen la secreción de histamina por procesos que involucran vías independientes de calcio, sería interesante 

continuar este trabajo enfocándose en esta importante observación. 

Asimismo, requiere ser estudiado el receptor específico por el cual los antígenos TSL-1 se unen de manera 

directa a las células cebadas de peritoneo y entre los aspectos de interés está el determinar si en las células 

cebadas existe un receptor específico para la tivelosa, la cual es una molécula que se encuentra presente en 

grandes cantidades en los antígenos TSL-1, usados en este estudio. Por otro lado, dado que los antígenos TSL-1 

son glicanos, es posible que en su reconocimiento por las células cebadas, estén involucrados receptores del tipo 

Toll u otros receptores asociados a patrones de reconocimiento de la respuesta de inmunidad innata (Marshall, 

2004).  

En la actualidad se reconoce que las células cebadas pueden participar en una respuesta inmunitaria innata y 

adquirida. Estas células pueden participar en la respuesta inmunitaria adquirida mediante la unión de IgE, 
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además de tener capacidad para presentar antígeno en el contexto de MHC clase I y clase II. Su participación en 

la respuesta inmunitaria innata es en base al reconocimiento de antígenos bacterianosy parásitarios por medio de 

receptores presentes en su membrana (Malaviya y cols., 1996; Mécheri y David, 1997; Bidri y cols., 1997). Con 

respecto al reconocimiento de antígenos bacterianos, Malaviya y cols., (1999) identificaron y caracterízaron al 

receptor que permite la adhesión directa de las bacterias de tipo FimH+ a la membrana de las células cebadas. 

Este receptor es la molécula CD48, la cual se encuentra anclada en la membrana por una molécula de glicosil  

fosfaidil inositol (GPI). A este respecto, nuestro grupo de investigación ha aportado evidencias experimentales 

que demuestran que las células cebadas de la línea celular HRMC, al ser estimuladas por las glicoproteínas TSL-

1 se induce un incremento en los niveles de IL-4 y TNFα tanto a nivel de RNAm como de proteína (Arizmendi y 

cols., 2001; Niborski y cols., 2004). Estos resultados apoyan la hipótesis planteada por Romagnani (1992) en el 

sentido de que estas células pueden participar en la regulación de la respuesta inmunitaria contra parásitos 

helmintos intestinales mediante la liberación de IL-4 o que propiciaría el microambiente para que se desarrolle 

una respuesta inmunitaria del tipo Th2. 

Es importante el caracterizar en ratas infectadas con  T. spiralis la participación de las células cebadas en la 

modulación de la respuesta inmunitaria innata contra el parásito, pero se requiere de la identificación de el  (los) 

receptor (es) presentes en su superficie que reconocen a estos antígenos parasitarios y determinar los probables 

mecanismos y mediadores químicos por los cuales se lleva a cabo la modulación de la respuesta inmunitaria 

innata. Las células cebadas cuentan con receptores propios de la respuesta inmunitara innata, tales como MAC-1 

y los receptores tipo Toll (TLRs), a través de los cuales pudiera explicarse su activación por los antígenos TSL-1, 

independientemente de la participación de IgE. Los TLRs son receptores transmembrales tipo I que se 

caracterizan por tener un dominio extracelular con regiones repetitivas ricas en leucina (LRR), cada una de 24 a 

29 aminoácidos y una con dos regiones ricas en cisteína, además de un dominio intracelular de aproximadamente 

200 aminoácidos, similar al que tiene la familia de receptores de la interleucina I (IL-1R), denominado Toll/IL-1R 

(TIR) por medio del cual se lleva a cabo la transducción de señales (Aderem y Ulevitch, 2000; Akira, 2003). 
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El primer componente conocido de la vía de señalización de los TLRs fue una proteína adaptadora denominada 

MyD88 (Marshall, 2004), la cual esta conformada por un dominio de muerte en el extremo amino y un dominio 

TIR en el extremo carboxilo. El dominio TIR de MyD88 interacciona con el dominio TIR del TLR, mientras que el 

otro dominio de muerte interacciona con la proteína cinasa asociada al receptor de IL-1 (IRAK). Otra proteína 

adaptadora, llamada Tollip, también se encuentra involucrada en el reclutamiento de IRAK. La formación de este 

complejo da como resultado la activación, por autofosforilación, de IRAK, lo cual permite el reclutamiento del 

factor 6 asociado al receptor de TNFα (TRAF6). Posteriormente, el TRAF6 activa a la cinasa TAK1, la cual 

fosforila y activa al complejo IKK, para finalmente liberar al NFκB de su inhibidor IκB. El NFκB es translocado al 

núcleo donde estimula la expresión de genes que codifican para la producción de moléculas que participan en la 

respuesta inmunitaria, como citocinas inflamatorias, quimiocinas, moléculas de adhesión y de coestimulación 

(Mushegian y Medzhitov, 2001). Para la evaluación de las posibles moléculas involucradas en la activación de las 

células cebadas por los antígenos TSL-1, existen estudios en los que se utiliza como modelo experimental a las 

células HEK-293 (células embrionarias de riñón humano) transfectadas para sobreexpresar diferentes TLRs, 

estos estudios han mostrado que distintos TLRs pueden activar las mismas vías de señalización, por ejemplo, 

TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 y TLR9 son capaces de activar al NFκB. Además, los TLR2, TLR4, TLR6 y TLR9 son 

capaces de activar otra vía de señalización mediada por la proteína de activación 1 (AP-1) (Vasselon y Detmers, 

2002). Los TLRs son receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) que reconocen productos o componentes 

invariantes en microorganismos y parásitos de una determinada clase, que son esenciales para la sobrevivencia 

del patógeno y son denominados patrones moléculares asociados a patógenos (PAMPs). Algunos ejemplos son: 

el lipopolisacarido (LPS) de la pared de bacterias Gram-negativas, las lipoproteínas, los peptidoglicanos y el ácido 

lipoteicoico (LTA) de las bacterias Gram-positivas, los lipopéptidos y el DNA bacteriano entre otros. La estrategia 

de activación de la respuesta inmunitaria innata se basa en la detección de estos PAMPs por los PRRs. Hasta el 

momento existe poca información relacionada con la participación de los PAMPs de parásitos, en la relación 
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hospedero-parásito, a través del reconocimiento de PRRs de células del sistema inmunitario innato. En 

Leishmania se ha descrito la lipofosfoglicana (LPG) de promastigotes y amastigotes. La LPG de promastigotes es 

un polímero constituido por unidades de repetición de un disacárido de galactosa-manosa-fosfato anclado a la 

superficie externa del parásito por un 1-o-alkil-2-liso-fosfatidil inositol. Esta molécula parece ser estructural y 

funcionalmente análoga al LPS de las bacterias Gram-negativas. La LPG de Leishmania es resistente al 

complemento y es recnocida como PAMP por el PRR, CR3 (receptor 3 del complemento) de los macrófagos en 

forma directa o a través del fragmento C3bi del complemento. Este reconocimiento conlleva a la fagocitosis del 

parásito y éste a través de su LPG, modula señales de transducción que se traducen en resistencia al ataque de 

radicales libres del oxígeno (Beverley y Turco, 1998). Recientemente, se estudió la respuesta inducida por la 

lisofosfatidilserina de Schistosoma mansoni (van Der y cols., 2002), por el glicosilfosfatidilinositol (GPI) anclado 

(Campos y cols., 2001) y el Tc-52 de T. cruzi (Ouaissi  cols., 2002) por la lipofosfoglicana de L. major (Becker y 

cols., 2003) y por la lipofosfopeptidoglicana y la Gal-lectina de E. histolytica (Maldonado y cols., 2000; 

Kammandiminti y cols., 2003) y todos ellos han mostrado que inducen una señalización a través de TLR2. La 

respuesta iniciada por el TLR2 inducida por esos diversos PAMPs, conduce a diferentes respuestas inmunes, 

como maduración de las células dendríticas (Ouaissi y cols., 2002), iniciación de la producción in vivo de oxido 

nítrico, TNFα, IL-8 e IL-12 (Maldonado y cols., 2000; Campos y cols., 2001) y activación de celulas NK humanas 

(Becker y cols., 2003). También se ha implicado al TLR4 en el reconocimiento de algunas estructuras de 

parásitos, como la lipopeptidofosfoglicana de E. histolytica (Maldonado-Bernal y cols., 2005) y la lipofosfoglicana 

de L. major (Kropf y cols., 2004). A la fecha no se ha estudiado la participación del grupo de glicoproteínas TSL-1 

de T. spiralis en el reconocimiento por los TLRs y en la activación de éstos, en particular en células cebadas, que 

como se mencionó anteriormente juegan un papel crítico en la defensa el hospedero en contra del parásito y son 

activadas por los antígenos TSL-1 mediante un mecanismo independiente de IgE. Existe poca información acerca 

de la caracterización de los TLRs en células cebadas de diferentes hospederos. Las células cebadas murinas 

producen citocinas en respuesta a la peptidoglicana bacteriana y LPS vía los receptores tipo Toll (TLR) por un 
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mecanismo dependiente de TLR2 y TLR4. Considerando que en estudios previos se ha demostrado la activación 

directa de células cebadas de peritoneo de rata como de la línea celular HRMC, sería interesante determinar el 

repertorio de expresión de los TLRs en estas células, así como determinar su participación en el reconocimiento 

de las glicoproteínas de los antígenos TSL-1 de T. spiralis y la respuesta inmunitaria innata inducida por estas 

glicoproteínas. Las células cebadas cuentan con receptores propios de la respuesta inmune innata, como los 

TLRs a través de los cuales pudiera explicarse su activación directa por las glicoproteínas TSL-1. Considerando 

la naturaleza de N-glicanos de los TSL-1, su reconocimiento por las células cebadas podría ser que este 

reconocimiento fuera a través de TLR2 o TLR4. Para lo cual se podría determinar si los antígenos TSL-1 

modifican la expresión de los TLRs de las células cebadas e inducen su activación a través de TLR2 y TLR4, 

promoviendo una respuesta inmunitaria innata caracterizada por la producción de TNFα e IL-1, lo anterior podría 

realizarse mediante ensayos de RT-PCR para evaluar la expresión de los TLRs. 

En resumen, éste es el primer reporte que muestra algunos de los mecanismos involucrados en la liberación de 

histamina secretada por las células cebadas de peritoneo normales, no sensibilizadas, activadas por los 

antígenos TSL-1. Esta secreción presenta similitudes y diferencias con la secreción de histamina inducida por los 

secretagogos sustancia P y ionofóro de calcio A23187 y es posible que estén involucrados mecanismos 

diferentes a los presentes en una activación dependiente de IgE. 

 

Por otro lado, se sabe que en la secreción de histamina por las células cebadas depende la participación de la 

IgE así como del flujo de calcio (Kim y cols., 1997). Por tal motivo se tuvo el interés de analizar si en la liberación 

de histamina por células cebadas de peritoneo activadas por los antígenos TSL-1 había cambios en el calcio 

intracelular. Los resultados obtenidos fueron sorpresivos, ya que en los ensayos realizados, no se detectó 

movilización de calcio. Estas observaciones sugieren que los antígenos TSL-1 activan a las células cebadas de 

peritoneo no sensibilizadas mediante un mecanismo independiente del flujo de calcio, siendo posible que la 

secreción de histamina involucre un nuevo mecanismo. Hay evidencias recientes que sugieren la participación de 
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la fosfatidil inositol (PI) 3 cinasa clase IA p110α como mediadora de la señal independente de calcio durante la 

desgranulación de las CC (Windmiller y cols., 2003; Gilfillan y Tkaczyk, 2006). Dado que los antígenos TSL-1 

inducen la secreción de histamina por procesos que involucran vías independientes de calcio, sería interesante 

continuar este trabajo enfocándose en esta importante observación. 

Asimismo, requiere ser estudiado el receptor específico por el cual los antígenos TSL-1 se unen de manera 

directa a las células cebadas de peritoneo y entre los aspectos de interés está el determinar si en las células 

cebadas existe un receptor específico para la tivelosa, la cual es una molécula que se encuentra presente en 

cantidades elevadas en los antígenos TSL-1, usados en este estudio. Por otro lado, dado que los antígenos TSL-

1 son glicanos, es posible que en su reconocimiento por las células cebadas, estén involucrados receptores del 

tipo Toll u otros receptores asociados a patrones de reconocimiento de la respuesta de inmunidad innata 

(Marshall, 2004).  

En la actualidad se reconoce que las células cebadas pueden participar en una respuesta inmunitaria innata y 

adquirida. Estas células pueden participar en la respuesta inmunitaria adquirida mediante la unión de IgE, 

además de tener capacidad para presentar antígeno en el contexto de MHC clase I y clase II. Su participación en 

la respuesta inmunitaria innata es en base al reconocimiento de antígenos bacterianosy parásitarios por medio de 

receptores presentes en su membrana (Malaviya y cols., 1996; Mécheri y David, 1997; Bidri y cols., 1997). Con 

respecto al reconocimiento de antígenos bacterianos, Malaviya y cols., (1999) identificaron y caracterízaron al 

receptor que permite la adhesión directa de las bacterias de tipo FimH+ a la membrana de las células cebadas. 

Este receptor es la molécula CD48, la cual se encuentra anclada en la membrana por una molécula de glicosil  

fosfaidil inositol (GPI). A este respecto, nuestro grupo de investigación ha aportado evidencias experimentales 

que demuestran que las células cebadas de la línea celular HRMC, al ser estimuladas por las glicoproteínas TSL-

1 se induce un incremento en los niveles de IL-4 y TNFα tanto a nivel de RNAm como de proteína (Arizmendi y 

cols., 2001; Niborski y cols., 2004). Estos resultados apoyan la hipótesis planteada por Romagnani (1992) en el 
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sentido de que estas células pueden participar en la regulación de la respuesta inmunitaria contra parásitos 

helmintos intestinales mediante la liberación de IL-4 o que propiciaría el microambiente para que se desarrolle 

una respuesta inmunitaria del tipo Th2. 

Es importante el caracterizar en ratas infectadas con  T. spiralis la participación de las células cebadas en la 

modulación de la respuesta inmunitaria innata contra el parásito, pero se requiere de la identificación de el  (los) 

receptor (es) presentes en su superficie que reconocen a estos antígenos parasitarios y determinar los probables 

mecanismos y mediadores químicos por los cuales se lleva a cabo la modulación de la respuesta inmunitaria 

innata. Las células cebadas cuentan con receptores propios de la respuesta inmunitara innata, tales como MAC-1 

y los receptores tipo Toll (TLRs), a través de los cuales pudiera explicarse su activación por los antígenos TSL-1, 

independientemente de la participación de IgE. Los TLRs son receptores transmembrales tipo I que se 

caracterizan por tener un dominio extracelular con regiones repetitivas ricas en leucina (LRR), cada una de 24 a 

29 aminoácidos y una con dos regiones ricas en cisteína, además de un dominio intracelular de aproximadamente 

200 aminoácidos, similar al que tiene la familia de receptores de la interleucina I (IL-1R), denominado Toll/IL-1R 

(TIR) por medio del cual se lleva a cabo la transducción de señales (Aderem y Ulevitch, 2000; Akira, 2003). 

El primer componente conocido de la vía de señalización de los TLRs fue una proteína adaptadora denominada 

MyD88 (Marshall, 2004), la cual esta conformada por un dominio de muerte en el extremo amino y un dominio 

TIR en el extremo carboxilo. El dominio TIR de MyD88 interacciona con el dominio TIR del TLR, mientras que el 

otro dominio de muerte interacciona con la proteína cinasa asociada al receptor de IL-1 (IRAK). Otra proteína 

adaptadora, llamada Tollip, también se encuentra involucrada en el reclutamiento de IRAK. La formación de este 

complejo da como resultado la activación, por autofosforilación, de IRAK, lo cual permite el reclutamiento del 

factor 6 asociado al receptor de TNFα (TRAF6). Posteriormente, el TRAF6 activa a la cinasa TAK1, la cual 

fosforila y activa al complejo IKK, para finalmente liberar al NFκB de su inhibidor IκB. El NFκB es translocado al 

núcleo donde estimula la expresión de genes que codifican para la producción de moléculas que participan en la 



 78 

respuesta inmunitaria, como citocinas inflamatorias, quimiocinas, moléculas de adhesión y de coestimulación 

(Mushegian y Medzhitov, 2001). Para la evaluación de las posibles moléculas involucradas en la activación de las 

células cebadas por los antígenos TSL-1, existen estudios en los que se utiliza como modelo experimental a las 

células HEK-293 (células embrionarias de riñón humano) transfectadas para sobreexpresar diferentes TLRs, 

estos estudios han mostrado que distintos TLRs pueden activar las mismas vías de señalización, por ejemplo, 

TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 y TLR9 son capaces de activar al NFκB. Además, los TLR2, TLR4, TLR6 y TLR9 son 

capaces de activar otra vía de señalización mediada por la proteína de activación 1 (AP-1) (Vasselon y Detmers, 

2002). Los TLRs son receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) que reconocen productos o componentes 

invariantes en microorganismos y parásitos de una determinada clase, que son esenciales para la sobrevivencia 

del patógeno y son denominados patrones moléculares asociados a patógenos (PAMPs). Algunos ejemplos son: 

el lipopolisacarido (LPS) de la pared de bacterias Gram-negativas, las lipoproteínas, los peptidoglicanos y el ácido 

lipoteicoico (LTA) de las bacterias Gram-positivas, los lipopéptidos y el DNA bacteriano entre otros. La estrategia 

de activación de la respuesta inmunitaria innata se basa en la detección de estos PAMPs por los PRRs. Hasta el 

momento existe poca información relacionada con la participación de los PAMPs de parásitos, en la relación 

hospedero-parásito, a través del reconocimiento de PRRs de células del sistema inmunitario innato. En 

Leishmania se ha descrito la lipofosfoglicana (LPG) de promastigotes y amastigotes. La LPG de promastigotes es 

un polímero constituido por unidades de repetición de un disacárido de galactosa-manosa-fosfato anclado a la 

superficie externa del parásito por un 1-o-alkil-2-liso-fosfatidil inositol. Esta molécula parece ser estructural y 

funcionalmente análoga al LPS de las bacterias Gram-negativas. La LPG de Leishmania es resistente al 

complemento y es recnocida como PAMP por el PRR, CR3 (receptor 3 del complemento) de los macrófagos en 

forma directa o a través del fragmento C3bi del complemento. Este reconocimiento conlleva a la fagocitosis del 

parásito y éste a través de su LPG, modula señales de transducción que se traducen en resistencia al ataque de 

radicales libres del oxígeno (Beverley y Turco, 1998). Recientemente, se estudió la respuesta inducida por la 

lisofosfatidilserina de Schistosoma mansoni (van Der y cols., 2002), por el glicosilfosfatidilinositol (GPI) anclado 
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(Campos y cols., 2001) y el Tc-52 de T. cruzi (Ouaissi  cols., 2002) por la lipofosfoglicana de L. major (Becker y 

cols., 2003) y por la lipofosfopeptidoglicana y la Gal-lectina de E. histolytica (Maldonado y cols., 2000; 

Kammandiminti y cols., 2003) y todos ellos han mostrado que inducen una señalización a través de TLR2. La 

respuesta iniciada por el TLR2 inducida por esos diversos PAMPs, conduce a diferentes respuestas inmunes, 

como maduración de las células dendríticas (Ouaissi y cols., 2002), iniciación de la producción in vivo de oxido 

nítrico, TNFα, IL-8 e IL-12 (Maldonado y cols., 2000; Campos y cols., 2001) y activación de celulas NK humanas 

(Becker y cols., 2003). También se ha implicado al TLR4 en el reconocimiento de algunas estructuras de 

parásitos, como la lipopeptidofosfoglicana de E. histolytica (Maldonado-Bernal y cols., 2005) y la lipofosfoglicana 

de L. major (Kropf y cols., 2004). A la fecha no se ha estudiado la participación del grupo de glicoproteínas TSL-1 

de T. spiralis en el reconocimiento por los TLRs y en la activación de éstos, en particular en células cebadas, que 

como se mencionó anteriormente juegan un papel crítico en la defensa el hospedero en contra del parásito y son 

activadas por los antígenos TSL-1 mediante un mecanismo independiente de IgE. Existe poca información acerca 

de la caracterización de los TLRs en células cebadas de diferentes hospederos. Las células cebadas murinas 

producen citocinas en respuesta a la peptidoglicana bacteriana y LPS vía los receptores tipo Toll (TLR) por un 

mecanismo dependiente de TLR2 y TLR4. Considerando que en estudios previos se ha demostrado la activación 

directa de células cebadas de peritoneo de rata como de la línea celular HRMC (con fenotipo de mucosa), sería 

interesante determinar el repertorio de expresión de los TLRs en estas células, así como determinar su 

participación en el reconocimiento de las glicoproteínas de los antígenos TSL-1 de T. spiralis y la respuesta 

inmunitaria innata inducida por estas glicoproteínas. Las células cebadas cuentan con receptores propios de la 

respuesta inmune innata, como los TLRs a través de los cuales pudiera explicarse su activación directa por las 

glicoproteínas TSL-1. Considerando la naturaleza de N-glicanos de los TSL-1, su reconocimiento por las células 

cebadas podría ser que este reconocimiento fuera a través de TLR2 o TLR4. Para lo cual se podría determinar si 

los antígenos TSL-1 modifican la expresión de los TLRs de las células cebadas e inducen su activación a través 
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de TLR2 y TLR4, promoviendo una respuesta inmunitaria innata caracterizada por la producción de TNFα e IL-1, 

lo anterior podría realizarse mediante ensayos de RT-PCR para evaluar la expresión de los TLRs. 

En resumen, éste es el primer reporte que muestra algunos de los mecanismos involucrados en la liberación de 

histamina secretada por las células cebadas de peritoneo normales, no sensibilizadas, activadas por los 

antígenos TSL-1. Esta secreción presenta similitudes y diferencias con la secreción de histamina inducida por los 

secretagogos sustancia P y ionofóro de calcio A23187 y es posible que estén involucrados mecanismos 

diferentes a los presentes en una activación dependiente de IgE. 
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CONCLUSIONES 

 

1) La secreción de histamina por células cebadas de peritoneo de rata no sensibilizada estimulada con los antígenos 

TSL-1 de T. spiralis comparte algunas características con la inducida por la sustancia P como liberación rápida de 

histamina y la participación de proteínas G y de residuos de ácido siálico en la superficie de las CC. 

2) La secreción de histamina pero no de β-hexosaminidasa, sugiere un mecanismo diferencial de desgranulación. 

3) La activación directa de células cebadas de peritoneo por los antígenos TSL-1 implica un nuevo mecanismo que 

no involucra la inducción del estallido respiratorio ni la movilización de calcio intracelular.  

4) Los mediadores de inflamación liberados por las células cebadas de peritoneo activadas directamente por los 

antígenos TSL-1 pueden tener un papel muy importante en la respuesta contra T. spiralis a nivel intestinal. 
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Mast cclls' hypc rplasia a ncl act ivatio n are p to mincnt reallJr~S in T,ic/¡¡nella spira!i.f infection. Rcccnd y, iI \\as 5110\'. n Ihal TS L-J anti ­
:;.o..:n ... rre'm T. spirafis lllusdc larval' indu Cl': IL--I and TN F rc1caSl' hy ullscnsi!i7Cd. norma! maSI cdls (l\ l C) inv01\"ing <In 19-indo..:pcn cknt 
11lt:t:hanblll. In th is StllU). \\0..: chara...tt:n/t:d hisl,:llIinc sccn.:tllllllllllucnl b~ I SL- l i¡llllg..:n :-. frolll normal. lll1~~ II :,i{l/..:d LlI pt:rill_lIIl·.d t\!C 
l\ la'\illltllll hislamine scc rction (JO ± 5 .. 1".:, SEM . 11 = 13) \\as ,lchk\~J \\ il h 30 ng/m L T S L- I ;llltigcns. l-l owC\-!.'r, TS L-I did no! induce an 
Incr~;¡sc in ~-hexosa lll inida sc releasc or NADPI-I oxidase aCli\ ity by Me. Inlcresl ingly. hi sta minc sccrc lion b~ TS I.- l \\as l'ompkh:u 
,tI lOs. dlld \\as inhibi tcJ by bOlh !3O/ c!crt'!!o perfllssú loxin ;md ll~lJrall"lil\ida ... e \', chan.H;:tcri ... tics simibr w those lIl\l,J\.:d 111 sub~ tallc~ p. 
induced hista minc sccrctio n. I-l o wc w r. in cont ra st 10 substa nce P, TSL- l induced hi staminc sccn: lio n in lhe abscllce 0 1' dl:tcctablc 
cha nges in int racellula r Ca2". Wc a re investiga ting the molecula r pa thways invo lved in M e activat io n by TS L-1. 
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¡lit/ex DescriplOrs a"d Abbrevimivns: Tr ichinel/a spiralis; T SL- I antigens: Trichil/('lIa spimlis musclc larvac a ntigc ns: Subs ta ncc P: Ncmatodc: Me. mast 

ccl ls: M L. musclc la rvae 

1. Introduction 

The expulsion of Trichinella spiralis adult wonns from 
the intcstine of infected animals is a major component of 
the defenee against infeetion (Lawrenee, 2003). There is a 
temporal correlation between the kinetics of mucosal mas­
locytosis, release of inflammatory mediators from mast 
eells (MC) and adult wonn loss (Alizadeh and Wakelin, 
1982; Moqbel et al., 1987; Tuohy et al., 1990). In mice, 
wonn expulsion is Me dependent (Urban et al., 2000). 
Miee defieient in Me pro tease 1 showed a delayed rejection 
of the paras ite (Knight et a l., 2000). There is abundant evi­
denee for Me hyperplasia and aetivation in T. spiralis 
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infection in ra ls, but the role for MC in worm expu!sion is 
less elcar tha n in miee. lndccd, Wang et al. ( 1990) suggested 
that MC are probably not involved in expulsion of worms 
from the intestine to tenninate a primary illfec tion. How .. 
ever, it is well known that Me are involved in the intestin al 
pathophysiology of the infection in rats (Harari et al., 
1987). Interestingly, miee infeeted with T. sp iralis, but defi­
cient in the common y chain of Fc receptors, expclled adu!t 
wonns effieiently and had a strong intes tinal Me response, 
incJuding secretion of mucosal Me protease 1 (Greneis, 
1997; Onah et al., 2000). These data suggestcd that Me 
were aetivated through an Ig-independent mechanism and 
participa ted in worm expulsion. However, specific paras ite 
antigens involved in this activa tion had not been defined. 

We have investigated if ant igens produced by the musc1e 
larvac (ML) stagc of T. spiralis (TSL- l an ligens) eould be 
in volved in the direct activation of Me. TSL-l aniigcns 
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induce proteclion against infcctiotl reducing both adult and 
M L bu rdclls amI co ulJ invol vc Me in the intes tinc or cIsc­
whcrc. c.g., mLl ~clc (Gamblc e l a L. 1986: Ortcga-Picrrcs 
el al.. 1989'0 Tht:~~ ¡mli g¡,: ns are a group of al Icasl six glyco­
protcins. which sharc a unique ca rbohydratc epi tope. Thcsc 
molecules are a novel famil y of tri · and tctra-antenna ry 
N-linkcd structurcs with sub- terminal N-acclylgalactos­
amine (GaINAe) residues that are ~-linked to N-aeetylglu­
cosa mine (GlcNAc) (Reason et al.. 1994). The antennae 
glycans are uniformly fucosylated in their GlcNAc residucs, 
Al! antcnnac glycans are capped with 3,6-d ideoxY-D-arabi­
nohcxosc tyvclosc (MarcHe e l al., 2000; Wisnewski et aL, 
1993) which confers their írnrnunodorninance a nd recogni­
tio n by a wide range of hosts (Denkers et a l., 1990; Robin­
son et al.. 1991: Yépez-Mul ia et al., 1996). We previously 
dcrnonstratcd that TSL-I antigens can ac tívate freshly íso­
lated mt per íto neal MC through an Ig-indcpendcnt rnecha­
nism leading to relcase of hista mine, MC proteasc 5, and 
TNF (A rizmendi-PlIga et al.. 1997). Direct binding of TSL­
I an tigens to a ra l mast cell ¡inc (HRMC) was showl1 to 
inCrCi:1Se IL-4 and TNF at rnRNA and protcin levels (Ariz­
Il1cmli el al.. 2001: Nibo rski el al.. 200-1.). It is wcll known 
(hat the participation of these two cytokincs in lhe initial 
inflam matory response obscrved in Trichinella-infected ani ­
mals associatcd with cntcropat hy (TNF and IL-4) and par­
a , ite cxplIlsion (IL-4) (La\\'renee et al .. 1998). Within the 
il1lcslin:d fllUC OS:l of infeClcd a nimals. i\I C ¡¡ctivalcd by 
TSL-l antigcns may be ¡he source of IL-.f and TNF. 

Thcrc are seH~ral sccrctagogues such as human ncutro­
phil tkfcnsin~. ¡he ;lIlaphyIatoxins C.3a and CSa, bcc vcnOIll 
pcptides, cO lllpoll nd 48/80, polylys inc, substance P, neuro­
tc nsin, vasoac ti vc in tes tinal peptide. soma tosta tin , and 
Toll- like recepto r agonis ts that induce histaminc rclease 
from MC thro llgh Ig-i ndependent pathways (Befus et al., 
1999; Foreman. 1993; Fukuoka and Hugli , 1990; Janiszew­
ski et al.. 1994; Marsha ll , 2004; Mousli et al., 1992; Niyons­
aba et a l., 200 1; Shanaha n et a l. , 1985; Vliagoftis and Befus, 
2005). Substance P is a neuropeptide contained in extrinsic 
(scnsory) and in trinsic (cntcric) ncurons innervating the 
gas trointestinal traet (Otsuka and Yoshioka, 1993) 
involved in the forrnation of gaps between endothelial cells 
o f postcapillary venules, inducing plasrna protein extrava­
sation, inftarnmato ry celI recruitment, and degranulation of 
intestinal MC (Bowden et aL, 1994; MeDonald etal., 1996; 
Quinlan et al., 1998; Wang et al., 1995). lt is known to aeti­
vate both mucosal and eonnective tissue MC (Janiszewski 
et aL, 1994; Pearee etaL, 1982). AIso, abundant evidence 
indica tes that its uncontrolled release within intestinal ti s­
sues promotes a sequence of events referred to as "neuro­
genie inRammation" (MeDonald et al., 1996). Substance P 
secretion is incrcascd in the jejunum of T. spiralis-infected 
rats (Swain e t al., 1992) and in other animal models of intes­
tinal inflammation (Cas tagliuolo et al., 1997; Sturiale et al. , 
1999) 

Beeause both TSL- I antigens and substanee Pare pres­
cn l in T. spiralis-infcctcd a nimals and can actívate MC and 
release histam inc. \vc cornpared characteristics of histaminc 

secret ion from unsensitized rat perito neal MC induced by 
these T sp irolis-spcci fi c anti ge ns wi lh th ose associatcd \V ith 
subswnce P activation of MC. Thc rnechan ism invo!vcu III 

histallline secrctio n by TSL· ¡ antigcns sharcs !)OIllC fcatlln.:~ 
with substance P-induced hislamine relea se (occ urs rapidly 
........ 5 s; and is inhibitcd by Borderella perlUssis toxin and 
neuraminidase V). Interestingly, TSL-I antigens did not 
ind uce p-hexosalllinidasc relea se. NADPH ox ida se activity 
llar did they have a dcmonstrablc effect on intracell ular 
Ca2+ mobilization by perilOneal Me. 

2. Materials and methods 

2.1. Animals 

Male Sprague- Dawley rats weighing over 250 g wcre 
obtained from Charles River Ca nada and ma intaincd in an 
isolated room in filter-top cages to minim izc unwantcd 
infections. Food and water were provided ad libitum and 
animals IVere maintained on a 12 h dark- 12 h light (07:00-
19:00) cyele. Experimen tal proeedures were approved by 
thc Univc rsi ty of Albc n<l Ani mal Carc COllll11ittc(! in aCcor­
dance wi th lhe guidclincs 01' the Canadian Coullcil 0 11 Ani­
mal Care and by thc Mexican Institute 01' Social Sccurity. 

2.2. Parasites (inri (il/(igell .~· 

Tric/¡inella spiralis (MSUS/ MEX/9I /C M-91 ) \Vas maill­
rai ncd in Spragllc- Dawlcy rals which wcrc orally in fcctcd 
\\'ilh 3000 ill usc!e lanac (i\ f L). ML \\'crc rccQ\'cret! by :lcid 
pcpsi n d igestion of musclc from infected rals accorJi ng to 
Dennis et a l. (1970). T. spiralis surfaee antigen s (TSL-I 
an tigens) \Ve re purified by a ffinity ch romatography using 
monocJonal antibody N lM-M I foJlowing the procedurc 
previously deseribed by Ortega-Pierres et al. ( 1989). The 
presence of cndotoxin in TSL-I antigens was tested using 
the kit (Sigma) and shown to be nega tive «0.1 EU/mL) . 
The scnsi tivity ofthe Lit E-Toxate kit is 0.0 15 EUlm L. 

Ei ther normal rats or ra ts infected with 3000 third stage 
larvae ofthe nematode, Nippostrongylus brasiliellsis, 35-100 
days prior to experiments (Shanahan et al., 1985), or rats 
infeeted with 3000 T. spiralis 28 days prior to experiments 
were used to isolate peritoneal Me and characterize hista­
mine secretion. 

2.3. Mas' eell isolation 

Peritoneal MC obtained from male rats were enriehed as 
deseribed (Lee el al., 1985). BrieRy, 15mL of eold Hepes­
buffered Tyrode's (HTB) solution eontaining 12mM Hepes 
and 1% BSA (Sigma) pH 7.3 was injected into the perito­
neal eavity. The abdomen was massaged and the fluid s were 
eolleeted on ice and eentrifuged for 5 min a t 180g a t 4 oc. 
The rccovered ce lls were layered on a 300/0:80% discontinu­
o us gradient of PereoJl (Pharmaeia) and centrifuged a t 220g 
fo r 20mín at 4 °C. Peritonea l Me recovered [rorn the ceH 
pellct were washcd o nce in HTB and examined for puri ty 
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( ~ 98% by to luidinc bl ue staining; contamina ting cells were 
largcly small lymphocylCS) and viabili ty ( ~ 98~!lk by trypan 
hl ul.: cxcl usion) (Shanaha n e l aL. 1985). T hcy \Verlo' kcpt 011 

ICC UI11il exposu rc lO cithcr TSL-l nntigcns o r othcr secreta­
gogucs. 

1.4. TS L-I ollligen slimu/atiofl o/ perifOneal j\¡f e determined 
hy 1'lI1/¡('lIiulIl red :,wining 

Unsensitized peri tonea l M C (25 x 10' , ;,98% purity) 
\Vc rc sirnultaneously incuba ted with O.005°/¡1 of ruthenium 
red dye (Sigma) and 30nglmL TSL-I antigens at 37 ' C for 
30 mino Positive controls incJudcd unsensitized pcritoneal 
M e incubated with ruthenium red dye in lhe presence of 
1.5 x 10. 6 M of A131 87 (S igma), I pglmL eompound 48/80 
(Sigma) o r unscnsi ti zcd peritoneal Me incubatcd \Vitil I J-lg/ 
mL ant i-DNP IgE (Sigma) for 2h at 37°C and exposed to 
50 nglmL DNP-HAS (Sigma) at 37'C for 30min. Unsensi­
tizcd peritoneal Me incubated with ruthcllium red dyc 
alolle we re incl uded as negativc controls. The cclls were 
;¡nalyscd by light microscopy and rcsults are given as the 
r~rCt'lIt 3 gt! of stained cc lls dctermincu in thfl..'L' illdcpendenl 
cxpcrimcnts done in duplica le. 

] ,5 Histamille secrelioll 

I or ~lUd i~s 0 11 hi~ l ami[lI': s~crction. ~ 5 j . JO: hig hly 
L'nriL:hcd pcriloncal MC wcrc incubarcd in dupliea tc 
in IITB at 37°C for 10 min \Vith difTcrcnt conccllIrations 
(1 - IOOnglmLI ofT L-I antigcns 0 1' 10 \\onn I..'qui\.¡kntl 
mL (\V E/m L) 01" N. brasi/iellsis a ntigens. MC withoul treat­
mcnt (spontaneous rclcase) or stimulated with 2.5 x 10- 6 M 
calciurn ionophore A23 187 werc included as ncga tive and 
posi tive contro ls. rcspeclive ly. For <In IgE-dcpendcn t path­
\Vay of his laminc rclease, N. brasiliensis sensitized perilO­
ncal M e were st imula ted with the ho rno logous antigen 
(10 WE/m L). Arter incuba tion, M C were eentrifllged a t 
4 'C to separa te the superna ta nt a nd ce ll pcllet. The pellets 
werc rcsuspended in 200 JlL of HTB and the samples were 
boilcd fo r IOmin to release cell-associated histamine and 
des troy histaminase aetivity. Arter T CA (25%) precipita­
lio n o f proteins, hista mine levels wcrc measured in both 
supcrnatan t and pellet fraction s by fluorometric assay 
(Sbore et al., 1959) usi ng a Cytofluor™ 2350 fluo rescence 
measuremeot system (Millipore). Histamine release was 
expressed as a percentage of tbe total eellular histamine 
content as ealcula ted by the formula: (histamine in super­
natantlhistamine in supernatant and pelle t) x 100. Sponta­
neous histamine release was obtained from MC in HTB 
alone. 

2.6. Hexosaminidase secretion 

P-Hcxosaminidasc activity was mcasured in medium and 
eell Iysates (by freezelt hawing) by hydrolysis of the sub­
strate 4-methylumbelliferyl N-acetyl-p-D-glucosamide 
(Sigma) aeeording to Cromwell et al. (1991). Fo r this. 

25 X 10] highly cnriched peritonea l M C wcre incubatcd in 
durlicatc in I-ITB <1t 37°C for JOmin wi lh dif1ercnt coneen­
tration, (I · IOOng/mL) of T SL-1 an tigens or IOWE/m L 01" ¡\' 

hrasi/;clI.yis antigcns. MC wi thou t trcalment (spontanco ll s 
rcleasc) o r stitnu latcd with 2.5 x 1O- 6 M caJci um ionophorc 
A23 187 wcrc inc1udcd as nega tive and positivc controls. 
rcspcctively. An IgE-depcndent pathway of p-hexosaminidase 
rdease was a!so included. Rcsuils are rcportcd as lhe percent­
age of intracetlular l3-hexosaminidasc that \Vas released ¡nto 
the medi um after corrcctiol1 ror spontaneo us rclcasc. 

2.7. Tim e course uf histamille secrelioll inducell by TSL-J 
amigens and dijJerenl secreurgogues 

To examine (he time co ursc of his lamine sccrelioll, N. 
brasiliellsis antigens ( 10 WE/m L), substanee P ( 10. 5 M) 
(Sigma), ealeium ionophore A23187 (2.5 x 10 ' 6M), and 
30 nglrnL TSL-I allligens were used. Thc ac tivation prolo­
col \Vas as dcsc ribcd aboye, bu t secretion was abrllptly ter­
minated at various times by placing lhe lubes o n ice, and 
then scparatin g inro supcrnata nt a nd pellt.:l fraclions by 
cclltrifugation at 150g for 5min at 4 oC. 

1.8. J\tIodulalion olhisUlm ille secrelioll by B. perwssis IOxin 
ami nel/raminidase lreallnenl 

I\IC ( ~5 x I 01
• ~ 9~t1~, purity) \Vere inclIbatt'u in tluplicatL' 

and prc·¡reated with diffcrcnl concentrations of B. pertll.Bi~· 

toxin (Sigma) o r ncuraminidasc V (S igma ) at 37°C fo r 2 o r 
I h. rc,pcctively (BlIcb ct al.. 1990: ColClllall ct al.. 1986). 
Aftcr illc llbalion, cclls were sedimentcd (150g, S min) and 
washed Ihree ti mes in 1 mL of HTB. Peril oncal MC \Vere 
rcsuspcnded in pre-wanned I-ITB wi th N. brasiliensis an li ­
gens (IO WE/mL), substallee P (10. 5 M) (Sigma), o r with 
30 nglmL TSL- I antigens for 10min at 37'C. Reaetions 
were terminated by centr ifuga tion a t 150g for 5 min and 
supernatants were removed. 

2.9. In vi/ro analysis 01 NADPH oxidase aClivity by ftow 
cylomelry 

F or studies o n NADPH oxidase activity in peritoneal 
M C, we used a method based on oxidatioo of dihydroxy­
rhodamine (DHR) 123, originally deseribed for granulo­
eytes (Vowells et al., 1995). Briefly, 0.5--1 x lO' peritoneal 
Me were loaded witb 5 x 10" M DHR 123 (Molecular 
Probes) at room temperature (RT) for 10min. Arter load­
iog with DHR 123, cells were incubated with either I ~glmL 
ofthe caleium ionophore A23 187 or 30nglmL TSL-I anti­
gens or a combinatioo ofbotb fo r 10min a t RT. A po rtio n 
of eells loaded with DHR alone was used as a contro l for 
background fluorescence in the absence ofstimulatioll. Fol­
lowi ng stimula tio n, cells prod uce reactive oxygen species 
(ROS), whieh cause oxidation of non-fiuo reseent dye DHR 
123 to fluoresccnl rhodamine 123. A nuorescence s ignal 
cmi tted by the cells was meas urcd o n I x 104 cclls using lhe 
FACScan (Becton-Dickinson). In sorne cx per imenls. 
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pcriloncal Me \Vcrc prc-incubatcd for 15 min al RT with 
[he nitric oxide synt hase inhibito r. 1 x 10 5 M X-¡lit ro-L­
:l rgil1lI1c Illclh yl ester (L- ~Ai\lE) (Sigma) and fUrlhcr st il11-
ulatcd \Vi rh ei ther ¡ pg/mL of Ihe calciurn ionophorc 
A23187 ar 30 ng/mL TSL-l antigcns ar a combination of 
both. Cells loaded with DHR plus L-NAME were used a s 
con tro l for background fluorescence in lhe abscncc o ( stilll­

lIJatían. 

2./0. IlIl racel/u/ar { C(r' J measurements ill peritoneal j\I/ e 
tremed lI'ith TSL-I {lmigens 

Peritonea l M C (1 x 106/m L, ;.98% purity) obta ined 
fro m unsensi ti zcd rats were loadcd with HTB containing 
4 x 10- 6 M of the ra¡iometric Ca'· dye FURA-2AM 
(Molecula r Probes) for 30min at 37°C. Ccl ls were washed 
three times and resuspended in HTB, followed by add i­
lional 20mí n inc ubation a l 37°C. After loading, cells wcrc 
p re-warmcd in a cuvette with a small magnetic stirrer for 
20min a t 37 °C and the n exposed 10 30nglm L TSL-! an ti­
gens. Thc fluorcsccncc of FURA-2AM was monilorcd in a 
fluorill1Clcr (Plloton Tcchn olog:y ). aflcr approximatcly 
10 min of cxposurc lO TSL-l anligens. One mic rogram pcr 
millilitrc of compound .f8/80 (Sigma) was added as a pos i­
ti vc control to evaluate intraccllula r calcium changes. Othcr 
control samplcs cOlltaining pcritoncal M C obtaincd from 
rats infcclcd wi th T. spiralis "'crc mn in p:mdlcl. ane! u,;cd 

A .- ' 

.-

.. 
, ' . 

- ' 

• • . ;. 
<> .. 

H 

for TSL- I antigen activat io n of IgE sensitized MC. The 
ralios of maximum and minimllll1 fl uo rcsccncc WI.TC tt:rmi­
nated by lhe addilion of Triton X- I 00 (0.4'10) (Sigma) ami 
0.9 M EGTAIIO mM Tris. pll S.8 (Sigma), rc,pccti\dy. 
Fluorescence \Vas mo nito rcd a l ;'c.,! = 340 nm, 
l'e:>:2 = 380 nm, and J.em = 51 O nm , alld thc data are prcscnted 
as int racellu lar CaH co nccntra tion calcu latcd from the for­
mula given by Grynkiewicz et al. (1985): data were co l­
!ected every second. 

2,11 . Statistica/ ana/ysis 

Data are given as means ± SE M. DifTerences were 
asscssed fo r statistie.! signifieance (p < 0.05) by two-way 
ANO VA and Dunne!' s multiple comparison tes t. 

3. Results and discussion 

3.1. RUlhenium red uptake hy lU/sensiti:ed peritoneal A/C 
slimulated lIIit" TSL-I antigells 

The stimulalion 01' ull scnsi tizcJ pc ri lOIlcal Me by TSL-l 
antigclls and othcr sccrctagogue s was cvalualcd by incuba­
lion wilh rU lhenium rcd Jyc that can cntt: r cclls undcrgoing 
dcgranulation (Fig. 1). Thc pcrccntagc of cells st illlulatcd 
",ilh TSL- I an tigens (Fig. 113) tha t bcci:lmc rutheniurn red 
posi tivc " 'as 30± 71J1" Valucs ro r p()sitivc control" \\c rc 

.... _ ... ,. 
," 

Fíg. 1. Unscnsitized pcritonea l MC actíva ted by difTt':ren t SL'Crctagogucs. Pcritonea l Me were pre-incubated wilh 0.OO5'Vu of ru lhcnium red dye :md 30 ng/m L 

TS L· I an ligcns ( 11 ), 2.5 x 10- 6 M , A23187 (C). 1 ~1g/mL compound 48/80 (O), and I ~g/mL anti-lgE (E) al 37 oC ror 30 min , Pcritonea l MC incubatcd with 
rutheníum rt.:d dye alone werc incuba ted as negativc con trols (A). This figure is rcpresen tative or three índepcndcnt cxpcrimcnts done in d uplicate. 
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85 ± So/" for A~31S7 (Fig. 1 C), 95 ± 2';', for compound 48/80 
(Fig. ID). amI 8 1 ± 11 1% for IgE/anti.IgE (Fig. lE). For 
ShaTlH n .. \ llI::J cclls 6 ± 6°/.f \Verc positivc (Fig. lA). The pcr· 
ccnlagc of Me slaincd by ruthcnium red fo llowing TSL-J 
antigcn trcalmcn l \Vas significantly diO"crcnt from lhe nega­
tive control (p < 0.01) and from the positive con trols 
(A~31 87. 48/S0 o r IgE/anti- lgE) (p < 0,05). Thus, TSL-I 
i1 ntigcn::. ac ti vate a portian of rhe un scnsitiLed Me popula­
lion in a Illann ~ r that makes thcm permeable lo rutheniul11 
red, although this portion is smallcr than that activatcd by 
othcr sccretagogucs studied. Why only 30% o f the M e 
rcspond lO TSL-l antigens is unknown, although, ir is well 
kno\V1l tha t dcpending upon recent cnvironmental stirnuli 
lhe proportion of Me in a population that are responsive 
can vary (Gilchrist et al., 2003). 

3.2. f/ istamine (/Ild p-hexosamillidase secretiollfrom 
Ilflsensiti:ed peritoneo/ Me tremed ¡vilh TSL-/ antigens 

To examine lhe ability of TSL-I antigcns lO stimulate 
ul1sensit ized peritoneal Me. cells wcre exposed to diffcrcm 
conccntr.llio lls o f TSL-I antigens and both hislamin C' a nd p­
hexosaminidasc sccret ion was determincd. MaximuIn Icvcls 
of histaminc release (30±5.3%, 11 = 13) wcrc observed al 
JOng/rnL (Fig. 2). Spontaneous histamine relcase and valucs 
from peritoncal MC exposcd to A231S7 (2.5 x 1O-6 M) II'ere 
Ó ± O.-L :lnd 70 ± ~ .S",;). rcspcctivcly. Intcrcstill gly, X. hm siliell ­
sis Ag l i D \-V E/mL) did not activate unsensitized pcritoncal 
Me as .\' brasiliensis sensiti zed peritoneal Me stimuJated 
Wi lh homologo liS antigcn did (32 ± 8ÚAl). DUllnet's I11l1ltiplc 
comparison test showed that histamine release obtained al 5. 
10, and 3DnglmL TSL-I antigcns was statistically significant 
(p < 0.05) compa rcd to spontaneous relcase. Thus, for further 
studies of the mechanisms involved in histamine secretion, 
30 ng/mL ofTSL- 1 antigens was used. 

By contrast to histamine secret ion, no p-hexosaminidasc 
rclease was detecled from unsensitized MC with TSL-l 

.. 
10 

~ " • 
-E so 

J " :a 30 

;t 
20 

10 

o 
,!>MI 5 10 30 

TSL-l antigtns (nglml) 

antigens (Fig. 3). Howcvcr. J)-hcxosaminidasc rclcase from 
pcritoncal Me cxpoSl:d 10 A2 3187 ami from N. bmsiliemil.\ 
scnsitizcd pcritonca l Me stimulatcd with homo Jogo lls 3nti­
gen \Vere 64 ± 6 and 68 ± 8(%, respectivcly. 

It was of intcres t that TSL- I antigens induccd histaminc 
rclease bUI nol P-hcxosaminidase. In this con text, it is well 
known that Me sccrction can be selcct ively modulated by 
baeterial toxins (Fcger et a l .. 2002: McCurdy et al.. 2003; 
Supajatura et al.. 2001). Fo r example. Calderón et al. 
(1998) reported the relea se of TN F but not histamine by 
pcritonea l Me activated with C/ostridiunl diffici/e toxin A . 
Thcrc is incrcasing cvidcncc thatMC and other granulo­
cytes such as eosinophils can rclease their different media­
tors in a highly selective and differential manner 
(piecemeal degranula tion) that might be regulated by sev­
eral signal s (Dvorak, 2000; Erjefal t et al. , 2001; Laey et al., 
200 1). Howevcr, lO o ur knowlcdge this is lhe first example 
of selective secretion o f lhe granule med iato rs histamine 
and f3-hexosaminida sc. although previo lIS s tudics have 
shown differential relcase of histamine and serotonin, both 
of which a re thought 10 be stored in lhe samc gran lIles 
(Th coharides et a l.. 1982). 

3.3. Time cOllrse o/hi.\·ll1mine secretiunlrom lIIlsew¡ili:ed 
peritollea/ ,\1C 

Me \\"crc cx poscd lo TSL- I :lI1 tigcns all d LO d iffcrC!l1 
sccrc tagogucs and histaminc secretion \Vas cvaluatcd 
(Fig.4). Thc maximum rclca sc of hislam ine induccd by 
A2 3187 (nol shO\'vn ) was rap id (Ss). Rl!lcasc of hi:. lalllin l! 
by TSL-I antigens followed a time co urse similar to that of 
substance P with over 75% of the maximal histaminc 
release at 5 s and maximal histaminc rclcase for TSL-I anti­
gens was achicved at 20s (11=6). Histamine release by an 
IgE a llergen-dependent pathway reached 40% of the maxi­
mal histamine rclease al 5 s as described previo usly (Befus 
et al., 1999), and was maximal by lO s (32%), 

50 tOO A23187 unstn sen 
N. br4$i/illllSÍ$ 

Fig. 2. Histamine sccrc lion from unsensilizcd ¡xritoncal Me aclivatcd by TSl-1 anligens. Perilonea l Me wcrc incubaled wilh dilTcrcnl concen lralions of 
TSL-I anligens al 37 "e for 10 mino Sponlancous (sponl) histamine release from non-exposed perilonca l Me is shown. as we ll as valucs oblaincd from 
unscllsi tized (unsen) pcriloneal Me e;tposed lO N. bm.silit'l/.si.s Ag (10 \VE/m l ). HiSlaminc rclcase from pcrilollcal Me C;tposcd lO A23187 (2.5 x 10- 6 M) 
and N. brruiliensis sens ili zcd (sen) periloneal Me slimula ted with homalagaus antigcn are induded as positivc contro ls. Valucs are mcans ± SEM (n = 13). 
Histamine St-'Crelion by TSl-1 anligens al 5. 10, and 30 nglmL is signiti canl ly difTcrcnt from sponlancous histaminc relcase (. p < 0.05 . •• p < 0.0 1). 
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Fig. 3. P_I h:;.;osaminidasc sccrction frúm UllscnsitiLcd pcritonca l Me activ;lIrd by TSL· J antigens. Pcritonc:¡1 Me werc incubatcd with diffcrcnt concentra­
¡ion s o f TS L-I antigcns ¡tI 37 oc for 10 min o SpOrlWIlCOUS (spanl) I\-hcxosarninidasc rcleilse fram no n-cxposcd pcrilonca l Me is shown, as we!! as vaiucs 
obwincd from unscnsitiLcd (ullsens) peritanca! M e exposcd lO N. brasiliensis Ag ( 10 \VE/m L). Hcxosaminidase release from pcrilonca l M e c:l; poscd lo 
A23 187 (2.5 x 10- 6 M) ¡¡nd N. brasiliensis scnsit izcd (sen) perit onca l Me stimulated with homo logous an ligen are included as positivc co nlrols. Valucs are 

means ± SEM (n = S; " .p < 0.01) . 
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Fig.4. TimC-COllrsc analysis o f spl'Citic hislaminc secretion induccd by 
TS L-I antigcns (_ , JO ng/mL) ;lnd substance P (O . 10- 5 M). N. brasifiensis 
sensi tizcd Me wc re s timulalcd with Ihe homologous antigen (e. IOWEJ 

mL). Ya lucs are mcans ± SEM; n = 5-7 expcri mcnls for cach secre ta · 
gagueo TS L- ¡ an ligens and subSlancc P aft! signilican tly differen l from N. 
brosiliensis Ag a.1 5s ( .p .E; 0.05). Maximum hislamine value was deler­
mined according lo cach secrc lagogue. taking highcr % value of hislam ine 
release as 100% and lower valucs adjuslcd 10 Ihis 100% of histamine 
releasc. 

3. 4. Modula/ion 01 histamine secrerjoll by B. pertussis taxin 
and neuram;nit!ase trealmen! 

Given that TSL-I antigens aclivated unsensitized perito­
neal Me with a similar time caurse to substance P, and 
since histamine release induccd by substance P is sensitive 
to the G protein inhibitor B. perlussis toxin. we evaluated 
the effects of B. perlllssis toxin on histamine secretion 
induced by TSL-I antigens, B, perlllssis toxin treatment 
inhibited histaminc releasc by TSL- l antigcns similar to its 
cffects on substance P-i nduced histamine sceretion (Fig. 5). 
The maximum inhi bi tion for TSL-I an tigens and substanee 
P occllrrcd at 100 nglrnL B,per/l/ssis toxin (73 ± 8.1%, n = 7 
and 72 ± 5,7%, 11 = 10, respcclively), However, wi th N. bra-

90 

l 80 

~ 70 , 60 

5 50 
] 

40 ~ 

• 
. 2 JO 
::; 

20 ] 
10 

O 
1 20 40 60 80 100 

Pcrtussis toxÍJ'l (ng/mL) 

Fig. S. EfTecls or pre·trcalment with B. pertllssis toxin o n thc inhibition o r 
specific his tamine secrction slimula ted by TS L- I antigens (_ , 30ng/m L) 
and substance P (O . lO- s M). Artcr trcalmen t wi th B. perlUssis toxin (2 h, 
37°C), unsensitizcd pe ritonea l Me werc incubatcd with secretagogucs al 
37 oC ror 10 mi no N. brasiliensiJ scnsitized MC wcrc " Iso prc-trca tcd wi th 
B. perlllS.l·js toxin and s timu latcd with the homologous an ligcn (e . 10 \V El 
mL). Values an:: means±SEM; n =6- IO cxperimcnts ror each secreta­
gogue. TSL- I antigens and substance Pare significantly difTcren l from 
N. brasiliensis Ag (. p ~ 0.05). 

si/iensis sensitized peritoneal Me the response to homolo­
gous antigens reaehed a maximum inhibition of 50 ±5.1% 
(n = 6), The magnitude of inhibition of histamine secretion 
by B, pertussis toxin was significantly greater for TSL-I 
antigens and substance P than for N. brasiliensis-induced 
secretion (p < 0,05), 

It is well known that histamine secrelia n induced by sub­
stance P is sensitive to inhibition by the removal of sialie 
acid residues from the cell surface using neuraminidase V. 
To assess the sensitivity of TSL-I ant igen-induccd hista­
mine sceretion to neuraminidase in compa rison to sub­
stanee P, unsensitized peritoneal Me wcrc ineubated with 
diffe rcnt concentrations of neura rn inidase V (0.0 1- 0. 1 Uf 
rnL) and then exposcd to substance P or TSL- ¡ antigens. 
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In hibit ion o f histamine secretion was observed. reaching 
32 ± 2.2'% (11 = 10) and 57 ± 6.3% (n = 12) al 0.1 U/mL I1cur· 
aminidasc V, for subs tal1cc P and T SL-I antigens. rcspcc­
rivcly (Fig. 6). In our cxpcriments. [he fe was no significant 
ctTcct of nc ura minidase 0 11 histamine rclcase induced by N. 
brasi/iensis A g 0 11 scns itizcd pcritoneal M C h has bcen 
dcmo nstra tcd that an tigen-TgE-dependent h is tam inc sccrc­
tion is Icss SC ll siti\'e to neu raminidase trcalment Ihan sub-
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Fig. (, Etrcc lS of prC-lrcatmcn t with neur:lmin idase V on (he inhibition of 
spcci ric hiS t;lm inc sccrc:tion stim ul ated by TS L- I an ligcns ( • . 30ng/mL) 
:1nd substa ncc P (0 ,10 sM). After Ihe trea lmenl wi l h ncuraminida se V 
(I h. 37°C) unscnsi li zeo peri loneal Me were ineuba led \\ith se(.:rela­
gngue .... al 37°C for IOmi ll. N. hmsili('//Jú scnsiliLeo ivlC \\l're abo pre­

lrcalco \\llh neuralllinidase Vano slimula tcd Wilh lhc hOllWlvguu~ .Illli­
gen l e . ]() WE/mL). Values are Illcans ± SEM: 11 = 1 O-J 2 c."<perimcnt\ fM 
\';I('h SI.'Cr\· lagogue. TSL- I anligcns and subs ta n('c P aTe signifi can tI}' oifTa­
\'n l rruJ1\ S fJlwilit'lI.\iJ Ag ( -p :!:'; 0.05). 

A 0-r ___________ ---, 
lil 

sta nce P-induced hista mine sccreti on (Colema n et al. , 1986). 
Our results sho\V that B. perll/ssis loxin inhibitcu histamine 
rclcase induccd by TS L-I antigclls. suggesling t he pa rtici­
palion of G prolcins in TSL- I antigen -induced histam inc 
secre tion. Similarly, trcalment with neu rami nidasc V dcm­
onstra ted t ha t h ista minc rc lcasc induced by bO lh TSL-I 
a nt igens a nd substance P is dependenl on surface sia lic acid 
rcsid ues. T hercforc. altogelher our dala demonstra te tha! 
histamine rclcase ind uced by TSL-I antigens shares some 
fca lures \V ith that of substa nce P. 

3.5. Eva/lla[ion %xida[ive bllrJt u/peritonea/ lvlC exposed 
[o TSL-I an[igens 

Previo us s tud ies have shown lhat rat peritonea l Me gcn­
c rate intracellula r reacti ve oxygen species (ROS) upon acti­
val ion wilh caleium ionophore A23187 and Iha l ROS 
enhance his ta mine release fro m M C (Ni u el a l., 1996; Wol f­
reys a nd Oli vei ra. 1997). T hus. lo defin e the spectrum o r 
cITeelS o f TSL-I an tigens on M C we invest iga ted if TSL-I 
a nt igens wo uld induce R OS production. In our studies, per­
itoneal MC cxposl!d to A231 87 shO\\cd a highcr oxidativc 
acti vity (M FI 148; Fig. 713) than Il on-s tim ula ted peri w neal 
M C (MFI, SO; Fig_ 7A)_ lI o\Vc\'er, TS L- I a nligens had no 
demonstrablc cffcc t on the oxida tivc b urst by no rma l pe ri­
lonea l M C (Fig.7C). Beea use n ilrie oxide (NO) has an 
illhibitory cffcct 0n ROS rr0duction frol1l M C ( I3 rooks 
et al.. 1999). \Ve assesseJ whc thc r TS L- I an ligc ns miglll 
ind uce NO prod uc lio ll lha t would inhibi t t he ox ida tive 
burst. For this, pl:rilonea! i\IC \\erc pre-incubatcd with 
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Fig.7. In vil ro fl ow cytomclric analysis o r NADPH oxidase activity of peri toneaJ Me using DHR 123. Perito neal M e (0.5- 1 x 106) wcre loaded wi lh 
DJ-IR 1235 x IO-s M fo r IOm ín al room tcmperature (RT) í!n d conseq ucnlly Slimula ted with 30 ng/mL T SL-I a nl igens or 1 pgimL A2) i87 ío r 10 mín al 

RT. Fillcd histogra l11 s rcpresen l eelJs í!elivated by stimu/us, whercas cmp ly histogra ms those /oadcd with DI-I R 123, bu t no t s timu /ated. (A) Un slimu/atcd 
peritonc:!1 Me; (8 ) pcr itoneaJ MC plus A2) 187 showed oxidative burst com parcd to uns timulated peritonca l M C; (C) pe rito neal Me plus TS L- I antigens 
sho wcd no mcasurablc R OS. Mean tluorescence intensi ty (MF I). 
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L- NAME (NOS inhibitor) and thcir oxidati ve activity in 
Ihe prcscncc of T S L-I antigcns was dc tcrmincd. HOWC W L 

cvcn in rhe prcscncc o f this inhibitor. it was no! possiblc 10 

mcasure any ox idmivc burs t in no n-scnsit izcd pcritoncal 
Me cxposcd lo TSL-l antigens (data no l shown). 80th 
TSL-I and A23 187 wcrc used togcther in sorne expcrirncnts 
and TSL-I did nOI inhi bil Ihe A23187 response. 

3.6. Illfracellular Cal + meaSllremen{s 

Because therc is an absolute requirerncnt for elevated 
intracellular Ca2+ in 3 11 IgE-dependcnt Me secretion and 
this depends on Ca2+ influx (Kim et al. , (997), \Ve investí­
gated ifTSL-I antigen-induced histamine release was asso­
ciatcd with changes in intracellular Caz",. To evaluate this, 
MC exposed lo TSL-I antigens were incubated with 
FURA-2AM and changes in ca1cium levcls were measured. 
Interestingly, despitc inducing histaminc secretion, various 
concenlratiolls (30 50 nglmL, n = 11) of TSL-I antigens 
did not alter intraccJlular calcium levels in unscnsitized per­
itonea! MC (Fig. 8A). By contrast. when T spiralis scnsi­
lized peritol1eal M e \,'~r~ ex poscd to 30 nglmL TSL-l 
antigcns. there \Vas an immediate increasc in Ca2+ leve!s 
(Fig. 88). As is well known for seve ra l secretagog ues 
incl uding JgE-antigen and substance P, the posi tive control 
co mpo und 48/80 induccd a stro ng Ca2+ signa! in both 
llllSCllsi ti zcJ and sensitiled MC (Figs. RA ami B). Intcrcs t­
ingly, in contras t to IgE-dcpcndcnt MC activalion, TSL-l 
antigcns induccd histami nc rclcase in lhe absencc of Ca:!+ 
mobiliza lion in un scnsi tized MC Recenl evidence suggcsts 
thal phosphoinosi tide (P I) 3-kinase e1ass lA pi lOa medi­
a les a calcium-independent signal during MC degranula­
tion (Windmiller and Backer, 2003). Given the surprising 
evidellce that TSL-I anligens induced histamine release by 
a process that involves a Ca2+-independent pathway, cur­
rent investigation is focusing on 1his potentially important 
observat ion. 
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In summary. th is is the first report that shows th at a se t 
of \Vcll -characterizcd T. spiralis antigens (TS L-l antígens) 
promotes hís taminc sccrclioll from UTl sC ll si lizcd no rmal 
Me. T his sccre lion cxh ibils both si mila rilics and some 
differences from lhal induced by other secrclagog ucs (eg., 
Ca2+ mobilizalion). We are c urrently in vcstigating o ther 
signaling co mponents tha t may be in volvcd in MC activa­
lion by TSL-I antigens. FurthemlOre, the idenlificalion ane! 
cha racterization of the recepto r on M C surfacc tha! recog­
nizes TSL-l antigens is under investigation, as it is possible 
tha! T olI-likc rcceptors or other pattern recognitio n recep­
lOrs associated with ¡nnate immune responses a re involved, 
as il has been shown in MC aClivation (Mar:o:ha ll , 2004). 
Alternalely, it is possible that the antigens bind non-specific 
IgE o r IgG through sorne unknown mechanism. In this 
regard , il is interes ting that ext racts of EchinucocclIs Inlllli­
locularis and Sc¡'¡slOsoma mansoni eggs trigger I L-4 release 
from basophils o f apparcn tly no n-sensi tized d onors, albci t 
in an IgE-dependent manner (Au muller et aL, 2004). 

Thc significance of o ur observations in lhe T. spiralis 
host- parasitc relati onship is unkn own . However, il is \I,o" o rth 
mcntiolling that bOlh TS L-l a ntigcns and subs ta nce P arc 
presc nl in T. 3piralis-infectcd an imals and, as ocmonstrated 
in Ihis st udy, his laminc sccrc tio n induced by Ihem shares 
SO I11C fea tu res. Therefore, it may be possiblc lhat bo th TSL­
I antigcns and substancc P thro ugh lhe activa ti o ll of Me in 
Ihe inll'slinc or othe r ti ssues release pro-inllatTlll1alory nlol­
ecules that contrib ute 10 Ihe intlammatory proCess and 
influencc survival o f adult \Vo rm s or M L. In aud iti on, givcn 
thal lhe infeCli\ c la rvac produce TS L-l an ligcns upon 
in rec tion in an unsensitizcd host, 19-independell l MC acti­
vation that selectively releases certain mediators may play 
an impo rtant role in the initial responses to lhe parasite, 
including fostering the development ofT helpe r 2 palhways 
(N iborski et al., 2004). Subsequently, as IgE and ot her 
responses are generated and other parasite an tigcns are 
produced, MC ac tivation likely involves o lher mechanisms, 

SerwtlUd Mast cd.ls 

200 

~I 
TSL-I 

50 

sao 1000 ISOO 
Time (Sct) 

Fig.8. Intracellular Ca2
' mobi liza tion induccd by TSL- I anligens. (A) Unsensi tizcd und lB) T. spirulis sensitized peritoneal MC wcrc ¡oadcd with the 

r.ltiomctric Ca!' dye FURA·2¡\M (4 x 10- 6 M) c~poscd 10 TSL·I antigens (30 ng/m L). and changcs in calcium levels were cva lualed. Peritoncal MC wcrc 
¡liso stimulaled with compound 48/80 (1 I1gfmL) as a posilive con lrol. Dala are rcprcsenlalivc of 11 separ.lle e~ periments. TSL·¡ ant igcns induccd Ca2• 

mobili za lion in sensi tizcd. but not in unscnsi lized. pcri loneal Me. Arrows indicalc Ihc addition of agonist s. 
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pcrhaps inducing sccrction o f él different array of MC­
clerivcd Illcdiato rs that functio n in dis tincl ways in the 
host- pa rasitc rcla tionship. G iven that hOS1 protccti on can 
occur in 3n Fe rcccpto r-independent manner (Grencis, 
1997; Ollah et al., 2000), the mechanisms involved in TSL-I 
activation of unsensitized Me may functien together wi th 
other mechanisms of Me activation in hos t pro tection 
against T jpimlis. T his aspcc t is a l50 of maja r ¡ntcrest and 
\Vi !! hclp us to undcrstand lhe role of Me in lhe innate 
response against T spiralis. 
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