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RESUMEN

La influencia de las hormonas de la hipdfisis anterior en el tracto gastrointestinal de
humanos y animales ha sido reportada. La hipofisectomia en la rata produce atrofia de la
mucosa intestinal, la reduccién de la secrecidn gastrica y la absorcion intestinal, asi como
una mayor susceptibilidad a las infecciones. Hasta donde sabemos, no existen estudios
sobre la respuesta inmune del tejido linfoide asociado al intestino después de una

hipofisectomia.

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto que ejerce la hipdfisis sobre la

respuesta inmune en una infeccion por T. spiralis a nivel intestinal en el hdmster dorado.

Para ello se utilizaron hamsters dorados machos prepuberes que se dividieron en:
intactos, infectados, sometidos a una cirugia simulada, hipofisectomizados (HPX),
sometidos a una lobectomia hipofisaria anterior (LA) y sometidos a una lobectomia
posterior (LP). Después de la cirugia fueron infectados con 1500 larvas de Trichinella
spiralis por via intragastrica, y a los 5 dias Pl fueron sacrificados. Se obtuvo el nimero de
parasitos en el intestino delgado, una muestra del mismo se fij6 en paraformaldehido al
4%, y fue procesado e incluido en parafina, obteniéndose cortes para tincion de
hematoxilina y eosina, y otros usados para Inmunohistoquimica para IL-1, IL-2, IFN-y, IL-

12, TNF-q, IL-5, IL-13, IL-6, IL-4 e IL-10.

Los grupos con mayor resistencia fueron los sometidos a cirugia simulada y los carentes
de LP, mientras que los grupos mas danados morfolégicamente, HPX y LA, presentan
mayor expresion de TNFa, IL-13, IL-4 e IL-12 y de IL-1] e IFN-y, respectivamente. Existe un
efecto diferencial sobre la capacidad del hamster para controlar la infeccidn por T. spiralis

via la respuesta inflamatoria local del intestino.
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1.1 Hipdfisis

1.1.1 Localizacién y anatomia

La hipdfisis, también conocida como glandula pituitaria, es una glandula con forma de
frijol, y debido a que controla el funcionamiento de la mayoria de las demas glandulas

endocrinas, recibe el nombre de glandula maestra.

Se sitla sobre la base del crdneo, en la parte superior del hueso esfenoides, la silla turca.
No posee paredes Oseas, sin embargo, la duramadre es la que se encarga de cerrar el
habitaculo de la hipdfisis, formando una especie de saco que estd abierto en su parte
superior, parte por la que se encuentra unida funcionalmente con el hipotalamo por

medio del tallo hipofisario (Figura 1).

Hipofisis
Hipdfisis

Humano Hamster

Figura 1. Localizaciéon de la hipofisis en el humano y en el hamster

La hipdfisis se encuentra en la cavidad craneal, por debajo del hipotdlamo. (Figuras
aportadas por el Dr. Andrés Quintanar Stephano)
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En el humano la hipdfisis estd formada por dos secciones anatdmicas: el I6bulo anterior
(también llamado adenohipdfisis) y el I6bulo posterior (o conocido como neurohipdfisis),
mientras que en el hamster la glandula pituitaria se compone de tres Iébulos: el 16bulo
anterior o adenohipdfisis, que sintetiza y secreta hormona del crecimiento (GH, por sus
siglas del inglés: Growth hormone), prolactina (PRL), hormona adrenocorticotropa (ACTH,
del inglés: adrenocorticotropic hormone), la tirotropina (TSH, por sus siglas en inglés:
Thyrotrophin-stimulating hormone), hormona foliculoestimulante (FSH, por sus siglas en
inglés: Follicle-stimulating hormone), y la hormona luteinizante (LH, por sus siglas en
inglés: Luteinizing hormone); el l6bulo intermedio, que sintetiza y secreta hormona
estimulante de melanocitos (MSH, por sus siglas en inglés: melanocyte-stimulating
hormones) y el lébulo posterior o neurohipdfisis, que almacena y libera hormonas
hipotalamicas, la vasopresina (AVP, del inglés: arginine vasopressin) y la oxitocina.
Anatémicamente, el I6bulo anterior estd ligeramente unido al Iébulo intermedio, mientras
que los l6bulos intermedio y posterior estdn estrechamente unidos entre si, formando un
solo |6bulo neurointermedio (Figura 2). La disposicién anatdomica de los |6bulos anterior y
neurointermedio, el tallo hipofisario largo, y la eminencia media, permiten con relativa
facilidad la realizacién de la hipofisectomia completa o la separacién selectiva quirdrgica

de los dos |6bulos pituitarios sin dafiar las estructuras vecinas (Campos et al., 2006).

Lobulo posterior

\&r\é/\\ \ Lébulo intermedio

Lébulo anterior

Humano Hamster

Figura 2. Anatomia de la hipéfisis en el humano y en el hamster
En el humano la hipdfisis se divide en I6bulo anterior y I6bulo posterior, mientras que en el hamster
hay un Iébulo adicional, el I6bulo intermedio. (La figura correspondiente a la anatomia en el hamster
fue aportada por el Dr. Andrés Quintanar Stephano).
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En gran parte, la hipdfisis controla el funcionamiento de las demas glandulas endocrinas,
y asimismo es controlada por el hipotdlamo, el cual controla las actividades de la
adenohipdfisis mediante la emisién de sustancias similares a hormonas; también controla

a la neurohipofisis mediante impulsos nerviosos.
1.1.2 Hormonas hipofisarias

La adenohipdfisis produce hormona del crecimiento, prolactina, hormona
adenocorticotrépica, hormona estimulante de la tiroides, hormona foliculoestimulante,
hormona luteinizante; el I6bulo intermedio produce principalmente hormona estimulante
de melanocitos; mientras que la neurohipdfisis almacena vasopresina y oxitocina, que son

producidas en el hipotdlamo (Hernandez et al., 2010).

TSH

LH, FSH

MSH

PRL

Figura 3. La hipofisis y su funcionamiento

La adenohipdfisis produce hormona estimulante de la tiroides (TSH), hormona adrenocorticotropa
(ACTH), hormona luteinizante (LH), hormona foliculoestimulante (FSH), prolactina (PRL), hormona
estimulante de melanocitos (MSH) y hormona de crecimiento (GH); mientras la neurohipofisis
almacena vasopresina (AVP) y Oxitocina provenientes del hipotalamo (Obtenida y modificada de
http://to2qui.blogspot.com/2010/06/endocrinologia.html)
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En el Cuadro 1 se puede observar las hormonas hipofisarias provenientes de cada Iébulo de la

hipodfisis, asi como la abreviatura correspondiente, su érgano blanco, y la funcién que cada

hormona posee.

Cuadro 1. Hormonas hipofisarias

Donde se Organo
produce o Hormona Abreviatura blanco Funcion
almacena
Hormona estimulante TSH Glandula Estimula la produccion de las
del tiroides o tirotrofina tiroides hormonas tiroideas
Estimula las glandulas
Hormona suprarrenales a secretar cortisol
adrenocorticotropa o ACTH Glandula (cortisol en humanos,
adrenocorticotropina suprarrenal corticosterona en hamsters), vy
varios esteroides androgénicos,
semejantes a la testosterona
Adenohipdfisis
(produccion) En las mujeres, estimulan la
produccion de estrogenos y de
progesterona 'y la liberacion
Hormona luteinizante y mensual de un O6vulo desde los
hormona LH, FSH Ovarios, ovarios (ovulacion). En los varones,
foliculoestimulante testiculos la hormona luteinizante estimula la
produccion de la testosterona en
los testiculos, y la hormona
foliculoestimulante, por su parte,
los estimula para que produzcan
esperma
Prolactina PRL Glandulas Inicia y mantiene la produccién de
mamarias leche en la glandula mamaria
Controla el crecimiento v
Hormona de GH Musculos y desarrollo. Promueve la produccion
crecimiento hueso de proteinas
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Lébulo Hormona estimulante MSH Piel, ojos, En el humano estimula la
intermedio de melanocitos cabello sintesis de melanina dentro de
los melanocitos
Promueve la acumulacion de
Antidiurética o AVP o ADH Rif6n liqguidos por parte de los rifiones y
Neurohipdfisis vasopresina contribuye a retener la cantidad
(almacenamiento) adecuada de agua.
Junto con la aldosterona controla
la presion arterial.
Oxitocina Uteroy Contrae los musculos del utero y de
gldndula los conductos de la glandula
mamaria mamaria

Fuente: Cohen, B.J.; 2009.

1.1.3 Problemas relacionados con la hipdfisis

Las enfermedades de la glandula pituitaria pueden conducir a la disfuncién de los
distintos ejes hormonales y de las manifestaciones clinicas correspondientes. La
disfuncién hipofisaria puede ser causada por una gran variedad de enfermedades que
afectan a la glandula hipodfisis y el hipotalamo y pueden producir manifestaciones clinicas
principales, incluyendo coma pituitario (Herndndez et al., 2010). Los adenomas
hipofisarios son probablemente mucho mds comunes que como antes se suponia, su
prevalencia es aproximadamente de 1 caso por cada 1000 personas (Daly et al., 2007). Las
causas conocidas de disfuncidon de la hipdfisis incluyen tumores, hemorragia, cirugias y
radioterapia. En los Ultimos afios el déficit de los distintos ejes de la hipdfisis después de
un traumatismo en la cabeza ha llegado a ser reconocido como un problema clinicamente
relevante (Petersenn et al., 2010).

Debido a esta entidad recientemente apreciada, la prevalencia de la disfuncién de la
hipdfisis es probable que sea mucho mas alta que la estimada previamente de 0.5 por

cada 1000 habitante (Schneider et al., 2007). Una vez que los déficits hormonales han sido
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diagnosticados, pueden ser tratados por suplementacién, de modo que la calidad de vida
del paciente se vuelve casi normal (Petersenn et al., 2010). Los adenomas hipofisarios son
neoplasias benignas asociadas con una morbilidad considerable debido a los efectos de
masas, la sobreproduccién hormonal y la insuficiencia hipofisaria. En adenomas
hipofisarios no funcionantes (NFMAs), la morbilidad es causada por los efectos de masa
del tumor que conducen a defectos del campo visual, disminucién de la agudeza visual y la
insuficiencia hipofisaria en la mayoria de los pacientes. En funcionalidad de los adenomas
de hipdfisis, la morbilidad es causada por la sobreproduccién hormonal, ademas de los
efectos de masa tumoral en los casos de macroadenomas. En la enfermedad de Cushing,
el exceso de cortisol causa obesidad central, resistencia a la insulina, hipertension,
hiperlipidemia y osteoporosis. Por otra parte, la sobreproduccion de cortisol se asocia con
mayor riesgo cardiovascular, continuda incluso después de la remision de la enfermedad
(Dekkers et al., 2007).

El hipopituitarismo es la insuficiencia parcial o total de la secrecion de hormonas del
I6bulo anterior de la hipdfisis y puede deberse a una enfermedad hipotaldmica o
hipofisaria. Hay una incidencia reportada de 12 a 42 nuevos casos por millén, cada afio, y
una prevalencia de 300 a 455 por millén. Las manifestaciones clinicas dependen del grado
de la deficiencia de la hormona y pueden ser no especificas, tales como fatiga,
hipotensidén, intolerancia al frio o pueden ser mas indicativos como el retraso del
crecimiento, en el caso a una deficiencia de GH. Un nimero de enfermedades
inflamatorias, granulomatosas o neopldsicas, asi como traumaticas o lesiones debidas a
radiaciones involucran la regidon hipotdlamo-hipdfisis. Disfunciones gonadales
inexplicables, anomalias del desarrollo craneofacial, el sindrome de la silla vacia y la
hemorragia asociada al embarazo o los cambios de la presion arterial pueden estar
asociados con un funcionamiento defectuoso de la adenohipdfisis (Hernandez et al.,

2010).
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1.1.4 Papel inmunomodulador de las hormonas hipofisarias

Las hormonas hipofisarias no sélo actian sobre sus érganos blancos, sino que también
se ha reportado que pueden poseer efectos inmunomoduladores en determinadas
enfermedades parasitarias.

Se ha reportado que el control del parasitismo por Trypanosoma cruzi en la fase aguda
de la infeccion se considera extremadamente dependiente de la activacion de los
macréfagos por citocinas. Un experimento con ratas macho de la cepa Wistar infectadas
con Trypanosoma cruzi y tratadas con GH mostré una reduccion significativa de
tripomastigotes en sangre durante la fase aguda de la infeccién en comparacién con los
animales no tratados. Las observaciones histopatoldgicas de tejido cardiaco revelaron que
la administracion de GH también resultd en una menor carga de amastigotes, asi como de
menor tamafo. Estos resultados mostraron que la GH puede ser considerada como una
sustancia inmunomoduladora para controlar la replicacién del parasito, y en combinacién
con el farmaco comunmente utilizado puede representar en el futuro una nueva
herramienta terapéutica para reducir los efectos nocivos de la enfermedad de Chagas
(Frare et al., 2009).

La PRL mantiene una marcada interaccidn bidireccional con el sistema inmunoldgico:
estimula la proliferacién linfocitaria, estimulando de este modo la respuesta inmunitaria,
mientras que sus propias acciones bioldgicas se hallan bajo el control de citocinas capaces
de modificar la concentracién plasmatica de PRL. Estos efectos reciprocos implican la
presencia de receptores especificos para PRL, presentes en la membrana celular de
numerosas clases de linfocitos y células accesorias (Sandoval et al., 1997; Clevenger et al.,
1998). En 2008 Dzitko, Malicki y Komorowski reportaron que un alto nivel de PRL (>86
ng/ml) puede ser uno de los factores importantes para prevenir la infeccion por

Toxoplasma gondii en las mujeres (Dzitko et al., 2008).
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1.2 Trichinella spiralis

Los parasitos gastrointestinales incluyen a los agentes infecciosos mas importantes en
términos de su prevalencia global y su habilidad de causar enfermedades. Ademads de sus
efectos dafiinos en humanos, los parasitos gastrointestinales son responsables de
extensas enfermedades y pérdidas econdmicas en animales domésticos. Entre los
pardsitos gastrointestinales, las infecciones por nematodos tienen una gran prevalencia,
infectando a millones de personas en el mundo entero, particularmente en los paises en

desarrollo.

Trichinella spiralis es un nematodo que puede infectar a todos los mamiferos, y la
enfermedad que produce, junto con las demds especies del género Trichinella, se
denomina triquinelosis, o triquinosis, la transmision de la enfermedad se debe al consumo

de carne infectada conteniendo larvas infectantes de ese nematodo.

1.2.1 Clasificacion taxonémica de Trichinella spiralis

James Paget, estudiante del primer afio de medicina, en el Hospital San Bartolomé de
Londres, observd en los musculos de un hombre muerto por tuberculosis “el gusano en su
capsula”. El zodlogo britanico Richard Owen estudid porciones de musculo del caso de

Paget y describid al parasito, al cual denomind Trichina spiralis en 1837 (Owen, 1835).

En el afio de 1895, Raillet sugirié cambiar el nombre del género de Trichina a Trichinella,

debido a que el primero habia sido dado a otro organismo (Raillet, 1895).
La taxonomia de Trichinella spiralis es:

Reino: Animalia, Phylum: Nematoda, Clase: Adenoforea, Orden: Enoplida, Familia:

Trichinellidae, Género: Trichinella, Especie: spiralis (Pozio et al., 1992).
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1.2.2 Morfologia general

Trichinella spiralis tiene una forma cilindrica y delgada, pudiéndose identificar tres
estadios: adulto (hembras y machos), larva recién nacida (LRN) y larva muscular (LM) o
larva infectante (LI); presentando cada estadio caracteristicas morfolégicas especificas.
Cuando se encuentra encapsulada en el musculo es capaz de inducir la formacion de una
capsula de colagena, y a dicha estructura, junto con el miocito infectado que la formd, se

le conoce como célula nodriza.

Hembras adultas

Las hembras miden aproximadamente 3 mm de largo por 30 a 36 um de ancho. La
porcidn anterior termina en una punta y la posterior es mas ancha, la vulva se abre en un
cuartil de distancia del extremo anterior, en la porcién ventral; la vagina se extiende en la
parte posterior hasta el Utero, que contiene en su porcién anterior larvas y huevos; en la
region posterior atrds del Utero y cerca de la abertura anal, se encuentra el ovario

(Moreno et al., 2004).
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Figura 4. Hembra adulta de Trichinella spiralis
Mide aproximadamente 3 mm de largo por 30 a 36 mu de ancho, en la hembra gravida la porcion
anterior del Utero contiene numerosas larvas en etapas diversas de desarrollo; mientras que en
la parte posterior contiene huevos también en grados diversos de desarrollo. (Obtenida y modificada de
http://www.trichinella.org)



MARCO TEORICO

Larvas recién nacidas
Las LRN miden aproximadamente 0.08 a 0.12 mm de longitud y 6 um de ancho, son solo
un estado no-intracelular y existen como organismos que nadan libremente dentro del
lumen de los vasos sanguineos y linfaticos. La larva recién nacida presenta un pequefio
espoldn cefdlico, un estilete bucal y un esticosoma formado por 30 a 40 esticocitos que
contienen granulos de distinto tamafio cuya importancia radica en su poder antigénico al

ser excretados.

Machos adultos

Los machos miden entre 1.4 a 1.6 mm de longitud por 40 a 60 um de ancho, se le
identifica un cuerpo cuticular o cuticula abierta, abertura oral, anillo nervioso,
esticosomas, que forman un largo eséfago moniliforme, también poseen un intestino
medio, intestino grueso y cloaca en la ultima porcidn, vesiculas seminales, ademas de dos
pares de papilas genitales o cloacales, tiene un solo testiculo, por lo que es monorquideo y

con espermatozoides no flagelados de 2 a 3 cromosomas (De la Rosa et al., 2004).
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Figura 5. Macho adulto de Trichinella spiralis
Los machos de Trichinella spiralis son mas pequefios que las hembras, ya que miden entre 1.4
a 1.6 mm de longitud por 40 a 60 um de ancho. Tienen un solo testiculo que ocupa la mitad
posterior de la cavidad del cuerpo. (Obtenida y modificada de http://www.trichinella.org)
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Larvas Musculares

Las larvas musculares son hialinas, se encuentran enrolladas en espiral en lo que se
conoce como célula nodriza, que mide de 300 a 400 um de largo por 150 a 200 um de
ancho, del enrollamiento tipico de la larva se deriva el nombre especifico; tiene vaina

elipsoidal que las cubre, su eje longitudinal es paralelo a las fibras musculares.
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Figura 6. Larva muscular de Trichinella spiralis
Miden de 300 a 400 um de largo por 150 a 200 um de ancho, se encuentran dentro de la
célula nodriza, y debido a su forma enrollada es que le dio el nombre al género spiralis. (Obtenida y
modificada de http://www.trichinella.org)

Célula nodriza

La célula nodriza estad constituida por una membrana interna procedente de la fibra
muscular invadida y una membrana externa homogénea vy hialina, derivada del sarcolema
y sobre la superficie se forma una red capilar, el tamafio de los quistes varia con la especie
del hospedero; en el raton es de 0.23 por 0.13 mm, mientras que en el hombre mide 0.4

por 0.26 mm aproximadamente. La célula nodriza es una consecuencia exclusiva de la
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asociacion de la célula hospedera con la larva muscular de Trichinella spiralis; su funcion
es alimentar a la larva, asi como de protegerlo de las respuestas inmunitarias del
hospedero. La célula nodriza madura es morfolédgicamente distinta de cualquier tipo de
célula de mamifero, sin otra condicién patoldgica induce una célula radicalmente
diferente y funcional. El complejo de célula nodriza y el parasito puede sobrevivir en el
hospedero humano durante un maximo de 30 afios y en la mayoria de otras especies de

mamiferos (www.trichinella.org).

Capsulade colagena

Figura 7. Célula nodriza de Trichinella spiralis
Poseen la capacidad de ser angiogénicas, forman una capsula de colagena,
albergando dentro una larva. (Obtenido y modificado de
http://www.trichinella.org/bio_nursecell.htm)

1.2.3 Reproduccion y ciclo de vida

El ciclo de vida de Trichinella spiralis (Figura 8) comienza una vez que el hospedero,
siendo los mamiferos la mayoria de los que se han reportado como hospederos, y entre
ellos el humano, consume carne cruda o mal cocida, en donde estan presentes las larvas
musculares viables, en la célula nodriza correspondiente. Una vez que llegan al estdmago,
los acidos gastricos favorecen la liberacion de las LM de su célula nodriza, liberando de

ésta manera a los parasitos, mismos que son resistentes a los acidos y pasan al intestino
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delgado, perforando las células columnares epiteliales, una vez ahi sufren 4 mudas de
cuticula para diferenciarse entre machos y hembras y alcanzar su estado sexualmente
maduro. Ya que se encuentran en el intestino, hembras y machos copulan, las hembras
guedan grdvidas. Durante este proceso la respuesta inmunitaria innata del hospedero se
hace presente: se aumenta la peristalsis intestinal, ocasionando diarrea en los primeros
dias de la infeccién para poder eliminar al mayor nimero de parasitos posibles. Hasta este
punto se considera que se ha llevado a cabo la fase entérica de la infeccién, en donde ya
que se cuenta con hembras gravidas, al cabo de 7 dias pasan por un proceso de
larviposicion, las larvas recién nacidas (LRN) penetran a través de las microvellosidades, la
difusién se realiza a través del sistema linfatico y el torrente sanguineo, y una vez ahi
pueden diseminarse por todo el cuerpo: si llegan a el SNC producen lo que se conoce
como neurotriquinelosis y si lo hacen en corazén producen miotriquinelosis. Sin embargo,
las LRN tienen tropismo por el musculo estriado, asi que llegan hasta él y penetran en la
primera célula que encuentren, empiezan a formar su cdpsula de colageno, y ya que
poseen propiedades angiogénicas, empiezan a forman una red de capilares, con la
finalidad de seguir nutriendo a la célula. La fase parenteral abarca desde la migracién de
las larvas que liberan las hembras hasta su establecimiento en el musculo estriado. Una
vez formada la célula nodriza, el pardsito jamas abandona al hospedero, sélo que esa

carne sea consumida por un nuevo hospedero, el ciclo de vida se vuelve a presentar.
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Figura 8. Ciclo de vida de Trichinella spiralis

Una vez que el hospedero come carne infectada, los parasitos llegan al estdmago y se liberan de
su célula nodriza, migran al intestino, se desarrollan a su fase adulta, machos y hembras se
aparean, quedando las hembras grévidas. Cuando se da el proceso de larviposicion, las LRN

migran hacia el torrente sanguineo y llegan al musculo estriado, invadiendo un miocito por larva,

formandose la célula nodriza correspondiente, y el ciclo se repite si esta carne es comida por
otro hospedero. (Obtenido y modificado de http://www.trichinella.org/)
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1.2.4 Respuesta inmunoldgica ante la triquinelosis aguda

Una vez que las larvas musculares, contenidas en la carne cruda o mal cocida, llegan al

estdmago, se liberan de su respectiva célula nodriza y migran hacia el intestino delgado.
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Figura 9. Respuesta inmunoldgica ante la triquinelosis a nivel intestinal

La infeccién con Trichinella spiralis produce inflamacidn de la mucosa, activdndose una respuesta
inmune tipo Th2, la cual induce una mayor produccidon de mucina, asimismo aumenta la
contractilidad del musculo intestinal, creando cambios en otros componentes del aparato de la
motilidad, como las CE (células enterocromafines) que secretan mas serotonina (5-HT), también
intervienen las CCl (células intersticiales de Cajal) y neuronas motoras, creando una mayor fuerza de
propulsién que ayuda a expulsar mas parasitos. (Obtenida y modificada de W. I. KHAN, 2008)

La infeccidon con Trichinella spiralis produce inflamacidon de la mucosa y activa la
respuesta inmunitaria de tipo Th2, siendo IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 las interleucinas que se
sabe que actuan durante la infeccién. La respuesta de tipo Th2 induce una alza en la

produccién por parte de las células caliciformes de mucina, la cual puede desempefiar un
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papel importante en la defensa del hospedero durante la infeccidén por Trichinella spiralis,
al ser un medio para desalojar a los parasitos, ya sea atrapandolos en el moco, inhibiendo
la motilidad del parasito y su alimentacién, de tal modo que lo excluyen de su nicho,
favoreciendo su expulsion. Las citocinas del tipo Th2 también inducen cambios en otros
componentes de la motilidad intestinal, como las células enterocromafines (Céls. EC) que
producen serotonina, también conocida como 5-hidroxitriptamina (5-HT), la cual actua
sobre las células musculares a través de sus receptores, activando reflejos peristélticos, las
células intersticiales de Cajal (ICC, del inglés Interstitial cell of Cajal) coordinan la motilidad
gastrointestinal, y las neuronas motoras estimulan las células musculares del intestino;
todas estas células aumentan la contractibilidad muscular, asi como la fuerza de

propulsion, con lo que se permite expulsar a los parasitos (Khan et al., 2008).

Se ha reportado que en ratones, una eosinofilia, una produccién de IgE y la hiperplasia
de mastocitos son conocidos como las tres caracteristicas de una respuesta inmunoldgica
que se desencadena por parasitos nematodos gastrointestinales, en particular a la
infeccidn por Trichinella spiralis (Else y Finkelman, 1998). En primer lugar, una importante
inflamacidn eosinofilica se induce durante la infeccidén por el nematodo T. spiralis y hay un
gran incremento en los niveles de IL-5, una de las citocinas de tipo Th2 responsable de la

produccién de eosindfilos (Suzuki et al., 2008).

1.2.5 Manifestaciones clinicas

El periodo de incubacion (desde que la larva entra en el organismo hasta que aparece la
enfermedad) es de unos 10 dias. La infeccidén puede durar de 10 dias a un mes.

Los sintomas gastrointestinales pueden ocurrir durante la primera semana (dias 2-7)
después de la ingestién e incluyen nduseas, dolores abdominales, anorexia, vémitos, y
diarrea o estrefiimiento.

Las manifestaciones sistémicas se presentan en la semana siguiente (dias 9 a 28), debido

a la diseminacioén de las larvas recién nacidas, provocando sintomas de fiebre, mialgias,
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conjuntival y hemorragias en astilla, y edema periorbital (El-Beshbishi 2011; Kociecka
2000; Pozio et al., 2003).

La invasién muscular puede causar mialgias, hinchazén y debilidad, la presencia y la
severidad de estos sintomas estan relacionadas con el nimero de larvas por gramo de
musculo; menos de 10 larvas/g de musculo a menudo son asintomaticos, mientras que
los niveles mayores a 50 larvas/g generalmente estan asociados con sintomas musculares.

La miositis se produce inicialmente en los musculos extraoculares, seguido de los
maseteros y los musculos del diafragma, el cuello y la laringe, asi como los musculos

estriados de las extremidades (Capo y Despommier, 1996).

1.2.6 Diagnéstico

El diagndstico en humanos se fundamenta en la anamnesis, el cuadro clinico y los datos
de laboratorio.

Se debe de hacer una anamnesis, el diagndéstico definitivo es encontrar a las larvas
musculares en una biopsia muscular; mientras que el diagndstico clinico se apoya en
métodos auxiliares de laboratorio como la serologia, asi como hallazgos de laboratorio
como hipereosinofilia, IgE total, y niveles de enzimas musculares elevados que pueden
ayudar en el diagndstico, para lo que se utilizan diferentes técnicas como
enzimoinmunoandlisis (EIA), inmunofluorescencia indirecta (IFl) o Western blot (WB).
Pruebas como ELISA (del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, Ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas) para determinar la presencia de anticuerpos ayudan a
mejorar el diagndstico,

En México, en el apartado 8.5 de la Norma Oficial Mexicana NOM-194-SSA1-2004 estan
las especificaciones para la deteccidn de Trichinella spiralis en establecimientos dedicados
al sacrificio de ganado porcino y equino, en donde explica que se debe de tomar
mensualmente dos muestras por canal de equino o porcino, de un tamano minimo de 3
cm?, procedentes de ambos pilares del diafragma en su paso a la porcién tendinosa y
depositarlas en recipientes limpios y con tapadera, debidamente identificados conforme a

la canal, y enviarlas a un laboratorio de pruebas autorizado por la SSA para la
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determinacién correspondiente, el cual por medio de un proceso de digestion artificial con
agitaciéon magnética, en una solucién de pepsina y solucién de acido clorhidrico
concentrado en proporcién de 1:19 en la que el jugo géstrico digiere eficazmente el tejido
muscular y la membrana del quiste, permitiendo la liberacidon de las larvas del parasito,
expresando como resultado si hay ausencia o presencia de Trichinella sp.(Obtenido en

http://www.salud.gob.mx)

1.2.7 Tratamiento

El tratamiento médico incluye antihelminticos (mebendazol o albendazol) vy
glucocorticoides. El mebendazol se administra generalmente en dosis diarias de 5 mg / kg.
El albendazol se utiliza en una cantidad de 800 mg / dia (15 mg / kg /dia), administrado en
dos dosis. Estos medicamentos se deben tomar durante 10-15 dias. El uso de mebendazol
o albendazol estd contraindicado durante el embarazo y no se recomienda en nifios
menores de 2 afios. El esteroide mds comunmente utilizado es la prednisolona, que puede
aliviar los sintomas generales de la enfermedad, se administra en una dosis de 30-60 mg /

dia durante 10-15 dias. (Dupouy et al., 2002)

1.2.8 Importancia médica y veterinaria

La triquinelosis ha sido un problema de salud publica por mas de 150 afos y es por eso
que en muchos sectores no se le considera como una zoonosis emergente. Sin embargo,
su reaparicién, en muchas zonas de todo el mundo durante los ultimos 20-30 afios, a
pesar de muchos esfuerzos por parte del sector de la salud publica veterinaria para
controlar y erradicar a la triquinelosis, se justifica el hecho de que hoy en dia se considera
como una enfermedad reemergente. Las razones para este resurgimiento son diversas, e
incluyen la perturbacién humana y la manipulacién de los ecosistemas, la guerra y la
agitacion politica, que cambia rapidamente la distribucion de alimentos y sistemas de
comercializacién, e incluso, sorprendentemente, el aumento de la riqueza en los paises en

desarrollo (Murrell et al. 2000).



MARCO TEORICO

1.2.9 Prevalencia de la triquinelosis

De acuerdo con la International Commission on Trichinellosis, diez millones de personas
podrian estar infectadas con Trichinella spiralis en todo el mundo, sin embargo se
considera que esta cifra esta subestimada, ya que, como ya se ha mencionado, dentro de
las manifestaciones clinicas se presenta diarrea, y esto puede ser confundido con algun
otro padecimiento causado por otro parasitos gastrointestinal o de tipo bacteriano,

ademas de que no es una enfermedad que suela diagnosticarse de rutina.

En México se han informado casos y brotes epidémicos aislados y en general se
considera una enfermedad con baja prevalencia (0.1 por 100 mil habitantes), pero con

una mortalidad potencial. (International Commission on Triquenellosis).

1.3 Interaccion neuroinmunoendocrina

El sistema inmunoldgico es un sistema homeostatico que contribuye a mantener la
constancia de los componentes moleculares y celulares del organismo. Las células del
sistema inmunitario pueden detectar la presencia de antigenos extrafios o la alteracién de
auto-componentes y enviar informacion al sistema nervioso central (SNC) sobre este tipo
de perturbaciones, el cual actia como drgano receptor sensorial. El cerebro puede
responder a estas sefiales mediante la emisidn de sefiales neuro/endocrinas que puedan
afectar a la reactividad inmunoldgica. Asi, el sistema inmunolégico, como los otros
sistemas fisioldgicos, esta bajo el control del cerebro. En condiciones de enfermedad, el
sistema inmunitario puede, dentro de limites definidos, restablecer el cerebro integrando
mecanismos neuroendocrinos con el fin de favorecer los procesos inmunoldgicos a
expensas de otros sistemas fisioldgicos (Besedovsky et al., 2011).

La interaccion multidireccional entre los sistemas nervioso, endocrino, y el sistema
inmunitario en la salud y en el curso de enfermedades inflamatorias y las enfermedades
infecciosas han sido establecidas. Hay sefiales del sistema nervioso central (SNC) al
sistema inmunitario a través de vias hormonales y neuronales, mientras que las sefiales

del sistema inmunitario en el SNC son a través de diversas citocinas.
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El SNC regula el sistema inmunitario a través de las hormonas pituitarias, principalmente
la GH y PRL, que son inmunoestimulantes, y el eje hipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA,
por sus siglas en inglés Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis), que inhibe la respuesta
inmunitaria y actla como un inmunomodulador, inmunosupresor. Mientras que la
mayoria de la informacidn con respecto a estas interacciones esta relacionada con la
respuesta inmunitaria sistémica, se sabe mucho menos acerca de las interacciones entre
el hipotalamo, la hipdfisis, y las reacciones inmunoldgicas gastrointestinales (Campos et

al., 2006).

Los sistemas inmunoldgico y neuroendocrino comparten muchos receptores, citocinas,
hormonas peptidicas y neurotransmisores como medios moleculares de comunicacién, y
por lo tanto, hablan un mismo lenguaje bioquimico. Asi mismo, es indiscutible que las
respuestas inmunoldgicas alteran las funciones neuroendocrinas, y a su vez, el sistema
neuroendocrino regula el sistema inmunolégico. Por lo tanto, las interacciones entre los
sistemas inmunoldgico y neuroendocrino son bidireccionales. Estas interacciones pueden
ocurrir a través de la inervacion directa de compartimentos linfoides, en forma paracrina a
través de la liberacién de mediadores por los nervios situados préoximos a las células del
sistema inmunoldgico (o viceversa), y por la accién endocrina de diversas hormonas vy
citocinas. La Neuroendocrinoinmunologia es la ciencia que estudia las influencias del
sistema neuroendocrino sobre la funcidon inmunolégica (neuroinmunomodulacién) y las

influencias del sistema inmunoldgico sobre la funcién neuroendocrina.

Desde hace mucho tiempo se ha atribuido al sistema inmunolégico la funcién de defensa
frente a las lesiones causadas por agentes extrafios (infecciosos, fisicos, quimicos, e
incluso células propias que han sufrido transformacién). Sin embargo, erroneamente suele
no considerarse al sistema neuroendocrino como protagonista de los mecanismos de
defensa. El estudio de la Inmunologia requiere pues, considerar la funciéon del sistema
inmunolégico dentro del amplio contexto de la fisiologia humana, fundamentalmente de

la neuroendocrinologia (Chirinos et al., 1996).
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Il. Resumen del marco tedrico

La hipofisis juega un papel importante en la homeostasis, mediante la secrecion de
hormonas, que a su vez regulan diversas funciones en el organismo; ademds se ha

reportado que algunas de estas hormonas poseen propiedades inmunomoduladoras.

Las enfermedades parasitarias gastrointestinales tienen una alta prevalencia a nivel
mundial, lo cual representa problemas en la calidad de vida de los humanos, asi como
pérdidas econdmicas en el sector veterinario; siendo la triquinelosis una enfermedad

zoonotica que actualmente se considera como reemergente.

La red neuroinmunoendocrina ejerce efectos sobre la susceptibilidad o resistencia a las
infecciones parasitarias, en este trabajo se abordara el papel que tiene la hipdfisis sobre la

respuesta inmunoldgica durante la infeccidn aguda por el nematodo Trichinella spiralis.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

La hipdfisis regula la respuesta inmunoldgica, por lo tanto la ausencia de la misma
modificard el establecimiento, asi como el curso de la infeccion por Trichinella

spiralis a nivel intestinal.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto que ejerce la hipofisectomia total o parcial sobre la respuesta
inmunoldgica en la infeccion por Trichinella spiralis a nivel intestinal en el hamster

dorado.

3.3 OBJETIVOS PARTICULARES

v' Medir las cargas parasitarias en los animales infectados, los sometidos a cirugia
simulada, y en los hipofisectomizados (HPX), los carentes de |6bulo anterior (LA) y
I6bulo posterior (LP).

v’ Describir el perfil de expresion de TNF-a, IL-6 e IL-10 en el bazo de los animales
intactos, infectados, los sometidos a cirugia simulada, hipofisectomizados (HPX),
los carentes de Iébulo anterior (LA) y I6bulo posterior (LP) por RT-PCR.

v Estudiar la morfologia e integridad en el intestino de los animales intactos,
infectados, los sometidos a cirugia simulada, hipofisectomizados (HPX), los
carentes de Iébulo anterior (LA) y Iébulo posterior (LP) por medio de tincién de
Hematoxilina-Eosina.

v' Observar el perfil de expresién de citocinas en el intestino de los animales
intactos, infectados, los sometidos a cirugia simulada, hipofisectomizados (HPX),
los carentes de l|ébulo anterior (LA) y I|ébulo posterior (LP) mediante
Inmunohistoquimica.
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IV. MATERIALES Y METODOS

La metodologia general que se llevd a cabo se puede apreciar en el siguiente diagrama de flujo:
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4.1 Material biolégico

Se utilizaron 60 hamsters dorados de Siria machos (Mesocricetus auratus), de 12
semanas de edad, y de aproximadamente 120 gr de peso. El cuarto de los animales
estuvo bajo control de temperatura (22-24°C) y condiciones de luz-oscuridad (luz entre
0700-1900 hrs). La dieta consistié de Purina Diet 5015 y agua ad libitum. Después de las
microcirugias, la dieta de los animales fue complementada con galletas de sabor,

rebanadas de manzana y azucar al 5% en el agua potable.

Los animales fueron habituados a las condiciones del bioterio al menos 7 dias antes de la
cirugia, y tratados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999,
Especificaciones técnicas para la produccidn, cuidado y uso de los animales de laboratorio,
y a la Guia de cuidado y uso de animales de laboratorio de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes, la cual es compatible con las normas de la ILAR (EE.UU.) de 1996.

Después de realizadas las microcirugias, los animales fueron trasladados al Bioterio del
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, el cuidado y las practicas experimentales
se llevaron a cabo bajo las normas internacionales del cuidado y manejo de animales de

experimentacion.

4.1.1 Grupos experimentales

Cuando se realiza la microcirugia y se pretende extirpar el I6bulo posterior, al hacer la
aspiracion del mismo, también se aspira el Iébulo intermedio, es por ello que a esa
microcirugia se conoce como lobectomia hipofisaria neurointermedia, pero para fines
practicos se describe a la misma como lobectomia posterior (LP), mientras que a la
lobectomia hipofisaria anterior se denomind lobectomia anterior (LA). Por las razones
antes mencionadas, los animales destinados para microcirugia e infeccidén fueron divididos
de la siguiente manera: infectados, los sometidos a cirugia simulada, hipofisectomizados

(HPX), los carentes de lébulo anterior (LA) y lI6bulo posterior (LP), todos éstos grupos se



MATERIALES Y METODOS

infectaron con Trichinella spiralis, ademas se conté con un grupo adicional, que se utilizé
como control intacto, tanto de cirugia como de infeccion.
El grupo de cirugia simulada fue tomado en cuenta para poder observar si el hecho de

someter al animal al estrés de la cirugia influye en los resultados.

4.2 Microcirugias

Las microcirugias fueron realizadas por el Dr. Andrés Quintanar Stephano, del
Departamento de Fisiologia y Farmacologia del Centro de Ciencias Basicas de la
Universidad Auténoma de Aguascalientes.

Las microcirugias se realizaron de la siguiente manera:

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (40mg/kg de peso) y debido
a que se hace una incisién parafaringea la traquea fue canulada por via oral para permitir
qgue los animales pudieran respirar. Quince minutos antes de la anestesia los hamsters
fueron administrados con 0.06 mg de atropina via subcutdnea para prevenir la secrecion
excesiva de las vias respiratorias. Se rasurd el drea del cuello, se frotd una gasa
humedecida con alcohol al 70% y con un bisturi se hizo una pequefa incisién parafaringea.
Los musculos estriados (hioides) del cuello se hicieron a un lado con ayuda de unos
separadores curvos de liga para que se hiciera visible la base del craneo. Los grupos cirugia
simulada, HPX, LA y LP fueron realizados utilizando un microscopio de diseccién. Se utilizé
un taladro dental para hacer un agujero pequeno en el crdneo y asi poder visualizar la
glandula pituitaria, la cual esta cubierta con una membrana fina, misma que se quitd con
ayuda de una aguja para liberar a la glandula (Figura 10 A). En los animales de cirugia
simulada la operacién se dio por concluida cuando la capsula se abridé quirdrgicamente y la
glandula pituitaria se pudo visualizar directamente (Figura 10 B). En el caso del grupo HPX,
la glandula completa fue aspirada con vacio. Para el grupo LA la capsula pituitaria de abrid
ampliamente, y la adenohipdfisis fue cortada en dos mitades, y luego cada mitad fue
aspirada con vacio cuidadosamente, por lo tanto, el I6bulo posterior, el tallo infundibular
y la eminencia media hipotaldmica se mantuvieron intactos (Figura 10 C). Para el grupo LP,

para poder visualizar la neurohipdfisis, el borde posterior de la capsula de la hipdfisis se
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cortd y el borde caudal de la glandula se levantd, después de una vista directa de la
neurohipdfisis, se aspiré cuidadosamente con una aguja curva especial (Figura 10 D).
Después de lo antes mencionado se colocd cera para hueso en el orificio y se suturd con

un hilo hecho a base de acido poliglicélico.

AN

j phwio __Neurohibé

intermedio .\

Tallo hipofisario

B C D

Figura 10. Anatomia de la hipdfisis del hamster y como luce después de la microcirugia.

(A) Vista al exponer la hipdfisis completa. (B) Grupo Cirugia simulada, la hipéfisis es expuesta y se procede
a suturar al animal. (C) Grupo LA, en donde la adenohipdfisis fue removida y solo se aprecia la
neurohipofisis (D) Grupo LP, la neurohipdfisis fue retirada y solo se aprecia la adenohipdfisis. (Figuras
aportadas por el Dr. Andrés Quintanar Stephano).

Los métodos empleados para los grupos HPX y LP fueron descritos anteriormente en

ratas por Quintanar-Stephano y Quintanar, 1992 y LP por Ben-Jonathan y Peters, 1982

y Mena et al, 1996, respectivamente.
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4.2.1 Cuidados post-operatorios y recuperacion

El tiempo total de la anestesia no excedié mas de 15 minutos y se produjo una
recuperacién completa dentro de 30 a 60 minutos. Después de la cirugia, todos los
animales operados fueron inyectados con penicilina (Penprocilina; 5000 Ul IM. Lacustre,
México) una vez al dia durante tres dias. Una vez terminada la operacién los animales
tuvieron acceso a agua glucosada al 5%.

Una vez realizadas las cirugias se dejoé transcurrir un lapso de un mes, con el
propdsito de que los animales se repusieran a la misma, tiempo en el cual los hamsters
fueron monitoreados con el fin de observar cualquier cambio que pudieran haber
presentado. En el transcurso de este tiempo los hamsters fueron trasladados al Instituto
de Investigaciones Biomédicas, UNAM, y una vez ahi, se llevé a cabo la infeccidon con

Trichinella spiralis y las practicas experimentales.

4.3 Parasitos e infeccion
4.3.1 Conservacion de cepa
Para mantener la cepa de Trichinella spiralis, la cual fue obtenida del Centro
Internacional de Referencia de Triquinosis (ITRC, de sus siglas en inglés: International
Trichinellosis Reference Centre), se infectan constantemente en el laboratorio de
Inmunologia ratas Sprague-Dawley con una serie de pases con el fin de mantener la

viabilidad y patogenicidad de la cepa.

4.3.2 Obtencion y Aislamiento de LM

Las LM viables se obtuvieron de musculo de una rata Sprague-Dawley infectada
con anterioridad con larvas de Trichinella spiralis, siendo lo mas adecuado obtenerlas
cuando la rata tiene 6 semanas de infeccién. Dicha rata se sacrificd, se quité la piel y

visceras, de tal forma que sélo nos fue util el musculo. Se triturd la carne en un procesador
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de alimentos (MOULINEX), obteniéndose carne molida, se colocé en un matraz
Erlenmeyer para someterla a una digestion artificial empleando una solucién de digestion,
la cual contenia Pepsina al 1% y HCl al 1% (Ver Anexo A), se colocd el matraz en una
incubadora con agitacion (Lab-Line 3525 Incubator Shaker) a 37°C durante 3 horasa30 g
(por cada 10gr de carne se emplearon 100ml de la solucion de digestion), con el fin de
simular las condiciones que hay en el estdmago, como enzimas digestivas y el pH
estomacal para que las larvas se liberaran de su célula nodriza. La solucidn, de color caféy
con apariencia lechosa se filtré para sedimentar las LM, mismas que se recuperaron con la
ayuda de una pipeta. Se lavaron las LM con PBS (Ver Anexo A) hasta eliminar cualquier
residuo de la solucion de digestion y los residuos de carne, lo cual se pudo notar hasta que
la solucién perdié toda coloracién.

Para poder saber cuantas LM se obtuvieron, se cortd la punta de una punta para
micropipeta, a modo que las LM pudieran pasar por la abertura, se agité el tubo en donde
se recolectaron las LM, se tomaron muestras de 20 pl y se colocaron sobre un
portaobjetos, mismas que se observaron con ayuda de un microscopio estereoscépico. Se
contaron las LM que habia en cada gota (en los 20 pl), se hizo la cuenta en al menos 8
gotas para hacer un promedio de las LM que se tenian en 20 pl, y se determinaron
cuantas habia en el volumen total del tubo en donde se recolectaron.

Se ajustdé el volumen, de tal modo que al tomar un mismo volumen nos
aseguramos que se tomaran las 1500 LM que se necesitaban para poder infectar a cada
uno de los hamsters.

Los restos de la rata de la cual se obtuvieron las LM, asi como el material no
quirargico que haya estado en contacto con sangre o tejidos de la misma, se desechd en
bolsas amarillas (residuos biolégicos infecciosos) para su almacenamiento y posterior
incineracion. El material quirdrgico, asi como las partes del procesador de alimentos en
donde se triturd la carne se colocaron de 15-20 min en agua con cloro, para inactivar a las
LM que estuvieran ahi; ademads de que el lugar de trabajo se limpid con una solucion de

agua con cloro, para el mismo fin.
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Es importante mencionar que el mismo dia que se planed infectar a los hamsters,

se hizo la obtenciéon de LM, para asegurar que los pardsitos estuvieran vivos y activos.

4.3.3 Infeccién

Una vez transcurrido un mes después de las microcirugias se procedié a infectar a
los hamsters. Con LM recién obtenidas, se tomd con una jeringa de tuberculina el volumen
gue se ajustd de tal manera que tomaran 1500 LM, se adapté la cdnula intragdstrica y se
dejé un momento en posicidn vertical. Por otro lado se sujeté al hamster, fue necesario
utilizar Sevorane (Sevoflurano), el cual es un anestésico volatil, con el fin de que el
hamster se relajara un poco (no fue necesario llevarlo hasta la sedacién) de tal modo que
permitio introducir la cdnula intragastrica, una vez introducida se depositaron las LM, y es
asi como el hdmster quedd infectado.

A las LM sobrantes se les agregd una solucién de agua con cloro para inactivarlas,
se dejaron de 15 a 20 minutos como minimo en esta solucidon y después pudieron

desecharse.

4.4 Sacrificio y obtencion de 6rganos

Pasados 5 dias de infeccidn, se realizd el sacrificio de los hamsters, el cual se llevd a
cabo en una cdmara de CO,, de esta manera los animales no sufrieron y la muerte fue
rapida. Una vez que se comprobo que el animal estuviera muerto (no se percibié latido del
corazon y se los esfinteres se relajaron), se hizo una incisidon en el abdomen y se dejaron

expuestas las visceras del animal, los érganos que se obtuvieron fueron los siguientes:

*Bazo: se quitd toda la grasa y tejido conectivo que pudiera habido tener, cada
muestra fue colocada de manera individual en tubos Eppendorf de 1.5 ml que contenia
Trizol (Invitrogen). Las muestras se colocaron a una temperatura de -70°C hasta el

momento en que se utilizaron para obtener el RNA para hacer el RT-PCR.
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* Intestino delgado: se obtuvo un segmento, se enjuagd en PBS y se fijo en
paraformaldehido al 4% durante una noche, para posteriormente ser procesado en
parafina, hacer cortes para ser tefiidos con hematoxilina y eosina, asi como llevar a cabo la
técnica de Inmunohistoquimica. El resto del intestino delgado se utilizd para obtener la

carga parasitaria por cada hamster.

4.5 Conteo de adultos de T. spiralis a nivel intestinal

Cuando se obtuvo el intestino delgado, se retird el contenido intestinal ejerciendo
cierta presion, desde el inicio hasta donde empieza el intestino grueso, entre los dedos
indice y medio humedecidos en PBS, se corté longitudinalmente y se enjuagd rdpidamente
en PBS, se cortaron fragmentos de entre 1y 1.5 cm, colocandolos en una malla que estaba
en contacto con PBS, se incubaron a 37°C por 3 horas. Transcurrido este tiempo se
recuperaron los parasitos adultos con ayuda de una pipeta, se hicieron varias
aspiraciones, dejando sedimentar un tiempo entre cada una de ellas. Se hizo un lavado
con PBS vy se realizé el conteo de adultos, de la misma forma que se hizo cuando se

recuperaron de la solucién de digestion (Ver Obtencién y Aislamiento de LM).

Restos de
tejido

Adulto T. spiralis = -

~ Adulto T. spiralis

Basura

Figura 11. Conteo de adultos, vistos con microscopio estereoscopico

Imagen obtenida en el laboratorio al momento de contar las LM, después de haberlas recuperado.
(Figura aportada por Hernandez Cervantes)
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4.6 RT-PCR de bazo

4.6.1 Obtencion y cuantificacion de RNA

A cada muestra de bazo se le extrajo el RNA (utilizando la técnica fenol-cloroformo)

siguiendo la instruccidn del fabricante (Invitrogen).

Antes de empezar a homogenizar las muestras de bazo se limpiaron las cuchillas del
Polytron con una serie de soluciones: saturada de NaCl, alcohol al 75%, solucién de agua
DEPC:Trizol. Una vez limpias las cuchillas, el bazo que se almacené en tubos Eppendorf
con Trizol a -70°C se transfirié a tubos de vidrio estériles y por cada 100 mg de tejido se
agregd 1 ml de Trizol, se homogeinizé, manteniendo la temperatura a 4°C, lavando la
cuchilla con agua DEPC entre cada muestra. Los homogeinizados se transfirieron a tubos
nuevos Eppendorf de 1.5 ml y se agregaron 200 pl de cloroformo (SIGMA) por cada 1ml de

homogeneizado, se agité en el vértex.

Se centrifugaron a 1500 g a una temperatura de 4°C, durante 15 minutos. Este paso
permitio separar dos fases: la fase organica, compuesta por cloroformo y proteinas; y la
fase acuosa, que contenia el RNA. Se recuperd la fase acuosa en un tubo nuevo y se
afiadieron 150 pl de fenol acido y 30 pl de cloroformo, se agité en el vortex. Se centrifugo
a 1500 g, a una temperatura de 4°C, durante 15 minutos. Al final se obtuvieron 2 fases: la
inferior de color rojo compuesta por fenol: cloroformo y la porcion superior incolora. El
RNA quedd en esta ultima fase, mientras que el DNA y las proteinas se mantuvieron en
una interfase y en la fase orgdnica. Se transfirid la fase acuosa a tubos nuevos y se le
agregd una cantidad equivalente de isopropanol (SIGMA) frio (4°C), manteniendo esta
muestra a 4°C durante 8 horas minimo para permitir la precipitacion del RNA total. Al
siguiente dia se centrifugd a 1500 g, 10 minutos a 4°C, se decantd el isopropanol (la
pastilla de RNA se queda adherida) y se lavd con etanol al 75% (para quitar las sales con el
25% de H,0 que contiene, y el etanol disuelve el RNA). Se centrifugd a 1500 g, durante 5

minutos a 4°C, decantando el sobrenadante, sin que se desprendiera la pastilla, mediante
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inversion de los tubos sobre una gasa estéril, no se dejo secar por completo para evitar la
insolubilidad de la misma. La pastilla de RNA se disolvié en 50 ul de agua MilliQ DEPC. Para
determinar la cantidad de RNA obtenida en cada muestra, se extrajo una alicuota y ésta
fue leida en un espectroscopio (GeneQuant) utilizando a una densidad dptica de 260y 280
nm. Posteriormente, con la formula general (RNA = ABS;60X 1 D. O. X dilucion =ng/pl)
utilizado en el software del espectroscopico, se obtuvo la concentracién de cada muestra.

Se verifico la integridad corriendo 2 ug de RNA en un gel de agarosa.

4.6.2 Obtencion de cDNA

El RNA obtenido de todas las muestras fue transformado a cDNA utilizando la técnica RT

o retro-trascripcion (Invitrogen) utilizando un Kit y siguiendo el instructivo del fabricante.

Se mezclaron en un tubo para PCR lo siguiente:

1X

Buffer FS 5X 4 ul
MgCl, 25mM 4 ul ¢ Mix
DTT 0.1M 2l
dNTPs 10 mM 1l
RNA 5l
Oligo dT20 50 mM 1 pl
MMLV (enzima) 1 pl
H20 Milli Q DEPC 2l

20 pl

Condiciones para hacer el RT:

Oligo dT
Muestra - BOFC - Hiela =+ BOFC = Hislo = Mix + = 37°C
H20 Milli Q. DEPC S5min 5 min 3 min 3 min ENzima 1 hora
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La reaccion se llevé a cabo en un termociclador (GenAmp PCR System 2700). Una vez

terminada la reaccidn se guardd a -20°C.

4.6.3 Determinacion de la expresion de citocinas por RT-PCR

Los primers TNFa, IL-6 e IL-10 fueron amplificados por PCR de cDNA utilizando un kit

(biotecnologias universitarias) siguiendo el instructivo del fabricante.

Los primers empleados fueron disefiados por la Bidloga Lorena Lépez Griego, quien

busco en el GenBank la secuencia gendmica del hamster, y definio la region del gen que se

deseaba amplificar (TNFao, IL-6 e IL-10), y se mandaron a sintetizar a Accesolab (Marca

Invitrogen) (Tabla 2).

Cuadro 2. Estandarizacion de la temperatura y ciclos de los cebadores utilizados para RT-PCR

Abreviatura

Nombre

Oligonucledtidos

Tamaiio del
producto (pb)

Temperatura de
alineamiento (°C)

No. de
ciclos

TNF-a

Factor de necrosis

tumoral alfa

SENSE 5’

GGGAAGAGAAGTTCCCCAAC 3’

ANTISENSE 57
TAAACCAGGTACAGCCCGTC 3’

229

57

30

IL-6

Interleucina 6

SENSE 5’
CAACAAGTCGGAGGTTTGGT 3’
ANTISENSE 5°
AGGGTTTTGATGGTGCTCTG 3’

302

40

35

IL-10

Interleucina 10

SENSE 5’

AAGGACCAGCTGGACAACATA 3’

ANTISENSE 5°
CGCCTTTCTCTTGGAGCTTA 3’

289

61

35

18s

Gen constitutivo

18s

SENSE 5’
CGCGGTTCTATTTTGTTGGT 3’
ANTISENSE 5’
AGTCGGCATCGTTTATGGTC 3’

219

54

30
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4.6.4 Cuantificacion de la expresion relativa de citocinas

La expresion relativa se cuantifico tomando en cuenta al gen constitutivo 18s. Para todos
los grupos experimentales se obtuvo el RT-PCR para 18s, ademas de las citocinas TNF-a,
IL-6 e IL-10. Como el gen constitutivo (18s) se presenta en todas las muestras se hizo una
densitometria correspondiente para cada citocina, y lo que se graficé fue la densidad
relativa, para ello se utilizd el Software Chemilmager. El andlisis estadistico entre los grupos

fue determinado por un ANOVA seguido por una prueba de Tukey.

4.7 Procesamiento de muestras de intestino para histologia
4.7.1 Deshidratacion de tejidos

Las muestras de duodeno obtenidas se fijaron en paraformaldehido al 4% durante 24
horas. Después fueron sometidas a diferentes soluciones de alcoholes, una hora en cada
una: etanol 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 96%, etanol absoluto, etanol absoluto (otro),
y una solucion de etanol:xilol (1:1); se dio un paso de 20 minutos en xilol; xilol:parafina
(1:1) una hora y finalmente dos series de parafina a 60°C una hora cada una, hasta el

momento de incluir.
4.7.2 Inclusion de tejidos en portamuestras

Una vez que los tejidos estaban en la ultima parafina, se colocaron sobre una platina, se
orientaron los tejidos, se colocé encima de la platina un cassette y se agregd mas parafina.

Se dejd solidificar la parafina y se desmonté el bloque.
4.7.3 Obtencidn de cortes

Los cortes se hicieron en un microtomo (Retracting Microtome Rotary-One) a 6 um para
realizar la tincion de hematoxilina-eosina, y a 10 um para llevar a cabo las
inmunohistoquimicas. Se utilizaron portaobjetos para microscopio cargados o silanados.

Los portaobjetos destinados a inmunohistoquimicas se guardaron a 4°C.
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4.8 Tincion de hematoxilina-eosina

Los portaobjetos se colocaron 15 minutos en la estufa a 40°C y para hidratar los tejidos
se siguid un tren de hidratacion, el cual se llevé a cabo en una campana de extraccién, en
cada solucidn se dieron de 20 a 30 bafios (1 bafio: se sumergid la laminilla en el liquido y
se saco rapidamente), el tren fue: xilol, xilol, etanol absoluto, etanol absoluto, etanol 96%,
etanol 96%, agua corriente, hematoxilina 5 min, agua corriente, 2 bafios de alcohol acido,
agua corriente, 5 bafios de agua amoniacal al 1%, agua corriente, eosina 2 min. Hasta este
punto las muestras ya se encontraban teiiidas y fue necesario deshidratar los tejidos
nuevamente de la siguiente manera: 20 a 30 bafos en etanol 96%, etanol 96%, dos pasos
en etanol absoluto, y dos pasos en xilol. En este ultimo se mantuvieron los portaobjetos
con las muestras ya tefiidas y deshidratadas hasta que se montaron las muestras, para ello
se coloco resina (Entellan, Merck) a un lado del tejido y se colocd un cubreobjetos limpio,

de tal modo que no quedaran burbujas. Se dejé secar la preparacion.

4.8.1 Obtencion de imagenes

Las imagenes de la morfologia e integridad de los intestinos de todos los grupos
experimentales fueron tomadas con el microscopio OLYMPUS DP71 de la Unidad de

Microscopia del instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

4.9 Inmunohistoquimica de diferentes citocinas en el intestino

Para realizar las inmunohistoquimicas de las diferentes citocinas (IL-1f, IL-2, INF-y, TNF-
a, IL-5, IL-13, IL-6, IL-4, IL-10 e IL-12, ver Anexo B) de intestino de todos animales

experimentales se siguieron los siguientes pasos:
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* Hidratacidén de tejidos

Se colocaron los portaobjetos en la estufa a 60°C por 30 min, y se pasan por un tren de
hidratacion, en cual consiste en: dos pasos de 5 min. en xilol, un paso de etanol 100%,

96%, 90%, 80%, 70%, agua bidestilada, 3 min. en cada uno.

Se delimitd el drea de los tejidos con marcador PapPen, y se colocaron los portaobjetos
dentro de una camara humeda. A partir de este paso se hizo uso de vacio para retirar las
soluciones con que los portaobjetos se trataron. Se llevaron a cabo 3 lavados con PBS de 5

min cada uno.
*Detergente y bloqueo

Se colocé tritdn al 1% en PBS (Anexo A) por 10 min. Se realizé un lavado con PBS por 10
min y se bloguearon los portaobjetos con albumina al 1% en PBS (Anexo A) durante 2

horas, a TA.
* Primera incubacion

Se incubd con el Ac primario (Anexo B), en una dilucién de 1:200 (en albimina al 1% en
PBS) durante una noche a 4°C, a los controles negativos no se les adiciond ningun
anticuerpo, se dejaron en albumina 1% en PBS al igual que los demas portaobjetos, y el

resto de la técnica se trataron de la misma manera.
* Lavados

Se quité el exceso de Ac y se realizaron 4 lavados a cada laminilla con PBS durante 5 min
cada uno, el primer lavado se realizé doble; se hizo otro lavado con albumina al 1% por 5

min.
* Segunda incubacién

Se incubé con el Ac secundario, en una dilucién 1:100 en albumina al 1% durante 1 hora.
Se retird el Ac secundario y se hicieron 4 lavados a cada laminilla con PBS durante 5 min

cada uno.
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* Montaje

Sobre un cubreobjetos limpio se colocé DAKO (Fluorescent mounting medium), a la
laminilla se le decanté el exceso de PBS, y se pusieron en contacto, de tal modo que por
capilaridad DAKO cubrié todos los tejidos y no quedaron burbujas. Se colocaron los

portaobjetos a 4°C hasta el momento en que se observan con el microscopio confocal.

4.9.1 Obtencion de imagenes

Las imdagenes correspondientes fueron obtenidas con el Microscopio Confocal Zeiss LSM
5 Pascal, en la Unidad de Microscopia del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la

UNAM.

4.9.2 Cuantificacion de la intensidad de la seiial

De los diferentes grupos experimentales, y por cada citocina, fueron capturadas varias
imagenes, y para cada una se cuantificd la intensidad de la fluorescencia, utilizando el

software Zeiss LSM Image Browser, que se expresd como la intensidad media del pixel.

De cada citocina por grupo experimental por lo menos cinco imagenes fueron
analizadas, tomadas a la misma amplitud y en las mismas condiciones; y se obtuvo un

promedio.
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Figura 12. Software Zeiss LSM Image Browser

4.10 Analisis estadistico

La significancia estadistica entre los grupos fue determinada por un ANOVA
seguido por una prueba de Tukey. Los resultados fueron expresados como la media + la
desviacidn estandar. Las diferencias significativas fueron consideradas a partir de una P <
0.05. El software utilizado para comparar el valor estadistico fue Prisma (GraphPad

Software Incorporated).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

El propdsito de este trabajo fue conocer como se ve alterado el sistema inmunitario
cuando el sistema enddcrino esta afectado, ya sea total o parcialmente, y ademas se tiene
presente una enfermedad parasitaria intestinal, como lo es la causada por Trichinella

spiralis.

Para ello se tomé en cuenta el nimero de parasitos que se obtuvieron a los 5 dias de la
infeccion, la expresion relativa de TNF-q, IL-6 e IL-10 en bazo por RT-PCR, la morfologia e
integridad del intestino delgado mediante la tincidn histolégica de hematoxilina y eosina,
asi como el patron de citocinas en el intestino delgado mediante la técnica de

Inmunohistoquimica.

A los 5 dias de infeccidn por Trichinella spiralis los parasitos se encuentran alojados en el
intestino delgado, aun no se han apareado, por lo tanto no ha habido larviposicién y
mucho menos las larvas recién nacidas han entrado a torrente sanguineo. Es por ello que
a los 5 dias p.i. se procede a sacrificar a los hamsters, que es el tiempo adecuado en el cual
se puede detener la infeccion e impedir que avance hasta una fase sistémica, y ese es el

porqué determinamos ese tiempo de infeccién.

5.1 Numero de parasitos en el intestino delgado

El grupo intacto nos mostré los parametros normales para que podamos hacer
comparaciones contra los demas grupos experimentales. El grupo infectado es el patrén
de comparacién en cuanto a la infeccidon; el grupo cirugia simulada es el control con
respecto a la microcirugia, y posee todas sus hormonas hipofisarias; el grupo
hipofisectomizado carece de todas las hormonas hipofisarias; el grupo sometido a la

Lobectomia Anterior no posee las hormonas ACTH, TSH, GH, FSH, Prolactina y LH;
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mientras que el grupo de Lobectomia Posterior carece principalmente de la hormona

vasopresina.

Como fue mencionado en la parte correspondiente a la metodologia, los hamsters fueron
infectados con 1500 LM de Trichinella spiralis, y a los 5 dias p.i. fueron sacrificados y con el
propdsito de conocer el nimero de parasitos que fueron expulsados, se decidié contar los

parasitos que estaban presentes en el intestino delgado.

En la figura 13 se puede apreciar el conteo realizado de los parasitos obtenidos de cada
hamster con diferente tratamiento. En los primeros dias de la infeccion el hdmster pasa
por un cuadro de diarrea, siendo un mecanismo que le permite eliminar algunos parasitos,
sin embargo, no se llegan a eliminar todos; si se observa al grupo Infectado vemos que de
tener en un principio 1500 LM, al cabo de 5 dias p.i. la media del nUmero de pardsitos es
cercana a 1000 LM, lo que nos da a entender que de manera normal, en un hamster que
no ha sido sometido a ninguna microcirugia y que por lo tanto su sistema
neuroinmunoendécrino funciona bien, el nimero de parasitos que se expulsan son

alrededor de 500 LM.

Interesantemente en los grupos de cirugia simulada y LP los parasitos fueron expulsados
en mayor cantidad, en comparaciéon con el propio grupo de los hamsters infectados
intactos, ya que presentan una media cercana a los 650 parasitos, es decir, que se
expulsaron aproximadamente 850 parasitos, 350 parasitos mdas que los expulsados en el

grupo infectado intacto.

Con respecto a los grupos HPX y LA no presentaron diferencias significativas con ningln
otro grupo experimental, sin embargo hay que resaltar que tuvieron un comportamiento

semejante al del grupo infectado.



RESULTADOS Y DISCUSION

* X
%
1500+
w
Q )
=
'g LA
= see .
w i ‘:l.l
o 10000 = A > .
= 2 . T
.
o — AL .
© L
: £ .
© ad %
[ ]
o 500 A i
@ u®
= *
g
=
G T T | | L
x0 > + Q
0 \,bﬁ & N3 v
o aF
h &
&
"'§b
&

Figura 13. Numero de parasitos adultos en el intestino delgado

Los hamsters se infectaron con 1500 LM de Trichinella spiralis y a los 5 dias p.i. fueron
sacrificados, se obtuvo el intestino delgado, mismo que se corté en pedazos pequeiios,
incubandose a 37°C por 3 horas para poder recuperar las larvas. HPX: hipofisectomia total; LA:
lobectomia anterior; LP: lobectomia posterior. P<0.05

5.2 Expresidn relativa de TNF-q, IL-6 e IL-10 en bazo

Con el fin de tener una visidbn de la respuesta inmunitaria sistémica se hicieron
reacciones de RT-PCR en el bazo de todos los grupos experimentales, técnica que nos
permite detectar y medir los niveles de RNAm que codifican para estas citocinas. Cada

punto que se muestra corresponde a un hamster.
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Podemos apreciar en la figura 14 que la expresién de TNF-a. en el grupo Intacto es muy
baja en comparacion con los grupos que fueron infectados y sometidos a diferentes
cirugias, siendo los grupos de los hipofisectomizados y el de lobectomia posterior son los

gue presentan una mayor expresidon de esta citocina pro-inflamatoria.

Si nos enfocamos solo a aquellos grupos experimentales en los cuales los hamsters
fueron infectados con Trichinella spiralis notamos que en el caso de la expresion relativa
de TNF-q, el grupo LA es el que presenta una menor expresion que el resto de los grupos
infectados, pudiéndonos sugerir que las hormonas que posee este grupo, vasopresina y
oxitocina, sean las responsables de que la expresién de TNF-a no sea tan alta como los

demas grupos.
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Figura 14. Expresion relativa de TNF-o. / 18s

Se obtuvo el RNA de los bazos de los hamsters, mismo fue utilizado para hacer RT-PCR para
TNF-a.. Se tomo el 18s como control de carga. P<0.05
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Con respecto a la expresion relativa de IL-10 se puede observar en la figura 15 que el
grupo de lobectomia posterior es el que posee una mayor expresion de esta citocina
inmunosupresora que el resto de todos los grupos, también hay una expresiéon importante
por parte del grupo hipofisectomizado, y de una forma similar a la expresién obtenida
para TNF-a vemos que el grupo Intacto posee valores minimos de esta citocina. El grupo
infectado y el de cirugia simulada expresan valores similares en cuento a la expresién
relativa de IL-10, eso nos sugiere que a nivel sistémico, el hecho de someter a los animales
al estrés de la cirugia no hace diferencia en la expresién de IL-10, debido a que este grupo
se comporta como el grupo infectado. Sin embargo, el los grupos en donde estd
comprometida toda o parte de la hipdfisis los hamsters se comportan diferente, debido a
qgue los grupos HPX y LP son los que mas expresién de IL-10 presentan. En el caso del
grupo HPX no se tiene ninguna hormona hipofisaria, mientras que en el grupo LP sélo
carece de vasopresina y oxitocina, lo anterior puede sugerirnos que la ausencia de estas

dos hormonas provoca que a nivel sistémico haya una mayor expresion de IL-10.
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Figura 15. Expresion relativa de IL-10 / 18s

Se obtuvo el RNA de los bazos de los hamsters, mismo fue utilizado para hacer RT-PCR para
IL-10. Se tomo el 18s como control de carga. P<0.05
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En la figura 16 aparece la expresidn relativa para IL-6, una vez mas el grupo intacto
presenta una expresidn minima, y a pesar de que la expresion es baja para todos los
grupos, el correspondiente a la lobectomia anterior es el que llega a tener un valor mayor
como para presentar una diferencia significativa en comparacidon sélo con el grupo

Intacto.

Si observamos los grupos intacto, infectado y de cirugia simulada, asi como la ausencia
de las hormonas ACTH, TSH, FSH, prolactina y LH (ausentes en los grupos HPX y LP) vemos

gue ni la infeccidn ni la microcirugia tienen efecto diferencial en la expresién de IL-6.

Por otro lado, los hamster del grupo LA, que solo tenian presentes las hormonas
vasopresina y oxitocina, son aquellos que presentan un valor mas alto que los demas
grupos, en caso contrario a la expresién de TNF-o. a nivel sistémico, las hormonas

presentes del grupo La sugieren que favorecen a una expresiéon mayor de IL-6.
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Figura 16. Expresion relativa de IL-6 / 18s

Se obtuvo el RNA de los bazos de los hamsters, mismo fue utilizado para hacer RT-PCR para
IL-16. Se tomo el 18s como control de carga. P<0.05
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5.3 Morfologia e integridad del intestino delgado
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Se realizd una tincidon con hematoxilina-eosina para ver la morfologia e integridad del
intestino, que es el lugar en donde a los 5 dias p.i. se encontraban los parasitos al
momento de sacrificarlos, y por lo tanto es el lugar en donde se estaba llevando a cabo

una respuesta local.

De las imagenes anteriores se tomé el grupo intacto como referencia en cuanto a la

morfologia e integridad para los demds grupos.

Podemos apreciar que los grupos infectado y el de Lobectomia Posterior conservan su
integridad, sin embargo, se nota un mayor infiltrado celular, principalmente de

eosindfilos, en el grupo infectado.

El grupo hipofisectomizado y el sometido a la Lobectomia Anterior presentan un gran
dafio en su morfologia, siendo mas evidente en el grupo LA, en el cual también es muy

notorio que hubo una pérdida de la lamina propia.

En todos los grupos infectados hay una hiperplasia de las vellosidades del intestino, asi
como una reduccién en la longitud de las mismas, siendo mas evidente en el grupo de

cirugia simulada.
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5.4 Patron de expresion de citocinas en intestino

A continuacidn se presentan los datos obtenidos de la intensidad de fluorescencia media
de las citocinas correspondientes al tipo Th1: IL-18, IL-2, IFN-y, IL-12 y TNF-a, seguidas de
las del tipo Th2; IL-5, IL-13, IL-6 e IL-4, y por ultimo Treg, 11-10.

Las imagenes mostradas nos ilustran el tejido en relieve con una coloracion gris,
mientras que la marca anaranjada es la correspondiente a la sefial que se presenta para
las diferentes citocinas. Es importante mencionar que se tomaron mas imagenes (al
menos 6) de cada grupo y por cada citocina, sin embargo, aqui se presentan las mas

representativas

En la parte posterior de cada imagen se encuentra el valor que resulté de la
cuantificacién de la intensidad de fluorescencia media + la desviacion estandar de la serie
de imagenes para cada citocina, mientras que al lado derecho de cada imagen se indica el

grupo experimental.

Después de las imagenes correspondientes a cada citocina se muestra la grafica de la
intensidad de la fluorescencia media, después de realizar un ANOVA seguido por una

prueba de Tukey.
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Figura 17. Intensidad de fluorescencia de IL-1f3

en el intestino fluorescencia muy grande si se compara

con los demas grupos, y al ser IL-1 una citocina proinflamatoria podria explicarse el
porqué del dafio histoldgico que se
presenta en este grupo. Aunque la intensidad del grupo cirugia simulada no esta tan
marcada como en el caso del grupo LA, si hace que presente diferencia con respecto al

grupo Intacto.
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Figura 18. Intensidad de fluorescencia de IL-2
en el intestino

RESULTADOS Y DISCUSION

s

INFECTADO
CIRUGIA SIMULADA

98.5 + 46.6

82.7 +26.7

En las imagenes para IL-2 puede ser
confuso a simple vista el diferenciar el
grado de intensidad, es por ello que se
cuantificé la intensidad de fluorescencia
media para todos los casos, y la figura 18
nos indica que el grupo de cirugia
simulada fue el que presenté una mayor
expresion de IL-2 que hace que haya una

diferencia estadistica con el

grupo
intacto. La expresion de esta citocina
antiinflamatoria en los grupos infectado,
HPX, LA y LP no tiene efecto diferente en

la expresion de IL-2.
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Figura 19. Intensidad de fluorescencia de IFN-y
en el intestino
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CIRUGIA SIMULADA

INFECTADO

97.2 +33.7

29.7+9.8

Las imagenes correspondientes a la
intensidad de fluorescencia para INF-y
nos muestran que el grupo LA vy cirugia
simulada son los que presentan una
mayor sefial, y lo podemos comprobar en
la figura 19, el grupo cirugia simulada
tiene una expresidbn importante en
comparacion con el grupo intacto; pero lo
gue mas llama la atencidn es que la

intensidad de fluorescencia media de IFN-

v es en el grupo LA el que presenta los valores mas altos, de forma similar a lo que se

obtuvo en el caso de IL-1j3, e igual que ésta, IFN-y es una citocina proinflamatoria, que

también podria explicar el dafio morfolégico de este grupo.
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en el intestino microcirugia hace que haya una

expresion de IL-12.



RESULTADOS Y DISCUSION

TNF-a
(o]
=
(@)
<
[
=
x
a.
I
58.5+12.1 11.2+2.1
TNF-a
4004
o 300+
§ 200
S 2000
‘6 LR L]
=5
= 150+
=
o
=] |
5 100- - —
€ et
E 50+ % v
i . S
D"—'*'- * T T T T
& & v 3
& @”f &
5 )
o®
&
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De manera visual podemos decir que los
grupos cirugia simulada e HPX son los que
presentan una mayor sefal para TNF-a, y
se corrobora observando la figura 21, en
donde el grupo HPX es quien presenta
intacto,

diferencias con los grupos

infectado, LA y LP. El grupo cirugia
simulada sélo muestra diferencias con los
grupos intacto e infectado. Lo anterior
nos indica que el hecho de no haber
ninguna hormona hipofisaria hace que

haya un incremento de la sefal de TNF-a

en el intestino delgado.
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Figura 22. Intensidad de fluorescencia de IL-5 efectivamente, en todos los grupos
en el intestino infectados hay una expresiéon importante

de IL-5, sin embargo sélo los grupos

infectado y LA llegan a presentar diferencia significativa con el grupo

intacto.
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Figura 23. Intensidad de fluorescencia de IL-13

. . hipofisari tal maner m
en el intestino pofisarias, de tal manera que podemos

decir que los hamster al estar infectados y
gue ademads carecen de todas las hormonas hipofisarias, la expresién de IL-13 se
incrementa a que si sélo estuvieran infectados y presentes todas o parte de sus hormonas

hipofisarias.
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Figura 25. Intensidad de fluorescencia de IL-4
en el intestino
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IL-4 .

7.18+4.2

s

INFECTADO
CIRUGIA SIMULADA

12.5+4.2

11.4+4.3

Junto con IL-5 e IL-13, IL-4 también esta
reportada como una citocina importante
en la proteccién contra el nematodo
Trichinella  spiralis. Interesantemente,
sélo el grupo HPX es quien presentd una
expresion que fue de importancia en
comparacion con el grupo intacto y LP.
Con respecto al grupo HPX podemos
observar que de manera semejante a la
expresion de IL-13, la intensidad de
fluorescencia para estas dos citocinas
fue en el HPX,

mayor grupo

sugiriéndonos que a pesar de carecer de todas las hormonas hipofisarias, el grupo HPX es

capaz de seguir manteniendo una respuesta de tipo Th2 ante una infeccién ante

Trichinella spiralis.
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Figura 26. Intensidad de fluorescencia de IL-10

en el intestino

s

CIRUGIA SIMULADA

INFECTADO

122.0 +63.6

40.0 + 8.8 29.8+8.9

El grupo cirugia simulada es el que
presenta una mayor sefial en cuento a la
intensidad de la fluorescencia para IL-10.
En la figura 26 lo podemos confirmar, y
vemos que es este grupo el que presenta
diferencias significativas con todos los

demads grupos.
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En la Tabla 3 se muestran los valores de la intensidad de la fluorescencia con su

respectiva desviacidn estdndar, los nimeros que se encuentran subrayados representan a

los valores mayores para cada citocina.

Cuadro 3. Intensidad de la fluorescencia de diversas citocinas en el intestino delgado de

GRUPOS

EXPERIMENTALES

hamsters con diferentes tratamientos

Citocinas Intacto Infectado  Cirugia simulada HPX LA LP
Thl
IL-1P 099+1.1 159+6.9 47.0+12.1 37.8+279 174.0+18.1 289+143
IL-2 | 19.4+147 44.6+221 98.5 + 46.6 55.3+14.9 57.3+13.4 82.7+26.7
INF«y | 0.35+0.2 28.7+6.8 97.2 +33.7 37.4+148 282.0+75.7 29.7+9.8
IL-12 | 0.52+06 2.7+0.03 53.7+48.4 55.9+16.6 21.3+8.6 439+195
TNF-a. 4.7 +3.7 9.2+22 40.1 +11.0 585+12.1 11.2+2.1 22.7+5.0
Th2
IL-5 0.09+0.1 25.3+13.2 97.0+74.4 43.0+184 94.2+544 53.6+31.2
IL-13 | 0.59+0.6 249+16.9 57.2+23.8 104.0+36.6 87.5+522 38.8+27.6
IL-6 1.7+1.6 51.1+5.1 78.2+43.5 23.6+11.0 55.1+104 36.5+10.2
IL-4 | 7.18+4.2 18.6+115 12.5+4.2 39.1+23 20.0+8.7 11.4+43
Treg
IL-10 | 1.7+0.08 19.3+6.7 122.0+ 63.6 12.4+5.2 40.0+8.8 29.8+8.9

Los datos de la intensidad de fluorescencia se presentan como la media + la desviacién

estandar.
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En 1997 se reportd que en ratas macho con 8 semanas de hipofisectomia, se reduce el
peso corporal, el tamafio del intestino y la mucosa de todo el tracto gastrointestinal
(Portela et al., 1997). En otro estudio mas detallado, se determind que la hipofisectomia
en la ratas macho provoca atrofia de la mucosa intestinal, la reduccidon de la secrecién
gastrica y la absorcidn intestinal, asi como una mayor susceptibilidad a las infecciones
(Campos et al., 2006). En este caso, cuando existe una infeccion por el nematodo
Trichinella spiralis en hamsters, se observd que al tener en un inicio 1500 LM, en un grupo
Infectado, al cual no se le realiz6 ninguna microcirugia y por lo tanto su sistema
Neuroinmunoenddcrino se espera que esta en las condiciones normales, a los 5 dias p.i.
este grupo posee mas cantidad de LM que aquellos grupos que de alguna u otra manera
se alterd la hipdfisis, ya sea quitandola toda, o sélo una parte, y por lo tanto, la funcién de
las hormonas hipofisarias fue alterada total o parcialmente y aun asi éstos grupos
presentaron una menor carga parasitaria que el grupo Infectado. Los pardsitos de
Trichinella spiralis fueron eliminados de la luz intestinal a la misma velocidad en los
hamsters que fueron sometidos a una operacion de cirugia simulada y a una Lobectomia
Posterior.

La expresion relativa de TNF-o, IL-10 e IL-6 en el bazo de todos los grupos
experimentales nos mostré que es notorio que en el grupo Intacto la expresion de estas
citocinas es minima, mientras que cuando los animales estan infectados con Trichinella
spiralis, los valores de los demas grupos aumentan, en el caso de TNF-o. se aumenta mas
esta expresion en los grupos HPX y LP; para IL-10 lo es para LP, mientras que para IL-6, a
pesar de que los valores son mucho menores que para las otras dos citocinas, el grupo LA

es el que tiene una mayor expresion.

Con respecto a la cantidad de parasitos que se obtuvieron en el grupo de cirugia
simulada, al ver la morfologia del intestino podemos decir que la disminucion en el
tamafio de las vellosidades hizo que se redujera la capacidad de los pardsitos de penetrar

las vellosidades y por lo tanto se expulsaron en mayor cantidad que el grupo Infectado.
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El grupo hipofisectomizado, recordemos que carece de todas las hormonas hipofisarias,
y aun asi fue capaz de presentar una respuesta inmunitaria que permitié tener menos
cantidad de parasitos que el mismo grupo infectado. La expresién de IL-13 e IL-4, siendo
ambas citocinas participantes en la respuesta contra Trichinella spiralis, es la que mas se
expresa en este grupo, por lo tanto, podemos decir que la respuesta inmunolégica estd
presente, puede que no esté controlada, pero no se necesita que todas las hormonas

hipofisarias estén presentes para que se pueda presentar una respuesta inmunoldgica.

El grupo LA presenta un gran dafio morfoldgico, asimismo tuvo los valores mas grandes
de dos citocinas proinflamatorias presentes en el intestino delgado, IL-1f3 e INF-y, y dicha

expresion de esas citocinas pudo haber ocasionado el dafio morfolégico.

La respuesta que se obtuvo a nivel intestinal estuvo presente y fue mayor en los grupos
sometidos a algun tipo de microcirugia, ya que en la mayoria de los casos, los valores del
grupo infectado son menores que los grupos de cirugia simulada, hipofisectomia, asi como
los sometidos a una lobectomia anterior o posterior, a pesar de que todos estos grupos

fueron infectados con Trichinella spiralis.

Podemos decir que la infeccidn por Trichinella spiralis en los hamsters a los cuales se les
extirpd total o parcialmente la hipdfisis, y con ellos sus hormonas, manifiestan una
respuesta inmunoldgica sistémica y gastrointestinal mediante diferentes mecanismos.
Asimismo, en todos los casos en donde estuvo presente la infeccién hubo una resistencia
a la misma, al encontrarse cantidades de parasitos menores que en el propio grupo

infectado.
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VI. CONCLUSIONES

v Los grupos Cirugia simulada y Lobectomia Posterior expulsaron un mayor nimero

de parasitos de Trichinella spiralis.

v' A nivel sistémico, en el bazo, se observd que el grupo LA expresa una menor
cantidad de TNF-o. y una mayor expresiéon para IL-6 en comparacién al grupo
Infectado, mientras que para la IL-10 se incremento la expresién en los HPX y LP de

manera significativa.

v' En todos los grupos infectados hubo una hipertrofia de las vellosidades del

intestino y en algunos casos, como en el grupo LA, una pérdida de la lamina propia.

v' Hubo una mayor expresiéon de IL-2, IL-5, IL-6 e IL-10 en el grupo de Cirugia
simulada; asimismo el grupo HPX mostrd expresiones mayores de TNF-a, I1L-13, IL-

4 e IL-12; mientras que en el grupo LA se incremento la expresion de IL-13 e INF-y.

v' Hubo una regulaciéon diferencial en la expresién de citocinas en el intestino

delgado.

v' La hipofisectomia total o parcial afecté de manera diferente la respuesta

inmunoldgica en la infeccidn por Trichinella spiralis en el hamster dorado.
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VIIl. ANEXOS

Anexo A. Preparacion de soluciones

* Solucion de digestion:

Para 1 litro:

En un matraz Erlenmeyer se coloca 1 litro de agua destilada con una barra magnética, el
matraz se pone sobre un agitador magnético. Dentro de una campana de extraccion se
agregan los 10 ml de HCl poco a poco, debido a que es una reaccidon exotérmica. Se
adicionan los 10 gr de Pepsina y se mantiene en agitacion hasta que esta ultima se

disuelva por completo.

Por cada 10 gr de carne molida se utilizan 100 ml de la soluciéon de digestion

* PBS (phosphate buffered saline)

Para un litro de PBS se pesan las cantidades de los reactivos, segun la siguiente relacién:

NACl.eece e 8g
KClaeeeer e e 0.2g
NazHPO oo 1.44g
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En un matraz aforado de un 1 litro se adicionan 800 ml de H,0 destilada, se agregan los
reactivos poco a poco, se agita el matraz para que todo quede completamente disuelto.
Con la ayuda de un pH-metro (JENWAY, Modelo 3520) se ajusta el pH a 7.4, con HCl o

NaCl, segun sea el caso, y se afora con H,O destilada.

* H,O0 Milli Q DEPC
Para 400 ml
DEPC 0.1%...uuuveeeeeeiieeeeeieeeeeees 500 pl
H20 Milli Queveveeeeeeeeeeceeee e 400 ml

Se deja una noche en agitacién, y al siguiente dia se esteriliza por autoclave (15 min, 15
libras, 121 °C). Se debe de tener cuidado al manipular el DEPC debido a que tiene
propiedades cancerigenas, asi como todo el material que haya servido para preparar la

solucién se mete a la autoclave para inactivar el DEPC.

El dietilpirocarbonato, DEPC, inactiva las ribonucleasas por modificacion covalente. El
uso del dietilpirocarbonato, un compuesto que selectivamente reacciona con el residuo

histidina en las proteinas, inhibe completamente a estas fosfatasas.

* Alcohol acido
Para 100 ml, se prepara primero EtOH 70% con EtOH absoluto
99 MI EtOH 70%....uuvueieeeeeeeeeeannnnns 99 ml

Acido clorhidrico....coveereeeeeeeecrennn. 1 ml



ANEXO A. PREPARACION DE SOLUCIONES

* Triton al 1% en PBS

Para 50 ml:

Debido a que el Tritdn (SIGMA) es un liquido muy viscoso, es necesario cortar con unas
tijeras la punta de la punta de la micropipeta con la cual se va a tomar el Tritdn, se
deposita en el matraz Erlenmeyer que contenga 50 ml de PBS, y se pone en agitacién con

una barra magnética. Se debe preparar la solucion minimo 1 hora antes de utilizarlo.

Mantener la solucién a 4°C.

* Albumina al 1% en PBS

Para 50 ml:

La albumina (SIGMA) es almacenada a 4°C, es por ello que se debe de mantener un
momento a TA antes de pesarla. Una vez pesada, se transfiere a un matraz Erlenmeyer

gue contenga el PBS, y se agita suavemente hasta que se disuelva por completo. La

solucién se mantiene a 4°C.
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Anexo B. Lista de anticuerpos utilizados para Inmunohistoquimica

Ac primario Ac secundario

IL-1B Rabbit polyclonal anti-Rabbit IgG
IL-2 Rabbit polyclonal anti-Rabbit 1gG

IFNy Goat polyclonal anti-Goat IgG
TNFoa Goat polyclonal anti-Goat IgG
IL-5 Rabbit polyclonal anti-Rabbit 1gG

IL-13 Goat polyclonal anti-Goat IgG
IL-6 Goat polyclonal anti-Goat IgG

IL-4 Rat monoclonal Anti-Rat I1gG

IL-10 Goat polyclonal anti-Goat IgG
IL-12 Goat polyclonal anti-Goat IgG

Todos los Ac primarios son de Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA.

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron anti-rabbit I1gG, anti-rat IgG y anti-goat
IgG y estdn conjugados con tetrametilrodamina isotiocianato (TRITC), ZIMED Laboratories

Inc., San Francisco, CA, USA.
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Anexo C. Lista de figuras y cuadros

Figuras Pagina

1. Localizacion de la hipofisis en el humano y en el hamster 2
Figuras aportadas por el Dr. Andrés Quintanar Stephano

2. Anatomia de la hipdfisis en el humano y en el hamster 3
La figura correspondiente a la anatomia en el hamster fue aportada por el Dr.
Andrés Quintanar Stephano.

3. La hipdfisis y su funcionamiento 4
Obtenida y modificada de
http://to2qui.blogspot.com/2010/06/endocrinologia.html

4. Hembra adulta de Trichinella spiralis 10
5. Macho adulto de Trichinella spiralis 11
6. Larva muscular de Trichinella spiralis 12
7. Célula nodriza de Trichinella spiralis 13

Las figuras 4 a la 7 fueron obtenidas en http://www.trichinella.org.

Modificado de Villella, J.B., 1970, Life cycle and morphology, in: Trichinosis in

Man and Animals (S.E. Gould, ed.), Charles C. Thomas, Springfield, lllinois, pp. 19-60.

8. Ciclo de vida de Trichinella spiralis 15
Obtenido y modificado de http://www.trichinella.org/

9. Respuesta inmunoldgica ante la triquinelosis a nivel intestinal 16
Obtenida y modificada de W. I. KHAN. Physiological changes in the

gastrointestinal tract and host protective immunity: learning from the mouse-Trichinella

spiralis model. Parasitology (2008), 135, 671-682.

10. Anatomia de la hipdfisis del hamster y como luce después de la microcirugia 27
Figuras aportadas por el Dr. Andrés Quintanar Stephano

11. Conteo de adultos, vistos con microscopio estereoscopico 31
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