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RESUMEN

La triquinelosis es una enfermedad mundial zoondtica causada por la larva muscular
(LM) de cualquiera de los 11 grupos genéticos del género Trichinella, parasito
intracelular que infecta el musculo esquelético de practicamente todos los mamiferos y
lleva a cabo todos sus estados de desarrollo en un solo hospedador. El ciclo de vida
del nematodo es directo, presenta dos fases; una entérica, donde pasa por cuatro
estados larvarios asi como por el adulto y, una fase parenteral, que incluye la
migracion de la larva recién nacida (LRN) por el sistema circulatorio y el
establecimiento de la LM en el musculo esquelético, que se transforma en una
estructura denominada célula nodriza (CN) y que se rodea de un infiltrado celular. La
especie que se ha descrito en México es T. spiralis.

En el presente trabajo se recuperaron por digestion artificial LM de T. spiralis (cepa:
MSUS/MEX/91/CM-91) de una rata previamente infectada, y se inocularon
experimentalmente a 27 ratones hembra CD1 de seis semanas de nacidas por via oral
con aproximadamente 50 larvas viables. A partir del dia 13 PI, se sacrificd por dia un
ratén, y se obtuvo de cada uno la lengua y el diafragma. Los 27 diafragmas rotulados
se tifieron con Giemsa, donde a partir del dia 16 Pl se comenzé a distinguir las LM,
aunque no claramente la capsula, y conforme pasaron los DPI la larva se fue
enrollando como se demuestra en imagenes de este trabajo. En cuanto a las lenguas,
después de rotularlas e incluir cada una en un cubo diferente de parafina, se hicieron
cortes histolégicos; una cinética fue teflida con H-E y se observo la aparicion de la
capsula a partir del dia 16 PI, asi como del infiltrado celular a su alrededor. La otra
cinética fue tefiida con eritrosina B, de igual forma a partir del dia 16 PI se hicieron
presentes los eosinofilos (color rojo brillante). Los resultados de este estudio
demuestran que el infiltrado celular y desarrollo del complejo CN-LM son eventos
simultaneos, lo cual es evidente a partir del dia 16 PI. En cuanto a los eosindfilos se
observd un comportamiento multimodal, donde predomina un bimodal que alcanz6
puntos maximos los dias 21 y 27. Futuras investigaciones deben encausarse a utilizar
la tincion tricromica de Masson, para identificar la cinética de aparicion de colageno
(CN) en ratones BALB/c (modelo singénico), asi como incrementar los dias de estudio

con un mayor namero de ratones.
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1. INTRODUCCION

Muchas de las enfermedades que afectan al ser humano, como la triquinelosis, son
causadas por parasitos patdgenos presentes en los animales o en los productos

derivados de ellos (Meslin et al., 2000).

1.1.Agente Etiologico

Hoy en dia se identifican once genotipos del género Trichinella (cuadro 1), formados
por cinco especies encapsuladas (que viven dentro de la célula nodriza) que infectan
s6lo a mamiferos (T. spiralis, T. nativa, T. nelsoni, T. britovi y T. murelli) y tres no
encapsuladas que infectan a mamiferos y aves (T. pseudospiralis) o mamiferos y
reptiles (T. papuae, T. zimbabwensis). Ademas de otros tres genotipos cuya posicion

taxonodmica es aun incierta (T6, T8, T9) (Pozio et al., 1992).

Cuadro 1. Especies y genotipos de Trichinella, distribucién y animales que

afectan.

Formacion de
Especies célula nodriza Distribucién Hospedador
en musculo
Regiones templadas y Carnivoros silvestres,
T. spiralis Si . : caballo, cerdo, rata,
tropicales, cosmopolita .
omnivoros,
. Si Region noérdica, Norteamérica, . .
T. nativa : Carnivoros silvestres
Norte de Europa y Asia
o Si Zonas templadas de Asia y | Carnivoros silvestres,
T. britovi
Europa cerdo, rata, caballo
T. nelsoni Si Zona ecuatorial de Africa Carnivoros
. Si L Carnivoros silvestres,
T. murelli Norteamérica
caballo
L No Europa, Australia, Norteamérica .
T. pseudospiralis y Asia Mamiferos y aves
T. papuae No Nueva Guinea Cerdos
T. zimbabwensis No Africa Reptiles , mamiferos
Genotipos
T6 Si Sur de Canadé, Norteamérica Carnivoros
T8 Si Africa subtropical Carnivoros
T9 Si Japoén Carnivoros

Fuente: Pozio y Murrell, 2006.
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En la transmision de la triquinelosis, el cerdo es considerado a nivel mundial, la
principal fuente de infeccion para humanos (Liciardi et al., 2009). La crianza de
cerdos en traspatios, asi como la falta de control sanitario adecuado, ha permitido que
en los ultimos afios el consumo de carne de cerdo cruda, insuficientemente cocida o
productos elaborados con animales infectados, sea considerada la fuente mas
importante de transmision de esta enfermedad en humanos, aunque se tienen
referentes de triquinelosis humana ocasionada por el consumo de carne de caballo,
0s0 y animales domeésticos o salvajes en los cuales se encuentran encapsuladas
larvas de Trichinella. Este fenbmeno puede estar relacionado con el hecho de que el
consumo de ésta carne es accesible para la poblacion de bajos recursos que
dificilmente puede consumir carne de otras especies (Jiménez et al., 2005). La
triquinelosis se cataloga como una enfermedad de tipo zoondtica, es decir que se
trasmite naturalmente entre personas y animales vertebrados (OMS, 2006; Owen,
1835). Las enfermedades zoondticas tienen diversos mecanismos de transmision, que
pueden ser indirectos, es decir, a través de alimentos, el agua y el medio ambiente, o

directos, como la triquinelosis. (OMS, 2006; Dupouy, 2000).

Las LM ingeridas migran al intestino delgado donde se convierten en gusanos adultos
(GA), luego de la fecundacién la hembra larvipone a las LRN, que migran por el
torrente sanguineo y se encapsulan en el masculo esquelético. La enfermedad clinica
en el hombre es altamente variable y puede presentarse desde una infeccidn

asintomatica hasta una enfermedad letal (Burke et al., 2008; Benenson, 1990).

La triquinelosis es considerada un problema importante en la economia de los paises,
ya que es un factor de riesgo en la inocuidad de los alimentos (Yang et al., 2010).
Trichinella es responsable de numerosos brotes humanos en varias partes del
mundo, actualmente, existen alrededor de 11 millones de personas infectadas y aln
en afnos recientes, la mayor parte de las infecciones se relacionaron con la especie T.
spiralis, ya sea ocurridas en animales o humanos, donde puede sobrevivir mas de

30 afilos como larva encapsulada (Yang et al., 2010, Krauss et al., 2003).
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Se han registrado brotes humanos en Europa, Asia, Africa y América (William et al.,
2001). En América, los paises donde se presenta con mayor frecuencia esta

enfermedad son Argentina, México, Uruguay, Chile y Bolivia (Monroy et al., 2000).

Este padecimiento ha sido estudiado en nuestro pais desde finales del siglo XIX, y no
fue hasta 1891 que se diagndstico el parasito en cadaveres humanos de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México (Zavala et al., 2004).
Los estados de la Republica Mexicana se han clasificado por su prevalencia como
alta (Durango, Zona Metropolitana del Valle de México y Zacatecas), mediana
(Chihuahua, Jalisco y Michoacan) y baja (Aguascalientes, Guanajuato, Guerrero,
Hidalgo, Nuevo Ledn, Querétaro, Sonora y Veracruz) (Ortega Pierres et al., 1996).
Ultimamente se demostro la presencia de T. spiralis en derivados porcinos como
chuletas crudas y chorizos en Aguascalientes, Michoacéan, Estado de México, e
Hidalgo (Zavala et al., 2004).

En los ultimos veinte afios se han realizado esfuerzos para controlar la prevalencia de
las enfermedades parasitarias con medidas tradicionales, como campafias higiénicas,
sanitarias, tratamientos masivos, investigaciones y diagnésticos. (OMS, Ginebra
2007).

1.2. Morfologia

Los helmintos del género Trichinella presentan tres estados de desarrollo: gusano

adulto (hembra y macho), larva recién nacida y larva muscular.
1.2.1. Gusanos Adultos (GA)
1.2.1.1. Machos

Los gusanos machos miden 1500 ym de longitud por 36 um de diametro, la

extremidad anterior es mas delgada que la posterior (figura 1). Se diferencia de la
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hembra por tener en la parte posterior dos pares de papilas genitales y un testiculo
que produce espermatozoides no flagelados con 2 a 3 cromosomas, por lo que ese
determina el sexo de la descendencia. Las células somaticas presentan 5
cromosomas (Despommier et al., 2005; Ribicich et al., 2005; de la Rosa y Gomez,
2004).

Celula muscular

Fluido interno

Anillo nervioso

Esticocito

Esdfago

Intestino medio

Int. posterionr

Célula glandular
intetinal

Testiculos

Vesiculaintestinal

Cloaca

F

Papilas

Figura 1. Macho adulto de T. spiralis. El gusano adulto maduro se caracteriza por tener dos pares de
papilas genitales, las cuales se observan de color blanco en la parte inferior de la figura. Fuente:
www.trichinella.org/biology.htm.

1.2.1.2. Hembras

Los helmintos hembras miden 3000 ym de longitud por 36 um de diametro. El gusano
posee un solo ovario localizado en la parte posterior (figura 2) y produce 6vulos de
aproximadamente 25 um de diametro, los cuales presentan sélo 3 cromosomas. Las
células sométicas de la hembra presentan 6 cromosomas. Las hembras no ponen
huevos, cada hembra larvipone de 60 a 80 larvas recién nacidas (LRN), por cada 2
hembras hay un macho (Despommier et al., 2005; Ribicich et al., 2005, de la Rosa y
Gomez, 2004).
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Muasculo

Fluido interno

Anillo nervioso

Esticocito

Esoéfago

Int. post.

Utero

Ovario

embriones

Larva en desarrollo

Larvareciénnacida

[ |
| recto

Figura 2. Hembra adulto. El gusano hembra puede diferenciarse del macho por tener el extremo
posterior romo y redondeado. En la porcioén ventral, la vagina se extiende en la parte posterior hasta el
Utero, donde se observa que contiene en su porcién anterior larvas y huevos; en la regién posterior,
detrds del utero y «cerca de la abertura anal, se encuentra el ovario. Fuente:

www.trichinella.org/biology.htm.

1.2.1.3. Larvas recién nacidas (LRN)

Las LRN miden 80 pym de longitud por 7 um de diametro, presentan un conjunto de
células germinales, pero no 6rganos (Lloyd, 2000; de la Rosa y Gémez, 2004). En
esta fase de desarrollo migran a través de los capilares linfaticos y venosos para
llegar a circulacion sistémica, aqui son diseminados por todo el organismo, para
establecerse en la célula del musculo esquelético, aun no se encuentra formado el
esticosoma, ni se observa la presencia de érganos, sino un conjunto de células
germinales (figura 3) (Cap6 y Despommier, 1996). Es la Unica fase de desarrollo del
parasito que posee estiletes en la cavidad oral, en la parte anterior del es6fago, lo que
les permite crear aberturas de entrada en las células musculares del hospedador
cuando son diseminadas sistematicamente a tejidos y 6rganos durante la migracion,
periodo que continua hasta aproximadamente el dia 20 posterior a la infeccién
(Despommier et al., 2005). No se descarta que las LRN ademas de estilete posean
enzimas proteoliticas que ayudan a penetrar al miocito. En modelo murino se ha
reportado que en promedio la hembra libera de 60 a 80 LRN en toda su vida (Moreno
et al., 2003).
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Figura 3. Larva recién nacida de T. spiralis. Se observa que aun no se encuentra formado el
esticosoma, ni hay presencia de 6rganos, sino un conjunto de células germinales. Fotografia a 100x
con H-E, tomada en el laboratorio de helmintos tisulares (INDRE). Carmen Ramirez Melgar 2005. La
barra mide 20um.

1.2.1.4. Larvas musculares (LM)

La LM es la fase de desarrollo responsable de la transmisidon de la enfermedad. Se le
denomina larva muscular porque se establece en el musculo esquelético del
hospedador. Anteriormente se le conocia como L1 o larva infectiva. Una vez que el
hospedador potencial ingiere carne cruda o insuficientemente cocida con LM, ésta se
establece en el epitelio intestinal hasta madurar a gusanos adultos, lo que les toma
aproximadamente 30 horas. La LM mide 1200 ym de longitud por 40 um de diametro
(de la Rosa y Gémez, 2004; Despommier et al., 2005).

Anatomicamente, las LM presentan cuticula, anillo nervioso, intestino, primordio
genital y eso6fago, que estd rodeado por una estructura glandular en su extremo
posterior, llamada esticosoma (figura 4). Los esticocitos son células discoideas que
tienen 5 tipos de granulos citoplasmicos y presentan al menos 5 subtipos de granulos
que se diferencian en forma y tamafio, tipo de inclusion, antigenicidad y localizacion
dentro del esticosoma, estos granulos son; a 0, a 1, a 2, B y y. Los alfa esticocitos
secretan polipéptidos mayores de 50 a 55 kDa y los beta un polipéptido de 48 kDa,
éstas moléculas son altamente inmunogénicas, reconocidas por una gran variedad de
hospedadores (Despomier y Lacceti, 1981; Mc Vay et al., 1998).



Células musculares

Fluidos internos
Primordio Genital

Anillo nervioso

Beta

Gamma

Alpha 0 Esticosoma
Alpha 1l

Alpha 2

Esofago

Int. medio

0.1 MM

Int. posterior

Figura 4. Larva muscular de T. spiralis. Presenta cuticula, anillo nervioso, intestino, primordio genital
y es6fago, que esta rodeado por una estructura glandular en su extremo posterior llamada esticosoma,
la cual, esta formado por un cordén compacto de células dispuestas linealmente llamadas esticocitos
(45 a 55 esticocitos), que ocupan la mitad de la regidn anterior de la larva y liberan los componentes de
excrecion/secrecion del parasito, involucrados en la formacion de la célula nodriza. Fuente:
www.trichinella.org/biology.htm.

Dentro de los granulos de los esticocitos, estan contenidos antigenos que reaccionan
con el suero del hospedador; cuando estos se degranulan, el contenido de sus
granulos es liberado hacia el lumen del tracto intestinal del parasito y son excretados.
Estos productos son referidos como productos de secrecién y excrecion (PES)

(Despommier y Muller, 1976).

1.2.1.4.1. Productos de excreciéon y secreciéon (PES)

Trichinella, como cualquier otro nematodo de la clase Trichiurata, posee un 6rgano
excretor denominado esticosoma donde las células o esticocitos, se distinguen en
cinco tipos diferentes de acuerdo a su morfologia ultra estructural (Despommier,
2005). Las glicoproteinas con un peso molecular de 50-55k Da son secretadas por los
alfa esticocitos, mientras que los esticocitos de 48 kDa son secretados por las células
beta (Silberstein y Despommier, 1984). Los diferentes tipos de antigenos de la familia
TSL, TSL-1 (45-100 kDa), TSL2 (45 kDa), TSL3 (45 kDa) y TSL-5 (35 kDa), se
encuentran presentes en los PES de la LM (Ortega et al., 1996). Muchas de estas
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proteinas estan glicosiladas con la beta tivelosa, la cual se presenta de manera Unica
en el género Trichinella. Los PES también son producidos por los gusanos adultos
(Despommier, 2005) pero no por la LRN por no poseer esticosoma (Gold et al., 1990).

1.2.1.5. Célulanodriza (CN)

La CN es el resultado de las modificaciones por las que pasé el miocito infectado.
Existen varias teorias de como sucede esto, pero la mas aceptada es que los
antigenos de excrecion y secrecion de la LM se asocian al genoma del miocito y
promueve la hipertrofia del glicocalix para convertirlo en colageno IV y VI, lo que
promueve la angiogénesis (Despommier, 1998). La CN mide entre 300 y 400 um de
largo por 150 a 200 um de ancho (figura 5), en el interior de estas células, el parasito
no permanece inmovil, sino que realiza movimientos lentos anteroposteriores y su
extremidad anterior oscila constantemente como explorando el microambiente que lo
rodea (Ribicich et al., 2005; Despommier et al., 2005). Normalmente se encuentra una
LM dentro de una célula nodriza, aunque en infecciones masivas se han observado

mas de una LM en cada CN (Despommier, 1998; Ramirez et al., 2007).

Capsula de Colageno

Figura 5. Célula nodriza de T. spirallis. Estructura que se encuentra rodeada de un plexo de vénulas
formado por una accion génica provocada por el parasito; estas vénulas tienen la finalidad de eliminar
los desechos metabdlicos, asi como de proveer nutrientes. Se ha argumentado que la célula nodriza
protege al helminto del ataque del sistema inmune del hospedador y le confiere resistencia al
congelamiento Fuente: www.trichinella.org/biology.htm
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1.3. Transmisiéon

En ésta parasitosis existen tres ciclos de transmision: el ciclo doméstico, el ciclo
silvestre y el ciclo sinantrépico. El ciclo doméstico se relaciona fundamentalmente
con las condiciones de los animales mamiferos criados para consumo humano,
cuando éste es manejado en malas condiciones higiénicas o simplemente cuando
debe buscar su propia fuente de alimentacion en sitios inadecuados como tiraderos,
adquiriendo asi la infeccion, principalmente por la ingestion de ratas infectadas, las
cuales, debido a sus habitos de canibalismo, mantienen y propagan la infeccion. De
igual forma, pueden infectarse con carnes de otros animales muertos que encuentran
en los criaderos (Pozio, 2000). Los principales reservorios domésticos de T. spiralis
son las ratas, los cerdos y el hombre. La infeccion en el ciclo silvestre sucede entre
carnivoros que se alimentan de presas vivas o de cadaveres de animales, cuyas
carnes estan infectadas con larvas de Trichinella. En este ciclo, el hombre aparece
involucrado como un hospedador accidental (Martinez, 1998; Ortega et al., 2000).
Entre los ciclos doméstico y silvestre, se encuentra el ciclo sinantropico, en el que
intervienen animales como las ratas que actlan como transmisor de los distintos
genotipos de Trichinella involucrados en cualquiera de los ciclos mencionados
(Martinez, 1998).

1.3.1. Ingestién y desarrollo del parasito en el humano

Se estima que la ingesta de 70 larvas viables produce la enfermedad clinica humana
(Martinez et al., 1986). Investigaciones realizadas por Bruschi y Murrell (2002)
sefialan que el inicio de la infeccion en el ser humano ocurre cuando se ingieren
productos carnicos de animales domeésticos o salvajes en los cuales se encuentran
enquistadas larvas de Trichinella; éstas son liberadas en el estbmago por accion de
las enzimas digestivas y son transportadas pasivamente por los movimientos
peristalticos a las dos terceras partes del intestino delgado alcanzando la madurez
entre los 2 y 6 dias, posteriormente se lleva a cabo la cépula. Los machos adultos

copulan aproximadamente a las 48 hrs y se lleva a cabo en la mucosa del duodeno-
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yeyuno, y son expulsados del intestino delgado. Los gusanos adultos hembras liberan
de 60 a 80 LRN, muchas de las cuales se depositan en forma directa en los vasos
quiliferos y linfaticos, para ser transportadas por el torrente sanguineo hasta alcanzar
el conducto toracico; llegan a la vena cava, corazon, pulmon y regresan al corazén en
aproximadamente 3 a 5 dias DPI. Se distribuyen en todo el organismo a través de la
circulacion sistémica, solamente invaden la musculatura estriada donde se transforma
a LM e induce la formacion de la célula nodriza alrededor de la quinta semana

(figura 6) (Quiroz, 1999).
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Figura 6. Ciclo biol6gico de Trichinella spiralis. Durante la fase enteral, el tejido muscular es
digerido en el estbmago y las LM son liberadas; las LM penetran en la mucosa intestinal del intestino
delgado y llegan a la fase adulta en las 48 horas PI, dando lugar a machos y hembras; a partir del
quinto dia Pl y hasta la segunda semana PI, las hembras liberan LRN en los vasos linfaticos. En la fase
parenteral, las LRN llegan al musculo estriado y penetran activamente en la célula muscular, la larva
crece hasta desarrollarse como LM, originando de esta manera la fase infectiva y, después de un
periodo de tiempo (semanas, meses, 0 afios), un proceso de calcificacion.
Fuente: www.trichinella.org/biology.htm
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1.4. Epidemiologia

El género Trichinella es responsable de numerosos brotes de triquinelosis humana en
varias partes del mundo y es considerada un problema de salud publica por ser una
zoonosis, por lo que es competencia de los servicios de salud de cada nacién o pais.
En México se encuentra la NOM-017-SSA2-1994 que se encarga de recolectar
informacion sobre los eventos de interés médico epidemioldgico, asi como de prevenir
y controlar dichos eventos, ésta norma establece los padecimientos y riesgos que
estan sujetos a notificacion e investigacion, asi como la frecuencia con que éstas
deben realizarse, de acuerdo con su trascendencia e impacto en la salud de la
poblacion (NOM-194-SSA1-2004).

Se han registrado brotes humanos en Europa, Asia, Africa y América (figura 7)
(William et al., 2001) ocasionados por nuevas fuentes de infeccion de Trichinella como
carne de caballo, rata de campo, perro y gato, asi como por el consumo de carne de
animales de caza deportiva infectados, como jabalis, zorros, ciervos y 0so0s,
permitiendo la coexistencia del ciclo de vida silvestre y doméstico del parasito,
(Dupouy, 2000; Garate et al., 1991).

Figura 7. Distribucion geogréfica. Reportes de casos casos de Trichinella spiralis.
Fuente:http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2007/pr19/es/index.html

11


http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2007/pr19/es/index.html

I

et

\y"‘\w ",
sAaLUD R Y
InDRE i@
Y ”*"ﬂ

En América, los paises donde se presenta con mayor frecuencia esta enfermedad son
Argentina, México, Uruguay, Chile y Bolivia (Monrroy et al., 2000). En México, las
infecciones con Trichinella en humanos, cerdos, ratas, gatos y perros han sido

reportadas en varios estados de la Republica Mexicana (figura 8).

Estados Unidos de América

GOLFO
DE
MEXICO

A
4 C',
&
Co Centroamérica

Figura 8. Distribucion de la triquinelosis en la RepuUblica Mexicana. Alta prevalencia (rojo):
Durango, Zacatecas y la Zona Metropolitana del Valle de México; mediana prevalencia (amarillo):
Chihuahua, Jalisco y Michoacan; baja prevalencia (verde): Aguascalientes, Guanajuato, Guerrero,
Hidalgo, Nuevo Ledn, Querétaro, Sonora y Veracruz. En azul los Estados donde se han encontrado
animales infectados, alimentos infestados y estudios epidemioldgicos para busqueda de anticuerpos.
En blanco donde no se ha hecho estudios. Adaptado de Ortega et al., 2000.

1.5. Sintomatologia

La variabilidad de signos y sintomas en la triquinelosis humana depende de la carga
parasitaria con la cual se infecta el hospedador (la dosis minima necesaria para
causar triquinelosis sintomatica se estima que se encuentra en el rango que va de 70
a 150 larvas), asi como de su edad y sexo, estado nutricional, hormonal e

inmunoldgico y del tejido invadido (Bruschi y Murrell, 2002).
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La duracion del periodo de incubacion de la infeccién depende de muchas variables

l

que incluyen la especie, la dosis y la frecuencia de consumo de carnes infectadas con
LM de Trichinella. Este periodo es de aproximadamente 7 dias para infecciones
severas y de 16 dias en infecciones de moderada intensidad. En formas benignas de
21 dias. La ingestién de altas dosis de larvas se relaciona generalmente con un
periodo de incubacion corto. Alrededor de los dias 7 al 14 ocurre la expulsion del
parasito adulto. En el curso del periodo de incubacion los signos y sintomas tipicos de
la enfermedad son precedidos por heces semiliquidas durante 4 a 5 dias (Kociecka,
2000).

Las manifestaciones clinicas de la fase enteral responden a un cuadro gastroentérico
caracterizado por nauseas y diarrea. En pacientes con infeccion moderada a severa,
la infeccion durante la primera semana se asocia con dolores abdominales, diarreas o
constipacién, vomito, malestares y fiebre. La fase parenteral se relacionan con fiebre,
dolor de cabeza, eosinofilia, erupcién cutanea, dolor muscular intenso, ademas de

edema periorbital y palpebral (Luna y Sanchez, 2006).
1.6. Diagnostico

Los criterios para confirmar la sospecha clinica de la triquinelosis incluyen
evaluaciones de signos y sintomas asociados al caso clinico, ademas se valora si la
persona consumié carne, numero de casos presentados en el foco de infeccién y

pruebas de laboratorio (Gamble y Graham, 1984).

En una triquinelosis es tipico que se presente eosinofilia (1,400-8,700/ mm?®), que es
la principal y mas temprana caracteristica de laboratorio encontrada y que se
correlaciona con la intensidad de la infeccion. Comunmente en el suero de las
personas infectadas se encuentran niveles altos de enzimas musculares (creatina
fosfoquinasa [CPK], lactato deshidrogenasa [LDH] y aminotransferasas), liberadas en
el momento que ocurre la destruccion del tejido muscular, causado por la penetracion
de las LRN (Cap6 et al., 1998).

13
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El diagnostico de la infeccion se basa en la deteccion directa o indirecta del parasito

en el hospedador.
1.6.1. Técnicas directas

La triquinoscopia detecta las larvas de T. spiralis y define la intensidad de la infeccion
(nimero de larvas por gramo de tejido examinado). Para realizarla, pequefas
muestras de musculo son comprimidas entre dos laminillas de vidrio y observadas

bajo un microscopio de luz (Camet et al., 2002).

Las técnicas histologicas muestran fragmentos de la larva en los diferentes estados
del desarrollo, la presencia de la capsula de colageno, célula muscular infectada y el
infiltrado celular. La digestién artificial de las muestras de musculo con pepsina y HCI
son muy Utiles para determinar la carga parasitaria y aislar las larvas para su
identificacion (de la Rosa, 2000).

La aplicacién de la técnica de Giemsa para tefir los diafragmas infectados con
Trichinella spiralis, permite que puedan ser facilmente observadas las LM a simple
vista como puntos de color azul, que contrasta con las areas de color rosa que las
rodea, es decir, fiboras musculares no infectadas; esta técnica es util para un

diagndstico rapido de triquinelosis post mortem en mamiferos (Ramirez et al., 2007).
1.6.2. Técnicas indirectas

Para el diagnéstico serolégico pueden utilizarse técnicas para la deteccion de
anticuerpos (Ac) especificos de T. spiralis como son ELISA, Western blot y la
inmunofluorescencia indirecta (Camet et al., 2002; Figueroa et al., 2000). Western blot
ha demostrado recientemente mayor sensibilidad y especificidad que la técnica ELISA
para el diagnostico en sueros de origen porcino (Nockler et al., 2009).

14
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1.7.Mecanismos de inmunidad involucrados en la infeccion por T. spiralis

En la triquinelosis, al igual que en otros modelos de helmintos, los parasitos inducen
una respuesta tipo Th2 durante las primeras horas de la respuesta inmune humoral
(figura 9), habiendo un incremento en las inmunoglobulinas séricas (hipergama-

globulemia), particularmente de IgE e IgG1 (Ljungstrom et al., 1988).
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Figura 9. Funciones de las células Th2 durante la infeccion helmintica. En la respuesta inmune
desarrollada durante la infeccibn con muchos parasitos nematodos que habitan el tracto intestinal se
caracteriza por un incremento de las citocinas producidas por células Th2, incluyendo interleucinas (IL);
IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, y mas tarde IL-21, IL-31, IL-33 e IL-25, las cuales potencian el desarrollo de
respuestas Th2. Asimismo, hay activacion de linfocitos CD4+, granulocitos, mastocitos y macréfagos
(Patel et al., 2009).
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1.7.1. Respuesta inmune a nivel intestinal

Los macréfagos reconocen el antigeno del gusano adulto, pero son incapaces de
migrar hacia el sitio de estimulacién antigénico (probablemente por la presencia de
factores inhibidores de macréfagos), lo cual hace que se genere una respuesta celular
de tipo TH2, lo que activa de manera alterna a los macréfagos; ésta respuesta se
caracteriza por la produccion de IL — 5 que activa a los eosindfilos causando
eosinofilia; a su vez IL — 5 asociada a IL — 9 e IgE hacen que los mastocitos y
granulocitos liberen granulos ocasionando una respuesta alérgica. Por otro lado, IL-4
e IL — 13 activan a células B para la produccién de IgE, también activan células
caliciformes generando secrecion de moco promoviendo la inmovilizacion del parasito
y asi facilitando su expulsion. La finalidad de la inmunidad a nivel intestinal es crear
un medio ambiente poco propicio para los parasitos adultos en el tracto intestinal y asi

lograr su eliminacion (Afzali et al., 2009).

Recientemente se ha sugerido la participaciéon de la respuesta Thl7, la cual es
estimulada por IL-23 y TGFB para generar IL-17, misma que es un mediador pro-
inflamatorio y juega un papel importante en el mantenimiento de la inflamacion
intestinal cronica. A su vez, recientemente se mostré en un modelo experimental de
triquinelosis murina que esta citocina (IL-17) produjo un aumento significativo en la
contractibilidad del yeyuno, el cual fue dependiente de la concentracion de IL-17. Lo
anterior sugiere que la IL-17 puede participar en la expulsion de los parasitos en
intestino (Fu et al., 2009).

Por otro lado se ha sugerido la participacion de las células T reguladoras naturales
(nTreg) en el control de la inflamacion a través de mecanismos que requieren IL-10 y
TGF-B. A su vez, las T reguladoras equilibran las respuestas Th1/Th2 (Beiting et al.,
2007; Afzali et al., 2009; Bi Y et al., 2010).

16
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1.7.2. Respuestainmune a nivel muscular

Las quimiocinas son también importantes en el curso de la infeccion por T. spiralis,
particularmente la quimiocina CCL11 (Exotaxina 1), que es un potente
quimioatrayente para los eosinodfilos (los cuales actian a través del receptor CCR3).
CCL11 actua en sinergismo con IL-5 para estimular la liberacion de eosindfilos. La
deficiencia de CCL11 resulta en un nimero disminuido de eosindfilos en estémago,

yeyuno, ileon y colon (Dixon et al., 2006).

La IL - 4 es una citocina antiinflamatoria y profibrética del tipo Th2 que estimula y
amplifica la respuesta antiinflamatoria mediante la activacion de la sintesis de
colageno tipo 1y 3 por los fibroblastos y la progresién de la fibrosis. En particular la IL
- 13 e IL - 4 comparten la habilidad de inhibir a los macréfagos y producir citocinas
proinflamatorias; al igual que la IL — 13 e IL — 4, la IL — 21, favorece la activacion
alterna de macréfagos, aumentando la expresion de arginasa — 1, protegiendo a los
tejidos circundantes de procesos inflamatorios prolongados, asi como también de
respuestas inmunes agresivas induciendo la reparacion o remodelacién del tejido, en
apoyo a esto la IL — 25 induce la produccion de citocinas de tipo Th2 (Patel et al.,
2009) .

En el caso de T. spiralis, las células TCD4+ regulan los niveles de IL-10 y TGF-B, que
normalmente controlan el nivel de inflamacién circulante causada por el parasito
encapsulado en musculo (Beiting et al., 2007).

1.7.3. Caracterizacion del infiltrado celular
En las primeras semanas de la infeccion, los gusanos pueden ser expulsados, lo que

ha generado informacion valiosa y conocimientos basicos sobre los mecanismos de la

inmunidad del hospedador contra los patdgenos intestinales.

17
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Las larvas musculares de Trichinella spiralis, después de entrar en el tejido muscular,
inducen a una respuesta inflamatoria que es responsable de la miositis, una de las
consecuencias tipicas de la infeccion por via parenteral (figura 10). El dafio a los
tejidos se debe no sélo a los parésitos al provocar cambios en las células musculares
incluyendo la pérdida de su estriacion y la transformacion de la CN, sino también
indirectamente, a la presencia de dicha reaccién inflamatoria ya que dafa las células

musculares, ademas de depender de la carga parasitaria (Beiting et al., 2007).

El tipo de células presentes en el infiltrado circundante a la CN se compone
principalmente de varias células efectoras, entre ellas eosinodfilos, basofilos, células
cebadas, macrofagos, células CD4, un menor numero de células T CD8 + y linfocitos
B (Caraballo y Zakzuc, 2012). En un estudio realizado por de la Rosa (2012) se
determino la presencia en el infiltrado celular de eosinéfilos, mastocitos linfocitos CD4,
CD8, NK, B y macréfagos rodeando a la LM.

Figura 10. Respuesta inflamatoria del hospedador a la invasion del masculo esquelético (ME).
Se observa en esta fotografia tomada a 40x, durante la elaboracién de este trabajo, como la larva
muscular (LM) y célula nodriza (CN) estan rodeados del infiltrado celular (IC) (preparacién con
hematoxilina-eosina). La barra mide 200 pum.

Otra respuesta importante y que ha sido estudiada durante la triquinosis experimental
murina es la Th17, que en estudios en modelos de triquinelosis murina se ha
descrito que esta asociada a la expulsion de parasitos (Afzali et al., 2009). Haciendo
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especial hincapié en la inmunidad intestinal, IL-17 controla la hipercontractilidad pero
poco se conoce por la invasion del musculo esquelético en la migracion de larvas.
Esta invasion, como ya se ha indicado, puede dafar las células musculares y

estimular la infiltracion de células inflamatorias, principalmente eosindfilos (figura 11).
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Figura 11. Eosindfilos que rodean el complejo CN - LM. Se observan en esta fotografia obtenida en
la realizacion de este trabajo, los eosindfilos tefiidos con eritrosina B, los cuales estan de color rojo, a
diferencia del resto de las células inflamatorias. Dia 27 PI, 40x. La barra mide 100 pum.

1.8. Tratamiento

A fin de eliminar las formas de T. spiralis del lumen gastrointestinal se ha
implementado la aplicacion de antihelminticos en el estado de invasion intestinal
como terapia efectiva, particularmente en los primeros 3 dias posteriores a la
infeccion, lo que previene la subsecuente invasion muscular y desarrollo de la
enfermedad. Sin embargo, la mayoria de los casos son diagnosticados meses
después de la infeccién, cuando la larva ya esta establecida en musculo, provocando
que se reduzca la efectividad del tratamiento antihelmintico sobre el curso de estados
mas avanzados de la enfermedad, sobre letalidad y sobre la larva ya enquistada.
(Gottstein et al., 2009).
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Los farmacos de eleccion por su efectividad para la infeccion por T. spiralis mas
utilizados en México son albendazol y mebendazol. El albendazol es un antihelmintico
de amplio espectro. Después de la administracion por via oral se absorbe y
experimenta rapidamente metabolismo de primer paso en el higado hacia el
metabolito sulféxido de albendazol. El sulféxido se une predominantemente a
proteinas, distribuyéndose bien en los tejidos y es excretado por la orina (Rosenthal y
Goldsmith, 2005). En adultos, la dosis recomendada es de 400 mg, 2 veces al dia
durante 10-15 dias (Camet et al., 2002).

El mebendazol es un benzimidazol sintético con un gran espectro de actividad contra
helmintos. ElI medicamento absorbido (menos del 10%) se une a proteinas
plasmaticas y se convierte rapidamente en metabolitos sin actividad (principalmente
durante su primer paso en el higado). Se excreta predominantemente en la orina. La
dosis usada para la triquinelosis es de 200-400 mg por 3 dias y posteriormente 400-
500 mg por 10 dias. (Rosenthal y Goldsmith, 2005).

También es conveniente la administracion simultdnea de corticoesteroides para el
alivio de la fiebre y los efectos colaterales de la inflamacion, debido al dafio celular
gue resulta de la penetracion de LRN a los tejidos. El uso de prednisona ha mostrado
tener buenos efectos para aliviar los sintomas de la triquinelosis (Capd y

Despommier, 1996)
1.9. Vacunacion

Se han llevado a cabo varios intentos para inducir proteccion contra la infeccion por
Trichinella, con resultados prometedores, pero hasta el momento no hay una vacuna
disponible. Se han empleado desde LM vivas, atenuadas por radiacién o congeladas,
con la cuales se obtenido una proteccion parcial en ratones o cerdos infectados de
manera experimental; sin embargo, ésta estrategia en estudios de campo no ha
tenido resultados exitosos (Bruschi y Murrell, 2002). Otros estudios llevados a cabo

con antigenos de LRN indican que pueden ser un candidato vacunal para cerdos
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(Marti y Murrell, 1986). Sin embargo, se ha documentado que la obtencién de las LRN
es limitada porque depende de la recuperacion de GA, de los cuales solo es posible
recuperar 10% del numero de LM inoculadas en la infeccion experimental

(Despommier, 1998).

De la Rosa Arana et al., 2012, soportan la idea de que tanto el levamisol como el
Staphylococcus pueden ser usados como adyuvantes para mejorar la respuesta
humoral y al mismo tiempo se demuestra que el IFN-g puede ser implicado en el
mecanismo de proteccién contra T. spiralis, donde se induce una respuesta Thl en la
inmunizacién de ratas con antigenos de excrecion y secrecion de la LM comparando

efectos de levamisol, fraccién bacteriana de Staphylococcus y adyuvantes de Freund.

1.10. Evasion de los mecanismos de la respuesta inmune

La evasion de la respuesta inmune de manera general se divide en dos clases:
1) antigeno-dependiente, reclusibn anatomica, antigenos estado-especificos,
liberaciébn de antigenos y mimetismo molecular, y 2) los que modulan la respuesta
inmune del hospedador. Los mecanismos de evasion mas relevantes son los que se
refieren a la dependencia de antigeno, a la reclusion anatomica y a los antigenos que
son estado-especificos (Bruschi, 2004). En el caso de la reclusion anatomica, las LM
encapsuladas en las fibras musculares pueden liberar antigenos y asi estimular la
respuesta inmune del hospedador, ya que el parasito esta protegido de los efectores
moleculares y celulares; este tipo de evasién se conoce como “secuestro de una via”.
Respecto a los antigenos estado-especificos, los anticuerpos contra el estado adulto
no reconocen a la LRN; los anticuerpos especificos para los antigenos de superficie
de la LRN aparecen hasta la cuarta semana de infeccion, cuando el parasito no puede
ser atacado porque ya se encuentra dentro de la célula nodriza (Bruschi y Murrell,
2002).
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2. JUSTIFICACION

Este proyecto se basa en la necesidad de caracterizar el tiempo de aparicion del
infiltrado celular y el desarrollo de la larva a nivel muscular de la célula nodriza de
Trichinella spiralis y la aparicién del infiltrado celular que la rodea, asi como sus
medidas durante su crecimiento del dia 16 al 39 Pl. La mayoria de los estudios que
caracterizan la respuesta inmune en la triquinelosis se han enfocado a la fase
intestinal, quizd asociado al interés del estudio de la inmunidad de mucosas y donde
se ha descrito una reaccion inflamatoria inducida por las interleucinas IL-4, IL-5 e IL-
13 con presencia de células cebadas y eosindfilos que provocan contracciones que
terminan con la expulsion del gusano adulto; sin embargo, esta reaccién no evita la
larviposicion de las larvas recién nacidas (LRN) que migran hasta invadir el musculo
esquelético donde se convierte en larvas musculares (LM). Poco se conoce sobre la
actividad de las células que median la respuesta inmune en la fase muscular aunque
se sabe que esta caracterizada por un aumento de anticuerpos IgG e IgE en la
tercera-cuarta semana de infeccion; éstos anticuerpos son capaces de eliminar a las
LRN in vitro por una accion ADCC, pero no in vivo porque cuando se encuentran en
circulacion las LRN ya han penetrado al miocito. Con respecto a la respuesta tisular,
los reportes describen la patologia del miocito y la formacion de la célula nodriza, asi
como la presencia de un infiltrado celular, constituido principalmente por eosindfilos y
células CD4, que se presentan de manera abundante a los 40 DPI, pero no se conoce
si el infiltrado se forma de manera simultanea al crecimiento de la célula nodriza o
aparece posterior al desarrollo de dicha estructura parasitaria en donde se desconoce

si la proporcion de eosindfilos es constante durante la formacion del infiltrado.
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar la cinética de aparicion y crecimiento de la larva muscular, formacién de la
célula nodriza y del infiltrado celular alrededor de la cépsula de coldgeno de

Trichinella spiralis, por medio de tinciones de hematoxilina-eosina, eritrosina B y

Giemsa.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1.Propagar la cepa de Trichinella spiralis en ratones hembras CD1 de seis

semanas de nacidas.

4.2.0bservar el crecimiento de la larva muscular en diafragma del dia 13 al 39 PI

por medio de Giemsa.

4.3.0bservar el desarrollo de la célula nodriza de Trichinella spiralis y la aparicion

del infiltrado celular a su alrededor por medio de técnicas histolégicas tifiendo

con hematoxilina-eosina y eritrosina B.
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5. DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO

Ratas infectadas con la cepa MSUSIMEX/91/CM-91

Realizar digestion enzimatica de musculo esqueletico

Infectar 27 ratones con 50 LM

Obtener de clua partir del dia 13 y hasta el 39 Pl lengua y diafragma .

Diafragma

v

Incluiren parafina

Cortes hiStoIégicos

Eritrosina I Hematoxilina - Eosina

Analisis de Imagen
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6. METODOLOGIA
6.1. Propagacion de la cepa

La cepa MSUS/MEX/91/CM-91 se propagd en el bioterio del INDRE mediante pases
entre ratas y ratones. Las ratas de 6 semanas de edad y aproximadamente 30010 g
de peso se infectaron oralmente con 23 LM por gramo de peso, equivalente a
7,000£125 LM, suspendidas en un amortiguador de fosfatos (0.01M) adicionado con
NaCl (0.15M) a pH 7.2 (PBS) y se administraron con una micropipeta por via oral.
Cada rata recibié 0.15 mL. A las seis semanas de infeccion, de una de las ratas se
recuperaron las larvas por digestion artificial y se infectaron por via oral a 27 ratones
hembra CD1 de seis semanas de nacidas y 20 gramos de peso con 50 LM
(equivalente a 2 LM por gr de peso), con las LM restantes se infectaron ratas para la

conservacion de la cepa (de la Rosa, 2000).
6.2. Digestion enzimatica

Una de las ratas infectadas previamente con larvas musculares de Trichinella spiralis
(MSUS/MEX/91/CM-91), se mat6é por el método fisico de dislocacion cervical de
acuerdo a la NOM-062-ZO0-1999, especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio. Se observd en el microscopio su
diafragma entre dos portaobjetos con los extremos pegados por tela adhesiva
(triquinoscopia), presionando fuertemente con la finalidad de extenderlos y por lo
tanto adelgazarlos para corroborar la existencia de LM. Una vez confirmada la
infeccion de la rata, se retird piel, visceras y se cortaron las patas, cabeza y cola, para
posteriormente molerlo en trituradora de carne. Por cada 100 g de muestra se coloco
en un matraz Erlenmeyer un litro de agua destilada mas pepsina al 1% (10g) y acido
clorhidrico concentrado al 1% (10mL), ésta solucion se incub6 en una estufa a 37 °C
con agitacion continua con una barra magnética en el fondo durante 4 horas (Gamble
et al., 2000; NOM-194-SSA1-2004).
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6.3. Obtencién de LM

La digestion enzimatica se pas6 a través de una gasa, cayendo el liquido en un
embudo de separacion, y dejandola ahi que sedimentara durante 1 hora. En el fondo
del embudo se sedimentaron las larvas, formando un botén de color rosa, el cual se
extrajo para colocarlo en un tubo de centrifuga. Se hicieron lavados con PBS pH 7.2
y se centrifugd a 3500 rpm durante 5 minutos, descartando el sobrenadante; dichos
lavados se hicieron hasta que las larvas quedaron libres de tejido muscular, ya que
con una pipeta Pasteur se retiraron los restos de tejido muscular; capa café
posicionada sobre el boton rosa (larvas musculares). Se agité el tubo conico y se
tomaron 5 uL con micropipeta para observar al microscopio y verificar que las larvas
obtenidas eran viables, al observarse en movimiento (de la Rosa, 2000; NOM-194-
SSA1-2004).

6.4. Infeccion de ratones

Después de confirmar la viabilidad de las LM, se tomaron 3 muestras con una
micropipeta, cada una de 5 pL, se agitaron durante 3 segundos el tubo en cada
ocasion; se colocaron las 3 gotas en un portaobjetos para cuantificar las larvas
musculares, donde la cantidad de dichas larvas en cada gota no tuvo una variabilidad
mayor a 5 unidades. Se sacé la media y se realiz6 una regla de tres para determinar
la cantidad de microlitros para obtener 50 LM. Una vez determinada la cantidad de
microlitros (30 pL) con las larvas requeridas, se infectaron 27 ratones hembras CD1
de 6 semanas de nacidas, las cuales se sacrificaron una diariamente a partir del dia

13 post infeccién para adquirir lengua y diafragma (de la Rosa, 2000).
6.5. Obtencién de regiones anatémicas

Se sacrifico diariamente un ratdn por dislocacion cervical para no contaminar el tejido
(NOM-062-Z00-1999), obteniendo la lengua, la cual, fue colocada en un casete para

inclusion debidamente rotulado con papel albanene, dejando en formol al 10%
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solucién salina 0.85% durante 18 horas a temperatura ambiente. Una vez transcurrido
ese tiempo, dicha region anatdmica se lavd con agua de la llave 5 veces, para
después dejarlas 30 minutos en agua destilada. Finalmente, para preservar la
morfologia normal se sumergieron las piezas en el conservador (alcohol al 70 %) por
un periodo de 18 horas como minimo de tiempo antes de iniciar la inclusién en

parafina (Gavifio et al., 2000).

6.6. Técnica histoldgica

Se llama técnica histolégica a la serie de pasos que han de darse para obtener un
preparado observable con el microscopio 6ptico (figura 12). Un corte histolégico es
una rebanada de tejido cuyo grosor varia entre 0,5 y 10 o0 mas micrometros (um).
Para la preparacion de uno de tales cortes se congela una pieza de tejido o bien se
impregnan con algin material que sirva de soporte y luego se corta con un aparato
denominado micrétomo. Se pueden lograr cortes de 2 a 3 um de grosor a partir de
tejido impregnado con parafina. Los cortes se colocan y aseguran sobre un
portaobjetos de vidrio y se tifie con uno o méas colorantes para aumentar la visibilidad
de los distintos componentes celulares e intercelulares (Bacha, 2001).

/<‘ T2. Corte del érganc o rejido
©n piezas mencres

A

Formacion del Extra. Tallad

=9 allon del

bloque en un molde  blogue de parafina  bloges ©°
fuera del oldo

Figura 12. Pasos para la obtencion de un preparado histolégico con la técnica de impregnacion
en parafina (Bacha, 2001).
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6.6.1. Inclusion en parafina

Primero se rotularon tres recipientes con la leyenda “parafina 17, “parafina 2" vy
“‘parafina 3”, en los cuales se fundié la parafina en una estufa regulada a 56°C. Ya
fijado el tejido, se procedié a la inclusion en parafina. Para que la parafina liquida
penetrara completamente en el tejido, se sustituyd el agua por un solvente organico,
lo que se consiguié mediante la deshidratacion de los tejidos en alcoholes. Se prepar6
un carril de deshidratacion, el cual consto de 2 frascos con OH al 80%, 2 frascos con
OH al 96%, y 2 frascos con OH al 100%. Posteriormente, como sustancia
intermediaria para aclarar los tejidos, se transfirieron a 2 frascos con xilol al 100%;
con la translucidez de las piezas se cercior0 la penetracion de la sustancia
intermediaria en los tejidos. Este paso (denominado aclaracion) es esencial antes
de impregnar el tejido deshidratado con parafina ya que el alcohol y la parafina son

inmiscibles.

Los casetes para inclusion con lengua se sumergieron durante 30 minutos en cada
uno de los frascos. Estas, una vez escurridas del xilol al 100%, se transfirieron a
“parafina 1”, después de 30 minutos se sacaron y se dejaron en “parafina 2” para
favorecer una buena impregnacién y nuevamente se dejaron 30 minutos, durante la
impregnacion, la parafina fundida remplaza por completo al xilol. Este procedimiento
se realiz6 a una temperatura ligeramente superior a la del punto de fusion de la
parafina. Después se abrio el casete para inclusion y se realizé corte longitudinal y
transversal de la lengua (Gavifio et al., 2000; Atlas, 2011).

Tras el embebimiento completo de las muestras se vertié una pequefia cantidad de
parafina liquida del recipiente 3 en un cubo de acero inoxidable de 2.5 cm por lado, se
introdujeron los cortes tanto transversal como longitudinal de la lengua, para después
completar con la misma parafina tres cuartas partes de molde. Se rotulé el cubo de
parafina con papel albanene indicando el numero de raton y se dej6 solidificar un dia
a temperatura ambiente. Finalmente, para sacar la parafina solidificada del molde, se

presioné del lado del papel albanene (Atlas, 2011).
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6.6.2. Portaobjetos con gelatina histologica

Se lavaron con agua y jabon perfectamente los portaobjetos a utilizar, posteriormente
se desengrasaron con una mezcla de alcohol al 70% y éter al 30%. Por cada 50 mL
de agua destilada tibia, se colocaron 250 mg de gelatina mas 25 mg de sulfato de
amonio de potasio, se disolvid bien e introdujo en dicha solucién cada uno de los
portaobjetos por 60 segundos aproximadamente. Se dejaron secar y guardaron para
Su posterior uso. Estos portaobjetos funcionaron como adhesivo entre el cristal y el

corte histoldgico (de la Rosa, 2000).

6.6.3. Cortes histoldgicos

Se realiz6 una serie de procesos sobre el bloque de parafina antes de hacer el primer
corte util a la muestra. En primer lugar se retallé el bloque hasta hacer una pirdmide
truncada, considerando la cara que se puso en contacto con la cuchilla. Una vez
retallada la pirdmide, la muestra queda dentro de ella pero no esta en contacto directo
con la cara superior o de corte, por lo fue necesario un proceso de desbastado, es
decir, la eliminacién del espesor de parafina que hay entre la superficie del bloque y la
muestra (Atlas, 2011).

Otro aspecto que se tomd en cuenta antes de empezar a cortar en el micrétomo de
rotacion fue la orientaciébn de la cuchilla respecto a la superficie de corte de la

piramide.

Se coloco y aseguré el bloque de parafina en el micr6tomo, el cual es un aparato
mecanico en donde se obtienen secciones de un grosor de micrometros (5 a 20 pm),
en este caso fueron de 7 um. Con cada vuelta del micr6tomo el cubo de parafina
avanzO sobre la cuchilla y se obtuvo una nueva rebanada. Cada una sucesiva se
adhirio al precedente formando asi una tira continua de corte. Posteriormente se

separaron con cuidado y con ayuda de pinceles uno o dos cortes de la tira y se
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depositaron sobre la superficie de un bafio de agua a 45 °C. Esto ablandé a la

parafina y estir6 el corte eliminando las arrugas, debido al calor y a la hidrofobicidad.

Es importante quitar las burbujas formadas en el fondo del bafio antes de comenzar.
Ya estiradas las tiras del corte, se tomaron con la ayuda de un portaobjetos
previamente tratado con gelatina histologica para su facil adherencia y se dejaron
secar. Posteriormente se colocé en una estufa a una temperatura de 56 °C durante
toda la noche, y asi con cada uno de los cubos se obtuvieron 8 laminillas. Una vez
secos, los portaobjetos con las secciones estaban listos para el procesamiento

siguiente (Gavifio et al., 2000).

6.7. Fundamento de tinciones

La mayoria de los tejidos, sobre todo los de animales, son incoloros y por ello
necesitamos tefirlos para observar sus caracteristicas morfolégicas. Las tinciones
generales estan basadas en el uso de colorantes, sustancias mediante las cuales se
consigue colorear a los tejidos. Los colorantes son normalmente hidrosolubles y se
caracterizan por unirse a ciertas moléculas presentes en los tejidos gracias a
afinidades quimicas. Se utilizan normalmente para tefiir a las células y componentes
tisulares que van a ser observados con el microscopio éptico y por ello se realizan
habitualmente sobre secciones de tejido, siendo las mas utilizadas las secciones

obtenidas a partir de inclusiones en parafina (Gavifio et al., 2000).

6.7.1. Giemsa
Es un colorante neutro, se dice que la coloraciéon de Giemsa es una coloracion
compuesta o diferencial (ya que emplea mas de un colorante), donde su unién es de

caracter salino entre colorantes acidos y basicos, formando precipitado insoluble en

agua pero es estable en disoluciones alcoholicas.
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La tinciobn de Giemsa emplea como colorante fundamental una mezcla de tiacinicos

l

catédicos, como el azur AB y el azul de metileno, que colorean estructuras de
caracter basofilo como lo es el nicleo, la cromatina nuclear adopta la tincién azul
violacea, mientras que la eosina colorea el componente extracelular (citoplasma),
éstas sustancias estan disueltas en alcohol metilico. Su fundamento esta en la
disociacion controlada de las sales de eosinato, que ocurre por la mezcla de Giemsa

con agua destilada (Pérez, 2008).

En especifico para diafragmas infectados con Trichinella spiralis, la LM y célula
nodriza son tefiidas de color azul, mientras que las células musculares se tifien de

color rosa (Ramirez et al., 2007).

6.7.2. Hematoxilina-Eosina

El histdlogo tiene a su disposicion numerosas tinciones, pero la mas usada es una
combinacion que emplea hematoxilina y eosina sobre cortes de parafina. (Bacha,
2001). La hematoxilina y la eosina se utilizan en histologia principalmente para poner
en evidencia las caracteristicas estructurales (Atlas, 2011)

La eosina es un colorante acido (predomina densidad de carga negativa), por lo cual
se asocia y colorea a estructuras catidnicas del citoplasma y matriz extracelular,
tales como filamentos citoplasméaticos (como los de células musculares), membranas
intracelulares vy fibras extracelulares por sus aminoacidos basicos ionizados (Ross y
Wojciech, 2008).

La reaccion de los grupos cationicos con un colorante acido, recibe el nombre de
acidofilia (es decir, que tienen afinidad por lo &cido). Las reacciones de los
componentes celulares con los colorantes acidos no son tan especificas ni tan

precisas como las reacciones con los colorantes basicos (Ross y Wojciech, 2008).
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La hematoxilina no es un colorante bésico en sentido estricto, se usa con un
mordente, es decir, un intermediario entre el componente del tejido y la anilina. Es por
la accion del mordente que la coloracion con la hematoxilina se parece a la tincion
que produce un colorante basico, por lo cual se asocia y colorea estructuras
anionicas, entre los que se encuentran los grupos fosfato de los acidos nucleicos, los
grupos sulfato de los glucosaminoglucanos, y los grupos carboxilo de las proteinas.
La capacidad de estos grupos anionicos de reaccionar con una anilina o colorante
basico se denomina basofilia (es decir que tienen afinidad por lo béasico). Los
componentes del tejido que se tifien con hematoxilina también exhiben basofilia (Ross
y Wojciech, 2008). Se tifien de color azul y purpura los nucleos, citoplasmas en rosa,
musculo en tonos rojizos a rosados fucsia, glébulos rojos en naranja o rojo y la fibrina

en rosa intenso (Bacha, 2001).

6.7.3. Eritrosina B

Colorante acido, sintético en forma de polvo rojo, la eritrosina B, puede ser disociada
en particulas cargadas negativamente y combinarse facilmente con los residuos de
arginina en el punto isoeléctrico de la PBM que se ha determinado en alrededor de
10. Esto explicaria por qué al pH 10 este colorante tifie selectivamente las estructuras

celulares ricas en MPB, como los granulos de los eosindfilos.

Los mecanismos quimicos exactos de la eritrosina B aun no estan establecidos, pero
este método es un colorante selectivo que se une a los granulos de eosindfilos,
especificamente a la proteina basica mayor (PBM), la cual es un polipéptido

policatidnico con un alto contenido en arginina. (Benitez et al., 1987)

6.8. Procedimiento tintorial

6.8.1. Giemsa

Una vez obtenido el diafragma, se rotuld e inmediatamente se sumergié en alcohol

acético formaldehido (FFA), como minimo 4 horas a temperatura ambiente. Un dia
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antes de tefiirlo, se corté en pedazos mas pequefios, los cuales se sumergieron en
alcohol al 50 %. Ya transcurrido ese dia se transfirieron a 10 ml de Giemsa (solucién
diluida 1:6 en 0.01M, de solucion buffer de fosfatos pH 7.2 durante 45 min con
movimientos lentos y constantes a temperatura ambiente. Posteriormente se pasaron
los pedazos del diafragma a alcohol acido 0.02N (HCI en 50% de alcohol etilico) por
45 segundos, a continuacion se procedié a la deshidratacion en alcohol de forma
progresiva: 30%, 50%, 70% y 100%, se dejaron en cada uno de 2 a 3 minutos con
movimiento suaves. Durante este paso se inspecciono visualmente la muestra tefiida.
Una vez azules los tejidos, se transfirieron a una mezcla con volimenes iguales de
alcohol absoluto y xileno por 5 min, y finalmente se dejaron en Xileno absoluto por 5
minutos (Ramirez et al., 2007).

6.8.2. Hematoxilina- Eosina

Se sumergieron las laminillas con los cortes histologicos en un carril de hidratacion
constituido por: Xilol al 100%, alcohol al 100%, 96%, 80%, 70%. A continuacién se
dejaron escurrir 'y se lavaron en agua destilada, posteriormente se transfirieron a
Hematoxilina de 10 a 15 min, e inmediatamente se lavaron con agua de la llave,
seguido de agua destilada, para después sumergirlos en Eosina de 2 a 5 minutos.
Nuevamente se lavaron con agua de la llave y agua destilada, para asi continuar con
la deshidratacion al sumergirlos en un carril constituido por alcohol al 70%, 80%, 96%,
y 100%, terminando con Xilol al 100% (Atlas, 2011) .

6.8.3. Eritrosina B

Se procedio con la fijacion de los frotis en formalina-alcohol al 10%, para después
sumergirlos en hematoxilina de Harris durante 1 min, al término de esto se lavaron 3
veces en agua destilada. Posteriormente se tifieron con eritrosina B al 0.015% en
buffer de glicina 0.1M a pH 10 por 30 min. La diferenciacion se llevo a cabo en bafos
con etanol al 70%
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6.9. Técnica de anédlisis de imagen

Una imagen digital esta definida por un conjunto de celdas (pixeles) distribuidas como
una matriz de datos de dos dimensiones, de las cuales las dos primeras corresponden
a las condiciones en linea y columna de cada celda o pixel, y la tercera, a la
resolucion espectral captada por el sensor (Chuvieco, 1990). Estas imagenes pueden
ser obtenidas de diversas fuentes, como con microscopio electrénico de barrido o de
transmision, microscopios Opticos, aparatos de rayos X o camaras de video (Cheng y
Da Wen, 2004). Las principales ventajas que ofrecen dichas técnicas es que son
rapidas, exactas y no destructivas. Se pueden considerar mediciones de pequefios
campos en imagenes con gran detalle y seguir analizando estos mismos, pero
disminuyendo la escala o resolucion, proporcionando datos cuantitativos requeridos

para correlacionar parametros Opticos y estructurales (Mendoza et al., 2007).

6.9.1. Etapas de latécnica de analisis de imagenes

Durante las ultimas décadas, las técnicas de andlisis de imagen han tenido un gran
desarrollo debido a que pueden caracterizar cuantitativamente caracteristicas fisicas
como tamafio (area, perimetro), morfologia, color y propiedades de textura de
cualquier imagen digital; debido a esto, cada vez son mas importantes en diversas
areas (Du y Sun, 2004; Cheng y Da Wen, 2004). La técnica de andlisis de imagenes

consiste en cinco etapas las cuales se mencionan a continuacion:

6.9.1.1. Adquisiciéon de laimagen en forma digital

El analisis de imagenes comienza cuando se captura una imagen digital (presentacion
de un arreglo de pixeles) que compone una figura; ésta puede ser capturada usando
una camara digital, escaner microscopico u otro dispositivo de captura de imagen.
Dependiendo del equipo la informacion sera digital o analoga, en donde se han

empleado diversas tecnologias de adquisicion de imagenes, de las cuales depende la
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resolucion y el uso final de las imagenes obtenidas, a través de las cuales se permite

l

evaluar caracteristicas como tamafio, forma, color y textura (Du y Sun, 2004).

La iluminacién es un requisito importante en la adquisicion de las imagenes. Una
imagen de alta calidad puede ayudar a reducir el tiempo en el procesamiento, en las
siguientes etapas del procesamiento de imagenes y en consecuencia a reducir los

costos del sistema del analisis de imagenes (Du y Sun, 2004; Pedreschi et al., 2004).

6.9.1.2. Pre-procesamiento de laimagen

El propésito del pre-procesamiento de la imagen es obtener mejores imagenes con
las mismas dimensiones de la imagen original, se pueden disminuir distorsiones o
realzar algunas caracteristicas de la imagen que son importantes para su futuro
procesamiento y con esto crear una imagen mejor a la original. En general son
métodos computacionales que permiten reducir el ruido en las imagenes y enfatizar
los bordes, de modo que se resalten los aspectos de interés en la imagen. (Du y Sun,
2004).

6.9.1.3. Segmentacién de laimagen

La segmentacion es para extraer zonas especificas de la imagen, la divide en
regiones o categorias que corresponden a distintos objetos o partes, clasificando
todos los pixeles (0 es blanco y 1 negro) para asi poder extraer la parte de la imagen
donde se encuentra la informacién de interés. Lo anterior consiste en identificar
regiones de la imagen con el propésito de separar aquellas regiones de interés del
fondo y extraerlas para ser analizadas. Es relativamente sencillo contar objetos si la

segmentacion ha sido bien realizada.

Existen propuestas como la segmentacion basada en umbrales o “thresholding”, y la
segmentacion basada en regiones. La primera consiste en segmentar objetos solidos

gue poseen un contraste diferente del fondo y la segunda en separar regiones o
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grupos de pixeles que tengan tonos similares en escala de grises de una seccién de
la imagen (Du y Sun, 2004; Pedreschi et al., 2004).

6.9.1.4. Medicidén de las caracteristicas del objeto

Después de detectar aquellas zonas de interés, el siguiente paso es la extraccion de
las caracteristicas del objeto bajo estudio que se pueden clasificar en tres clases:

geométricos (tamafo y forma), color y textura (Du y Sun, 2004).

Una vez tefiido el diafragma con Giemsa y los cortes histolégicos de la lengua; una
cinética tefiida con H-E y la otra tefiida con Eritrosina B, se seleccionaron 10 larvas
para su estudio y promedio por dia, de cada una de las regiones anatémicas de los 27

ratones.
6.9.1.4.1. Geomeétricos (tamafio y forma)

Comunmente los parametros utilizados para medir el tamafio de un objeto son el area,
parametro, longitud y didmetro; pero la medicion mas conveniente para evaluar esta
caracteristica, es el area. Por otra parte el didmetro de un objeto se utiliza para
discriminar entre dos objetos de forma diferente. La longitud y el ancho de un objeto

pueden ser usados también para medir el tamafio de un objeto (Du y Sun, 2004).

La medicion de la forma es facil utilizando el procesamiento de imagenes.
Frecuentemente los objetos de una clase pueden distinguirse de otros por su forma,

ya que estas son mediciones fisicas caracteristicas (Du y Sun, 2004).
6.9.1.4.2. Color

Las técnicas de procesamiento de imagen permiten medir el color de imagenes
digitales de forma exacta y no invasiva a partir de los valores de los pixeles de la
imagen (Du y Sun, 2004).
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Para realizar la medicion de color en una imagen es necesario seleccionar un espacio
de color; existen cuatro espacios de color que son los mas utilizados: CIELab, RGB
(red, green, blue), XYZ y el CMYK (cyan, magenta, yellow y black) (Pedreschi et al.,
2004).

6.9.1.4.3. Textura

Caracteristica usada en la identificacion de objetos o regiones de interés en una
imagen. La textura de una imagen esta caracterizada por la distribucién espacial en
los niveles de grises en una zona y es definida por patrones repetitivos en las
variaciones en escala de grises de un pixel a otro, siendo utilizada para describir
propiedades tales como regularidad u homogeneidad (Du y Sun, 2004; Pedreschi et
al., 2004).

6.9.1.5. Clasificacion
La clasificacién es la uUltima etapa del analisis de imagenes y consiste en clasificar los

objetos en grupos (tamafio, forma, color, textura), lo anterior determinado con base en

las caracteristicas que se midieron (Cheng y Da Wen, 2004; Pedreschi et al., 2004).
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7. RESULTADOS
7.1. Propagacion de Trichinella spiralis en infeccion experimental

Una vez que se obtuvieron las LM de la digestion enzimatica como se indico en la
seccion de metodologia, el paquete larvario se suspendio en 10 mL de solucién salina
fisiolégica, se tomaron 5 UL en tres ocasiones diferentes y se cont6 el numero de LM
en un microscopio de campo claro. Se obtuvo la media y se llevo a cabo la siguiente

regla de tres para determinar la dosis de infeccion:

[(9+10+9)/3]=9 LM ---- 5pL de muestra
50LM ---- X = 30 pL de suspension para

infectar a cada raton

Se infectaron 27 ratones, los cuales se alimentaron ad libitum durante 12 dias. A partir
del dia 13 post infeccién se selecciono un raton de manera aleatoria y se mato por
dislocacion cervical (NOM-062-700-1999, especificaciones técnicas para la
produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio) y asi sucesivamente hasta
el dia 39 PI.

7.2. Obtencién de lenguay diafragma

A partir del dia 13 PI se obtuvo lengua y diafragma de cada uno de los 27 ratones,
logrando completa la cinética hasta el dia 39 PI. El diafragma se empled para tincién
de Giemsa y la lengua para cortes histologicos. No hubo muertes por causas ajenas

al protocolo.
7.3. Tincién con Giemsa

Cada uno de los 27 diafragma se sometid a una tincion con Giemsa para determinar

el crecimiento de la LM.
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Utilizando Image- Pro-Plus® (software para analizar imagenes) se midio la longitud de

l

cada una de las 27 LM (figura 13), donde se observo que el crecimiento se da de
forma proporcional y lineal conforme pasan los dias post infeccion. En los dias 13, 14
y 15, no se observo ninguna larva muscular. Cabe mencionar que la medida del dia
39 PI que se obtuvo fue de 1006 + 18 pm.

Se encontré que a partir del dia 16 Pl se comenzaron a diferenciar las LM que
estaban invadiendo el musculo, dichas LM midieron 218 = 9 um, mientras que la
capsula se visualizé a partir del dia 18 PI. Con el paso del tiempo se observé como
las LM crecen y comienzan a enrollarse, mientras que la célula nodriza se va

distinguiendo del musculo esquelético, lo que es caracteristico del parasito (figura 14).

1000 =

H

y =29.815x-219.42 =
2 _
200 R*=0.9187

600

400

Longitud LM (um)

200 -

0

13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
Dias post infeccion

Figura 13. Crecimiento longitudinal de la LM en diafragma. Se observa la longitud de la LM en
funcién de los dias post infeccion. Se calculd la regresion lineal (R2= 0.9187), para determinar un
crecimiento lineal, la correlacion es positiva ya que conforme pasan los dias Pl aumenta su longitud.
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Figura 14. Crecimiento de la LM en diafragma. Los diafragmas de cada uno de los ratones infectados
experimentalmente fueron tefiidos con Giemsa y se observo al microscopio optico a 20x. Se muestra el
crecimiento de la LM y célula nodriza del dia 16 al dia 39 PI. Las LM se tifien de azul y el masculo
esquelético de rosa. La barra mide 200 um y se indica en cada una de las fotografias el dia post

infeccion en que se tomoé la muestra.
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7.4. Tincidn con hematoxilina - eosina

Se realizaron cortes histolégicos de 7 um de grosor de cada una de las lenguas de los
27 ratones y se tifieron con hematoxilina-eosina para identificar tanto la aparicién
como el crecimiento de la capsula asi como el incremento del infiltrado celular una vez
que la LRN penetra a células musculares, el crecimiento de la capsula se observa a
partir del dia 16 PI, y la presencia de las primeras células que forman el infiltrado
celular, conforme pasa el tiempo va aumentando y concentrandose principalmente en
los dos polos. Otro aspecto que es claro es la forma ovoide que va tomando la
capsula conforme pasan los dias (figura 18).

Utilizando Image- Pro-Plus® (software para analizar imagenes) se midio tanto el eje
mayor como el eje menor de la célula nodriza, asi como con image-j ® se midi6 el
area de esta. Con los datos obtenidos se elaboraron 3 gréaficas (Figura 15, 16 y 17),

donde se observa su crecimiento.
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Figura 15. Crecimiento de la célula nodriza. Se muestra el area de la célula nodriza (um2) en funcion
de los dias post infeccién. Con los datos se obtuvo una correlacién lineal de R2 = 0.8891, n=10.
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Figura 16. Eje mayor de la célula nodriza. Se muestra el crecimiento en el eje mayor de la célula
nodriza en funcidon de los dias post infeccion. Se calculd la regresion lineal (R2= 0.9234), para
determinar un crecimiento lineal, la correlacién es positiva, n=10.
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Figura 17. Eje menor de la célula nodriza. Se muestra el crecimiento en el eje mayor de la célula
nodriza en funcidén de los dias post infeccion. Se calculé la regresion lineal (R2= 0.9711), para
determinar un crecimiento lineal, la correlacion es positiva, n=10.
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Figura 18. Crecimiento de la capsula de colageno e incremento del infiltrado alrededor de la
célula nodriza. Tincion de hematoxilina y eosina, observados por microscopio 6ptico a 40x. Se
muestra el crecimiento de la célula nodriza la cual estd tefiida de morado claro, el infiltrado celular se
distingue como purpura fuerte y finalmente el tejido muscular se tifio de color rosa. La barra mide 200
pm y se indica en cada fotografia el dia post infeccién en que se tomé la muestra.
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7.5. Tincién con eritrosina B

Un segundo conjunto de cortes histologicos de cada una de las 27 lenguas, se tifieron
con eritrosina B para identificar la aparicion alrededor de la CN de eosinofilos, los
cuales se distribuyen principalmente en los polos, por lo que el conteo se realizé en
esa zona dentro de una area de 10 000 pum?2 utilizando Image- Pro-Plus®. En los dias
13, 14 y 15 PI (figura 20), no se encontraron eosindfilos ni presencia del complejo LM-
CN, ya que aun no se ha invadido el miosito. Fue a partir del dia 16 PI que se hicieron
presentes dichos eosindfilos y se observaron de color rojo intenso. Conforme pasan
los dias de infeccibn aumenta el tamafio del complejo CN-LM, observandose el efecto
contrario en los eosindfilos (figura 20). En la (figura 19) predomina un bimodal con
picos maximos los dias 21 y 27, probablemente se debe a que el sistema inmune
promueve su produccion para defensa del hospedador, aunque en ambos maximos
se observa un descenso considerable tal vez sea cuando degranulan ya que al no
haber presencia de arginina (principal componente de la PBM) cuyo colorante
(eritrosina B) es selectivo a ésta (Benitez et al., 1987), los eosindfilos dejan de ser
visibles. Este comportamiento se repitid en toda la cinética, donde se observé una
tendencia multimodal, pero descendiendo la cantidad de eosindfilos, posiblemente

cuando el hospedador deja de producirlos debido a la toxicidad que le provocan.
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Figura 19. Eosinofilos asociados al infiltrado celular alrededor de la CN. Presencia de eosindfilos en
10,000 um? de &rea alrededor de la CN en funcion de los DPI. Se observa a lo largo de la cinética una
tendencia multimodal, predominando un bimodal con puntos maximos los dias 21 y 27. n=10.
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Figura 20. Eosindéfilos que conforman el infiltrado celular que rodea la célula nodriza. Corte
transversal de lengua de raton infectad y tefiido con eritrosina B. Se muestra la aparicién de eosindfilos
(tefiidos de rojo) alrededor de la célula nodriza. La barra mide 200 um y se indica en cada fotografia el

dia post infecciéon en que se tomo la muestra.
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8. DISCUSION
8.1. Propagacion de Trichinella spiralis e infeccion experimental

En este trabajo se empled un modelo murino de infeccion experimental con el cual se
han estudiado aspectos cinéticos e inmunologicos de la triquinelosis. En este trabajo
se emplearon 27 ratones hembras CD1 de 6 semanas de nacidas, libres de parasitos
y otros agentes infecciosos, ya que se producen en ambientes de alta bioseguridad,
con las facilidades del bioterio del INDRE. Se ha documentado que la cepa CD1, es
ampliamente utilizada en infecciones experimentales con helmintos, por su facilidad
de montar una respuesta TH2, mientras que otras cepas de ratones como el Balb/c
que estd asociado a trabajos de enfermedades cronico degenerativa y donde se
estimule una respuesta inmune tipo TH1, ha sido menos empleado pero no
descartado (Bruschi et al., 2009; Ramirez et al., 2007; Fabrizo y Chiumiento, 2011).

La via de infeccion en este trabajo fue oral, considerando la naturaleza del ciclo
biolégico de T. spiralis que implica esta entrada. Es por esto que el inicio de la
infeccion se da una vez consumida la carne cruda infectada con larvas (Bruschi y
Murrell, 2002). El establecimiento temprano del parasito en el tracto intestinal del
hospedador hace que la mayoria de los estudios que caracterizan la respuesta
inmune en la triquinelosis se hayan enfocado a la fase intestinal, quizd asociado al
interés del estudio de la inmunidad de mucosas y donde se ha descrito una reaccion
inflamatoria inducida por las interleucinas IL-4, IL-5 e IL-13 con presencia de células
cebadas y eosindfilos que provocan contracciones que terminan con la expulsion del
gusano adulto; sin embargo, ésta reaccion no evita la larviposicion de las larvas recién
nacidas (LRN) que migran hasta invadir el musculo esquelético donde se convierten
en larvas musculares, y en ello da comienzo las la fase parenteral de la infeccién
(Patel et al., 2009; Anthony et al., 2007).

En este trabajo se infectaron ratones con 50 LM, lo equivalente a una infeccién baja

(2LM/g), ya que en el caso de la triquinelosis, se consideran infecciones leves
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aquéllas en las que existen de 1 a 50 LM por gramo de musculo; moderadas, de 50 a
100 LM, y graves de 100 LM a mas (Vignhau, 2004). Las LM se obtuvieron de ratas
Winstar previamente infectadas con la cepa MSUS/MEX/91/CM-91. Datos del
laboratorio indican que de una rata infectada con 7,000LM (equivalente a una dosis
masiva de 25 LM por gramo de peso), se obtienen 100, 000 LM. Como en este trabajo
se pretendia identificar de manera individual a cada LM, se hicieron infecciones
experimentales de tan solo 2.5 LM por gramo de peso, lo que permitio identificar de
manera individual a las CN y LM tanto en las tinciones con Giemsa, como en las

histoldgicas.
8.2. Obtencion de lenguay diafragma

La fase de la triquinelosis denominada de migracion, implica el desplazamiento de las
LRN por la sangre y su instalacion en las masas musculares, aqui el problema béasico
es la liberacion de productos del metabolismo de las larvas que generan toxicidad y
un proceso inflamatorio; en el ser humano esta fase esta asociada al edema de
extremidades y edema palpebral bilateral, que luego de un par de dias remite
suponiendo la cura del padecimiento, pero en realidad es el inicio de la penetracién en
las células musculares por parte de las LRN (Despommier et al., 2005). En cuanto a la
fase de la enfermedad de encapsulamiento, se asienta definitivamente el proceso
inflamatorio y se agravan los efectos de la toxicidad afectdndose el sistema nervioso
(Beaver, 1985), mientras que las larvas se desarrollan en larvas musculares y se
encuentran dentro de la cdpsula de colageno, protegida de la respuesta inmune del
hospedador y rodeada de vénulas recién formadas. En este punto la estructura se
conoce como CN y se rodea de un infiltrado celular. El paciente refiere dolor muscular

y presenta fiebre intermitente (Despommier et al., 2005, Chavez et al., 2006).

En este trabajo se obtuvieron lengua y diafragma de cada uno de los ratones
infectados. Se decidié por diafragma y lengua, pues se conoce que generalmente la
LM de Trichinella spiralis es donde se instala y donde se encuentra en mayor

proporcion con respecto al resto del cuerpo (Despommier, 1998). De hecho en
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porcino y caballo, estas regiones anatomicas son las de eleccion para realizar el
diagnéstico post mortem (NOM-194-SSA1-2004).

8.3. Tincién de Giemsa

La tincion de Giemsa para muestras de diafragmas infectados con Trichinella spiralis
ha sido de utilidad para observar a simple vista el complejo CN-LM como puntos de
color azul, que contrasta con las areas de color rosa que rodean la larva, es decir por
las fibras musculares no infectadas, esta técnica es util para un diagnéstico rapido de

triquinosis post mortem en mamiferos (Ramirez et al., 2007).

Se logr6 obtener la cinética completa de diafragmas tefiidos con Giemsa, donde se
observo el crecimiento y su caracteristica a enrollarse de la larva muscular dentro de
la célula nodriza. Conforme pasan los dias post infeccidén, se observa mas claramente
como se tifien de color azul la larva y la capsula (figura 14), mientras que las células

musculares aparecen de color rosa.

La LM mide 1200 um de longitud por 40 um de diametro (Despommier et al., 2005).
En este trabajo la primera medida de longitud que se obtuvo fue del dia 16 p.i con
218 £ 9 ym y la ultima fue de 1006 = 18 um del dia 39 PI. La diferencia de tamario
entre lo previamente reportado y lo obtenido puede referirse a que en la actualidad
existe un gran namero de cepas de T. spiralis con diferencias marcadas de morfologia
y biologia; en este trabajo se empleo la cepa MSUS/MEX/91/CM-9, la cual se ha
mantenido en el INDRE, ENCB, CINVESTAV y CMSXXI, desde 1960 y obtenida por el
profesor de la Jara (ENCB) y Martinez Marafa (InDRE), desde entonces tipificada
(Arribas et al., 1993).

8.4. Tinciéon con Hematoxilina-Eosina

En la triquinelosis, al igual que en otros modelos de helmintos, los parasitos inducen

una respuesta tipo Th2, durante las primeras horas de la respuesta inmune humoral
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los mastocitos y basofilos pueden ser importante fuente de dichas citocinas

l

(Ljungstrom et al., 1988). Se conoce sobre la actividad de las células que median la
respuesta inmune en la fase muscular aunque se sabe que esta caracterizada por un
aumento en las inmunoglobulinas séricas (hipergamaglobulemia), particularmente de
IgG e IgE en la tercera-cuarta semana de infeccidn; éstos anticuerpos son capaces de
eliminar a las LRN in vitro por una accién ADCC IgG1 (Ljungstrom et al., 1988), pero
no in vivo porque cuando se encuentran en circulacion se distribuyen en todo el
organismo a través de la circulacién sistémica, las LRN ya han penetrado al miocito e
invaden la musculatura estriada donde se transforma a LM e induce la formacion de la

célula nodriza alrededor de la quinta semana (Quiroz, 1999).

Con respecto a la respuesta tisular, los reportes describen la patologia del miocito y la
formacién de la célula nodriza, asi como la presencia de un infiltrado celular,
constituido principalmente por eosinoéfilos y células CD4 (regulan los niveles de IL-10 y
TGF-B, que normalmente controlan el nivel de inflamacién circulante causada por el
parasito encapsulado en musculo), que se presentan de manera abundante a los 40
dias pos infeccion (Beiting et al., 2007), pero no se conoce si el infiltrado se forma de
manera simultanea al crecimiento de la célula nodriza. Lo que se observd en este
trabajo fue que el infiltrado celular aparece el dia 16 de forma simultanea al desarrollo

conforme aparece la LM y célula nodriza (figura 16).

Lo que se conoce en cuanto a la invasion de las larvas musculares es que dafa las
células musculares y estimula la infiltracién de células inflamatorias, principalmente
eosinofilos. Las larvas musculares de Trichinella spiralis, después de entrar en el
tejido muscular, inducen a una respuesta inflamatoria que es responsable de la
miositis, una de las consecuencias tipicas de la infeccion por via parenteral (Bruschiy
Chiumiento, 2011).

El tipo de células presentes en el infiltrado circundante a la CN se compone
principalmente de varias células efectoras, entre ellas eosindfilos, basofilos,

mastocitos (células cebadas), macréfagos, capaz de invadir el citoplasma de la CN,
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también de las células CD4, células T, un menor numero de células T CD8 + vy
linfocitos B (Caraballo y Zakzuk, 2011). Sin embargo no se ha caracterizado
apropiadamente. Datos obtenidos recientemente en el laboratorio de Helmintos
Tisulares en el INDRE indican que se determino la presencia en el infiltrado celular de
linfocitos CD4 (32%), macrofagos (15%), NK (14%), eosindfilos (9%), células B (8%),
CD8 (7%), y mastocitos (1%) rodeando a la LM (de la Rosa et al, 2012).

Se obtuvo lengua de cada uno de los 27 ratones, los cuales fueron incluidos en
parafina, y tefidos con hematoxilina-eosina, usada principalmente para poner en
evidencia las caracteristicas estructurales, en donde se observa el crecimiento del
area de la capsula, midiendo el dia 16 Pl 334 um+13, mientras que el dia 39 PI
aumentoé a 39964 um £846 y como va alargandose hasta formar un ovoide, se puede
identificar al infiltrado celular de color purpura, ya que se tifieron los nucleos, esto
debido a que se colorearon por accion de la hematoxilina, ya que se asocia y colorea
estructuras anibnicas, es decir que tienen afinidad por lo basico (Bacha, 2001). El
tejido muscular (estructura cationica) fue teflido de color rosa, ya que la eosina es un
colorante acido, es decir predomina la carga negativa, es una reaccion acidéfila, pues
tiene afinidad por lo acido (Bacha, 2001).

La medida del eje mayor de la célula nodriza del dia 16 p.i fue de 22 um £ 1, y del dia
39 p.i fue 328 + 11, mientras que del eje menor del dia 16 PI fue de 17+1 y del dia 39
Pl fue de 15645. En la bibliografia las medidas reportadas son entre 300 y 400 um de
largo por 150 a 200 ym de ancho. Normalmente se encuentra una LM dentro de una
célula nodriza aunque en infecciones masivas se han observado mas de una LM en

una célula nodriza (Despommier, 1998; Ramirez et al., 2007).
8.5. Tincidn con Eritrosina B

La mayoria de los estudios que caracterizan la respuesta inmune en la triquinelosis se
ha enfocado a la fase intestinal (Patel et al., 2009; Anthony et al., 2007), la que

comprende del dia 1 al 15. Sélo existe infiltrado de poblaciones celulares y presencia

50



W00 g
R ’
[ % ‘l
. e
.

de hembras gestantes que van a liberar a LRN, éstas se desplazan desde las
vellosidades hacia la submucosa y pasan a la circulacion via porta (Despommier et
al., 2005). Debido a que los macréfagos se activan de manera alterna, ésta respuesta
se caracteriza por la produccion de IL — 5 que activa a los eosindéfilos causando
eosinofilia (Patel et al., 2009)

Otra respuesta importante que ha sido estudiada durante la triquinosis, es la Thl7,
que estudios en modelos de triquinelosis murina se ha descrito esta asociada a la
expulsion de parasitos (Afzali et al.,, 2009). Haciendo especial hincapié en la
inmunidad intestinal, la IL-17 controla la hipercontractilidad pero poco se conoce por
la invasién del masculo esquelético en la migracion de larvas. Luego de 10 DPI, se
observa eosinofilia en sangre, que es una respuesta tipica de infecciones causadas
por nematodos. En el caso de los pacientes con triquinelosis, se puede alcanzar un

valor de 8,000 células por microlitro (Bruschi y Murrell, 2002).

A nivel tisular los eosinofilos se concentran alrededor de la célula nodriza y de
acuerdo a la eosinofilia que caracteriza la enfermedad se ha propuesto que el
infiltrado celular que rodea a la célula nodriza basicamente se compone de
eosinofilos. Sin embargo los datos de este trabajo demuestran que durante la
formacion del infiltrado celular la proporcion de eosinofilos no es constante, ni es el
principal componente, concordando a lo enunciado por de la Rosa (2012), sino que a
lo largo de la formacién del infiltrado se constituye como una poblacion de células
dindmicas. La presencia de eosindfilos se encontré a partir del dia 16 Pl. Durante
toda la cinética, en la figura 19 se observaron 4 picos y 3 valles, en donde
predominan picos maximos los dias 21 y 27 PI, debido a que el sistema inmune
promueve su produccion para defensa del hospedador, posteriormente se observa un
descenso considerable (Grove et al.,1977), el cual vuelve a subir el dia 26 PI, bajando
nuevamente en el dia 32 PI, aumentando el dia 34 PI, volviendo a disminuir, los dias
35y 36 PI, y finalmente hay un aumento el dia 37 para bajar los dias 38 y 39 PI. Este
comportamiento sugiere una reduccion de eosindéfilos en el area de inflamacion

alrededor de la célula nodriza (Grove et al, 1977). El descenso de eosinofilos a partir
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del dia 21 Pl probablemente se deba a que los eosindfilos al rodear a la LM
degranulan y liberan peroxido de hidrogeno, el cual como se sabe es nocivo tanto
para los helmintos como para el tejido del hospedador, provocando asi una toxicidad
hacia este ultimo (H. Isabel 1999), y por lo tanto la disminucién de eosinoéfilos, ademas
al no haber presencia de arginina (principal componente de la PBM) cuyo colorante
(eritrosina B) es selectivo a esta y los eosindfilos dejan de ser visibles (Benitez et al.,

1987) por la degranulacion que se presume ocurre, observandose los valles.

Sin embargo, un estudio recientemente demostré que los eosindfilos favorecen el
crecimiento y la sobrevivencia del parasito Trichinella spiralis, ya que en cepas de
ratones en los que el linaje de eosindfilos se abatio, las larvas musculares se murieron
(Fabre et al., 2009).

Los resultados de este estudio demuestran que el infiltrado celular y penetracion de la
LRN son eventos simultaneos, lo cual es evidente a partir del dia 16 Pl. En cuanto a
los eosindfilos se observé una tendencia multimodal, donde predomina un bimodal,
alcanzando puntos maximos los dias 21 y 27 PIl. Futuras investigaciones deben
encausarse a utilizar la tincién tricromica de Masson, para identificar la cinética de
aparicion de colagena, asi como incrementar los dias de estudio y muestrear

determinados dias con un mayor nimero de ratones.

La técnica de tincion empleada constituye un método eficaz y confiable para este
trabajo, lo que permitié la identificacion especifica de eosinéfilos. Los mecanismos
guimicos exactos de la eritrosina b aun no estan establecidos, pero este método es un
colorante selectivo, que se une a los granulos de eosindfilos, especificamente a la
proteina basica mayor (PBM), la cual es un polipéptido policationico con un alto
contenido en arginina (Benitez, et al., 1987).
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9. CONCLUSIONES

» La tincion de Giemsa demostré ser apropiada para observar el crecimiento lineal

de la larva muscular.

» La aparicion del infiltrado celular y el desarrollo del complejo CN-LM son eventos
simultaneos, lo cual es evidente en las cinéticas pictograficas a partir del dia 16
PI.

» La tincién de eritrosina B es una técnica adecuada para tefiir los eosindfilos, los
cuales mostraron una tendencia multimodal, predominando un bimodal con

puntos maximos los dias 21y 27 PI.
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