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RESUMEN

El parasito nematodo Trichinella spiralis causa la infeccién conocida como triquinelosis,
sus principales sintomas son diarrea, dolor abdominal, vomito, fiebre, miositis, dolor
muscular y edema periocular, entre otros. El parasito presenta tres estadios: la larva
muscular, el adulto y la larva recién nacida, el primer estadio se hospeda en el misculo
esquelético y el adulto se aloja en el intestino delgado. En este tipo de parasitosis se
produce una mastocitosis, eosinofilia y altos niveles de IgE. La respuesta inmune
intestinal dirigida contra este pardsito se puede manifestar mediante la expulsién del
adulto, reduccidn de su tamafio, disminucién de la fecundidad de las hembras, asi como
también por prevencién del establecimiento de la larva muscular en el hospedero.

Ademids, en infecciones con 7. spiralis existe una relacién entre la mastocitosis
producida y 1a expulsién del adulto. Asi mismo, se ha reportado y sugerido que las CC
son activadas por antigenos del parasito durante este proceso y que las moléculas
liberadas c omeo interleucinas, prostanoides y proteasas c ontribuyen a 1a e xpulsion del
organismo adulto de T. spiralis.

El presente trabajo se enfoco hacia el estudio de la participacién de las células cebadas de
peritoneo de rata en la respuesta inmune innate contra 7. spiralis analizando su
activacién por antigenos del organismo adulto y de la larva recién nacida del parésito por
un mecanisme independiente de IgE.

Se obtuvieron tres preparaciones antigénicas: extracto total soluble del organismo adulto,
extracto total soluble de larva recién nacida y antigenos purificados de larva recién
nacida con pesos moleculares de 104, 99, 95, 91, 80, 76, 74, 65, 39 y 36 kDa, se
purificaron por cromatografia de afinidad mediante el uso del anticuerpo monoclonal

vII



Resumen

CE-4. Por otra parte se aislaron y purificaron células cebadas de peritoneo de ratas no
infectadas con T, spiralis. Estas células se estimularon con diferentes concentraciones de
las diferentes preparaciones antigénicas y se cuantificé la histamina y f-hexosaminidasa
liberadas por las células.

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que las células cebadas de peritoneo
de rata no sensibilizadas son activadas por extracto total soluble de aduito de 7. spiralis
de forma directa, liberdndose histamina pero no B-hexosaminidasa. La maxima liberacién
de histamina fue de 39% a la concentracion de 10 ng/mL de extracto total soluble de
adulto. Sin embargo, el extracto total soluble de larvas recién nacidas asi como los
antigenos purificados de estas no activaron a células cebadas de peritoneo de rata a las

concentraciones evaluadas.

Los datos obtenidos sugieren que los antigenos del adulto de T. spiralis pueden participar
en la activacién de respuestas inmunes innatas en el hospedero infectado con este
parasito.
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1. INTRODUCCION

1.1 Triquinelosis

La triquinelosis es la parasitosis causada por el nematodo Trichinella. Este es un parasito
intracelular que en una fase de su ciclo de vida se aloja en células del miisculo estriado.
La infeccién se desarrolla en humanos y en animales, por lo que constituye un problema
de salud publica tanto médico como veterinario. La triquinelosis se caracteriza por
des6rdenes gastrointestinales, fiebre, miositis, mialgia, edema periocular, entre otros
sintomas. La fuente principal de transmisidn es la carne de cerdo infectada con la larva
muscular (LM) del parasito, sin embargo existen casos de triquinelosis relacionados con
el consumo de carne de otros animales como o0so, caballo, jabali, etc. (Despommier,
1983; Pawloski, 1983).

T. spiralis presenta tres diferentes estadios de su ciclo biolégico en un solo hospedero. En
la naturaleza, este ultimo es sucesivamente, hospedero definitivo ¢ intermediario del
parisito; es definitivo yaque en este se llevaa cabo todo sucicloy es intermediario
debido a que puede transmitir la infeccién a otros hospederos (Stewart y Giannini, 1982).

La triquinelosis es una parasitosis zoonética de distribucién cosmopolita. Durante el
periodo de 1995 a 1997 en paises como: A lemania, A rgentina, Canada, Chile, China,
Francia, Italia, Latvia, Lituania, México, Polonia, Rumania, Rusia, Tailandia, Republica
Eslovaca, Espafia, Yugoslavia y Estados Unidos de América, se han reportado en total
10, 030 casos de triquinelosis en humanos (Dupouy-Camet, 2000).

En nuestro pais no se tienen datos exactos y actuales sobre la prevalencia y distribucién
de la triquinelosis, pero se han reportado brotes causados por Trichinella spiralis en
varios estados, siendo Durango, Zacatecas, Estado de México y el D. F,, las entidades de

1



Introduceién

mayor incidencia en casos de esta parasitosis. Se han reportado aproximadamente 758
casos de triguinelosis en humanos de! periodo de 1952 a 1997 (Ortega-Pierres y cols.,
2000). Asi mismo, en estudios serolégicos realizados en México en los dltimos afios se
detectaron anticuerpos especificos contra antigenos de 7. spiralis mediante la prueba de
hemaglutinacién indirecta, en los cuales se obtuvieron prevalencias de 3.65% en
adolescentes y de 3.3% en nifios (Gutiérrez y cols., 2000; Martinez-Barbabosa y cols.,
2000).

La amplia distribucién de Trichinella a nivel mundial, el extenso rango de hospederos
susceptibles a este pardsito y el impacto de la infeccién que tiene en la economia de
varios paises requiere del disefio de estrategias efectivas para su control y prevencion. Es
por esto que es necesario realizar el diagnéstico oportuno de la infeccion, asi como
producir vacunas que prevengan la infeccién por este parasito.

1.1.1 Taxonomia

La clasificacion taxonémica del parasito fue hecha por Owen en 1935, quién describi6 a
Trichinella. Este parasito tiene la siguiente clasificacion taxonémica:

Reino Animalia
Phylum Nematoda
Clase Adenoforea
Orden Enoplida
Familia Trichinellidae
Género Trichinella
Especie spiralis



1.1,2 Morfologia

En su ciclo de vida el parésito presenta tres estadios de desarrollo: la LM (fase infectiva),
el adulto y 1a larva recién nacida (LRN), los cuales son organismos cilindricos, largos y
no presentan segmentacion. Estos presentan una cavidad en la que se localizan el aparato
digestivo, el aparato reproductor, el sistema nervioso y el sistema muscular; en la LRN
estas estructuras estan ausentes (Levine, 1980).

La LM se aloja dentro de la célula nodriza (Figura 1), que tiene un aspecto fusiforme o
alargado y en su interior contiene 1 o dos larvas enrolladas, mide 1.2 mm x 40 pm de
dismetro y estd formada por una capsula de coligena en asociacion con la célula
muscular, Esta estructura se encuentra rodeada por una red de capilares que se forma por
una acci6n angiogénica inducida por el parasito, las cuales tienen la finalidad de eliminar
los desechos metabélicos asi como de proveer nutrientes al parasito (Despommier, 1990).
El esticosoma es un organelo del aparato digestivo y estd formado por 30 a 40 esticocitos
(células secretoras) que se acomodan en hilera alrededor del eséfago y ocupa las dos
terceras partes anteriores del cuerpo de la LM. La superficie exterior de la cuticula de la
LM es una estructura trilaminada y sdlo presenta estrias transversales (Gonzalez-Robles
y cols., 1989).

// . - dé: é /'/j.r
Figura 1. Complejo célula nodriza-larva
muscular. Tomado y modificado de
Despommier, 1990.
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Elorganimmaduhoesa]hxkicodecolorblmqwdm,hshmnbrﬁmﬁdmmte3.534
mm de longitud x 36 pm de didmetro, mientras que los machos no sobrepasan de 1.5 mm
x 36 um (Figura 2). Ambos presentan el extremo anterior aguzado y el posterior
redmd&ado,pmmpeqw’bwu]et:mhbocayelﬁéfa@wmmmiodcl
cuerpo. En la hembra ¢l esticosoma ocupa el tercio corporal anterior, tiene un ovario y el
orificio vulvar se abre hacia la mitad de la region esofigica; el (ero es simple y en la
hembra grivida este Grgano estd lleno de huevos en la parte posterior y en la parte
gnterior contiene LRN maduras. En el macho el esticosoma ocupa las dos terceras partes
anteriores del cuerpo, ¢l testiculo tiene un tramo ascendente y uno descendente y forma
¢l conducto deferente, cuya tltima porcion termina en la cloaca; en el extremo posterior
delampomempmdepeqwﬁosapéndimoopﬂador&so&ﬁwsymdlasdos
pares de papilas (Figura 2).

Figura 2. Morfolegia del organismo adulto y de Ia
larva recién nacida de Trickinella spiralis. M= macho,
H= hembra y LRN= larva recién nacida. Tomado y
modificado de Despommier y cols., 2000. 4
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Las LRN miden entre 0.08 y 0.12 mm de longitud por 7 um de didmetro, presentan un
color blanquecino y estén provistas de un estilete localizado en la boca (Figura 2). La
superficie exterior de la cuticula se exhibe como una estructura trilaminada, y presenta
estriaciones transversales y longitudinales (Gonzalez-Robles y cols., 1989).

1.1.3 Ciclo de vida de Trichinella spiralis
El ciclo biolégico (Figura 3) que presenta T. spiralis es autoheteréxeno, ya que los
diferentes estadios se desarrollan en el mismo hospedero, pero muestran diferente
localizacidn anatémica (Despommier, 1983). Dentro del ciclo biolégico de este parasito
existen dos fases: la enteral y la parenteral.

"El ciclo de vida y la fase enteral comienzan cuando un hospedero ingiere came
contaminada con LM de T. spiralis. Durante esta fase los jugos digestivos del
hospedero digieren el tejido muscular y las larvas quedan en libertad en el mtestino
delgado, 1os pardsitos penetran el epitelio columnar en !a base de las v ellosidades del
intestino, en donde en un periodo aproximado de 48 horas (h) se desarrollan rapidamente
a través de 4 fases larvarias y finalmente se diferencian en hembras y machos adultos,
d&epu&swtosmpuhncnellummmmsﬁnal.losmachossoneﬁmjnadosdclhomedﬁo
después de copular, mientras que las hembras grévidas, que son viviparas, se localizan en
el interior de la mucosa del duodeno y del yeyuno, y al dia 5 comienza la postura de
LRN, cada hembra libera entre 1, 000 y 1, 500 larvas. La hembra produce LRN
continuamente hasta que la inmunidad del hospedero lo permite, ya que ésta interfiere
con €l proceso. Los adultos permanecen en el intestino delgado durante 1 a 3 semanas y
finalmente son expulsados, eliminindose de esta manera la fuente productora de LRN
(Despommier, 1983; Despommier, 2000).
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Figura 3. Cicle de vida de Trickinella spiralis. SNC= Sistema nervioso
central. Tomado y modificado de Despommiter y cols., 2000.

La fase parenteral da comienzo cuando las LRN penetran a la mmcosa intestinal y

migran a través de los capilares linfaticos y venosos, llegando a la circulacion general y
diseminéndose por todo el organismo para finalmente establecerse en la musculatura
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esquelética. Estas larvas usan un estilete localizado en la cavidad oral para penetrar a la
célula muscular e inician un periodo de desarrollo post-embrionario creciendo
exponencialmente; empiezan a enrollarse y se diferencian sexualmente, su
transformacién a2 LM dura aproximadamente 20 dias. Una vez en la célula muscular, la
LRN induce la formacién de una capsula de coligena que 1a rodea, esto la protege de la
destruccién inmunolégica. Para esto, el pardsito altera la expresién de genes especificos
de 1a célula muscular para la formacién de la célula nodriza, en la cual y de la cual recibe
nutrientes (Jasmer, 1990).

Los tejidos diferentes al musculo esquelético en los que penetran las LRN no inducen la
formacién de células nodrizas, estas larvas entran nuevamente a la circulacién sanguinea
o son rodeadas por céhulas por lo que se forma un granuloma, y con el paso del tiempo
mueren. La célula nodriza mantiene viva a la LM durante toda la vida del hospedero,
pero se ha observado que en el ser humano la célula nodriza se calcifica cuando la LM
muere (Despommier, 1990).

1.1.4 Sintomatologia

La sintomatologfa se presenta durante la fase intestinal de la infeccion causada por los
adultos o durante la fase parenteral con la migracién de la LRN cuando ocurre la
penetracién de LRN a la célula muscular y su transformacién a LM. El periodo de
incubacion y la sintomatologia son variables, ya que dependen de la cantidad de LM
ingeriday de la fase del ciclo de vida que se desarrolla en el hospedero. En algunos
casos, cuando la dosis de LM es baja la infeccién es asintomndtica.

La fase enteral es transitoria y puede durar hasta 10 dias después de la ingestién de la
LM, esta etapa es caracterizada por gastroenteritis asociada con diarrea, dolor abdominal
y vomito (Capo y Despommier, 1996).
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La fase parenteral se presenta una semana después de la infeccién y puede persistir
durante varias mds. Los pacientes presentan fiebre, mialgia, edema periocular y facial,
dolor muscular, hinchazén y debilidad de los musculos afectados. Otros sintomas menos
frecuentes son cefalea, conjuntivitis, disnea, prurito y anorexia. Las lesiones provocadas
en los misculos en esta fase pueden provocar dificultad para mover los ojos, la
respiracién, la masticacién, la deglucion, la emision de la palabra o el uso de las
extremidades (Capo y Despommier, 1996).

Algunas infecciones finalizan con la muerte del hospedero. La letalidad por triquinelosis
es menor de 1% y es debida a complicaciones secundarias graves ocasionadas por la
localizacién de las LM en el encéfalo, corazén o diafragma (Capo y Despommier, 1996).

1.1.5 Patogénesis

En la patologia producida en una infeccién con T. spiralis existen lesiones fisiologicas
que incluyen sindrome de mala absorcién, trastormos en la motilidad intestinal,
inflamacién local en el intestino delgado intensificada por la infiltracién de eosinofilos,
neutréfilos y linfocitos (Ruitenberg y Buys, 1986); asi mismo se producen lesiones
morfolégicas de 1a mucosa intestinal como deformacién de vellosidades, proliferacién de
enterocitos ¢ hiperplasia en las criptas de Lieberkiihn (Kocigcka y cols., 1985).

Durante la penetracién de la LRN a la célula muscular y su transformacién a LM, se dan
una serie de cambios moleculares y celulares en el hospedero. Estos cambios incluyen
incremento del nimero de ribosomas y mitocondrias disfuncionales, proliferacion del
reticulo endopldsmico liso y rugoso, estimulacién del aparato de Golgi y niveles elevados
de acido desoxirribonucleico (DNA) y 4cido ribonucleico (RNA), hay lesiones en el
nicleo, aumento de tamafio del nucleolo y el sarcoplasma se hace basofilico. Estas
alteraciones también incluyen la pérdida de componentes quimicos y estructurales
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cruciales para que se lleve a cabo la contraccién muscular (Jasmer, 1993; Gabryel v cols.,
1995).

1.1.6 Tratamiento

Para el tratamiento de esta infeccién se usan antihelminticos como: mebendazol,
albendazol, tiabendazol y pirantel. La aplicacién de estos firmacos durante los primeros
3 dias siguientes a una infeccién con T. spiralis es muy importante, ya que tienen el
objetivo de evitar que el adulto penetre en el intestino, asi como también para impedir
que el muisculo sea invadido por la LRN, pero es muy raro que el diagndstico de
triquinelosis se realice en la etapa temprana de la infeccion (Kocigcka, 2000).

Durante el tratamiento de la infeccién con 7. spiralis también se administran
glucocorticoides e inmunomoduladores. Los primeros se usan para suprimir los signos y
sintomas de l1a hipersensibilidad de tipo inmediata d esarrollada en la fase aguda y tos
inmunomoduladores se administran en pacientes con triquinelosis severa que presentan
sintomas de inmunosupresién (Kocigcka, 2000).

1.1.7 Métodos de diagndstico

La triquinelosis es un padecimiento dificil de diagnosticar debido a lo inespecifico de las
manifestaciones clinicas que se producen, por lo que suele confundirse con otras
patologias ( Alvarez-Chacén y cols., 1 992). L os m étodos p ara d etectar i nfecciones por
Trichinella se pueden dividir en directos por demostracién visual del parisito que
incluyen triquinoscopia y digestién artificial; e indirectos, los cuales sugieren la
presencia de la infeccién a través de Ia respuesta inmunoldgica del hospedero a los
antigenos del pardsito y que incluyen las técnicas de hemaglutinacién indirecta,
inmunoabsorcioén enzimatica (ELISA) y Western-Blot (Campbell, 1983).



Imtroduccién

Actualmente el ensayo de ELISA es el mejor método serolégico en el diagnédstico de
triquinelosis disponible en el comercio, comparado con la biopsia tiene una sensibilidad
delOO%pamdetecta:lalgGwpeciﬁcaconn-aanﬁgenoschspiraﬁs Y una
especificidad del 97% (Morakote y cols., 1992; Yépez-Mulia y Ortega-Pierres, 1594;
Mshannop v cols., 1995).

Sin embargo el diagnéstico definitivo se realiza por medio de la deteccion de DNA
especifico de Trichinella mediante el uso de la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa, esta prueba es muy sensible y especifica para detectar pequefias cantidades
de LM en el tejido, pero su costo es muy elevado y ademis no estd disponible
comercialmente (Wu y cols., 1999).

1.1.8 Prevencién

Las infecciones provocadas por T. spiralis en humanos son ficiles de prevenir mediante:
la coccién (71 °C por 10 min) y congelacion (-20 °C por 3 semanas) adecuadas de la
carne de cerdo, el control apropiado en la produccién de los cerdos en las granjas y el
exterminio de las ratas en sus proximidades, la inspeccién de los animales en los rastros
para detectar al parésito, ademas de una educacién adecuada acerca del consumo de
camne de cerdo bien cocida en los humanos (Despommier., 2000).
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1.2 Células cebadas

Las células cebadas (CC) son céhulas residentes de muchos tejidos del organismo, éstas
participan en una gran variedad de procesos fisiolégicos, inmunolégicos y patoldgicos en
el cuerpo, incluyendo curacién de heridas y angiogenésis, respucstas inmunes contra
parisitos y tumores, inflamacién aguda y crénica, asi como en reacciones de
hipersensibilidad inmediata dependientes de IgE (Galli, 1993).

Estas células poseen las caracteristicas necesarias para considerarlas como células
efectoras de la respuesta inmune innata dirigida en contra de agentes infecciosos. Dentro
de estas caracteristicas se encuentran las siguientes: a) estdn localizadas estratégicamente
en la interfase hospedero-medio ambiente, por lo que son una de las primeras ¢ ¢lulas
inflamatorias que se enfrentan a los patdgenos, b) son una fuente de citocinas de
respuesta répida, tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 4
(IL-4), que son esenciales para el inicio de una respuesta inflamatoria ¢ inmune del
hospedero hacia patégenos, y c) tienen la capacidad para modular las céhulas del tejido
conectivo al sanar una herida (Abraham y Malaviya, 1997).

Las CC son més abundantes en las superficies epiteliales de la piel y de las mucosas de
los aparatos genitourinario, gastrointestinal y respiratorio, asi mismo se encuentran
adyacentes a los vasos sanguineos o linfiticos en gran mimero (Wasserman, 1989). En el
tracto gastrointestinal son més abundantes, hay 20, 000 células por mm’, este sitio entra
en contacto con muchos agentes infecciosos entre los cuales se encuentra el parasito T.
spiralis; por lo que las CC podrian ser una de las primeras células inflamatorias que
interactilan con estos organismos patégenos.

La poblacién de CC en los diferentes tejidos es heterogénea, y se ha reportado que
existen dos fenotipos de CC (Tabla 1), las cuales son distintas bioquimicamente y
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biolégicamente. Los aspectos considerados para definir el fenotipo de CC son
morfologia, contenido de mediadores, sensibilidad a la estimulacién por varios
secretagogos e interaccidn con diferentes receptores en las céhulas blanco. El fenotipo de
CC de mucosa (CCM) se encuentra en la lamina propia intestinal y en el pulmén; y el
otro fenotipo que es el de CC de tejido conectivo (CCTC) se encuentra en la cavidad
peritoneal, en el tejido conectivo de la piel, adyacente a vasos sanguineos y en nervios
periféricos (Féger y cols., 2002). Las CC de peritoneo de rata (CCPR) son de tipo CCTC
y han sido las mas estudiadas debido a la facilidad de su aislamiento y purificacion.

Tabla 1. Principales caracteristicas de los dos fenotipos de células

cebadas de raton.
CCM CCTC
Tincién con ABS* azul roio
Caracteristicas nicleo multilobuladd nucleo regular
Grianulos pequefios grandes
Vida media < 40 dias > 6 meses
Caracteristicas bioquimicas
Proteoglicanos
" Heparina no st
Condroitin sulfato A si no
Condroitin sulfato E si si
Aminas biogénicas histamina histamina
(3-8 pg/cél) (10-30 pg/cél)
¥y serotonina
Proteasas neutras mMCP-1y2 mMCP-3, -4,
-5 s -6 Y -7 Y
carboxipeptidasa
Degranutacion
IgE ++ ++
Ionéforo de calcio + +
Substancia P.compuesto 48/80 +H +-

ABS*= safranina azul de Alciano, mMCP= proteasa de CC de raton, ++ =
méxima liberacién, ++ = mediana liberacién, + = poca liberacioén, +/- = muy
poca liberacion. Tomado y modificado de Féger y cols., 2002.
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1.2.1 Histamina y p-hexosaminidasa

La histamina es una amina biogénica, sintetizada en el aparato de Golgi de la CC por
descarboxilacién del aminodcido histidina, bajo la influencia de la histidina
descarboxilasa (Figura 4). Las CCM contienen de 1-2 pg/célula, mientras que las CCTC
contienen de 10-30 pg/célula. Esta amina es encontrada en asociacion i6nica con residuos
de glicosaminoglicanos en los granulos de la CC y es excretada por exocitosis. La accién
producida por la histamina dura poco, ya que una vez que es excretada al medio
extracelular es metabolizada réapidamente por metilacion (70%) u oxidacién (30%)
(Kapelier-Adler, 1965; Uvnas y cols., 1970).

CH,-CH-COOH CH,-CH,~NH,

F\Nﬂzmx/:\

descarboxilasa HN\/N

Histidina Histamnina

Figura 4, Sintesis de histamina en la célula cebada. Esta amina biogénica

se sintetiza mediante la descarboxilacién del aminoécido histidina.
La p-hexosaminidasa es una enzima de tipo hidrolasa cida, su actividad Optima es a pH
4cidos, el cual prevalece en procesos inflamatorios. Esta enzima es encontrada en fos
grénulosdeCCyenﬁsosomassec:mdmios,yesh’beradaenparalelooonhistamina.La
funcién extracelular precisa de esta enzima exoglicosidasa ain es desconocida, aunque
probablemente actiie en conjunto con otras exoglicosidasas y proteasas neutras para la
degradacién de glicoprotefnas y proteoglicanos (Schwartz y cols., 1979).
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1.2.2 Activacién de células cebadas

Las CC entran en contacto con una gran variedad de microorganismos, como células
efectoras del sistema inmune; durante este contacto con patdgenos, en la CC se pueden
llevar a cabo 'dos mecanismos de reconocimiento microbiano mediante los cuales se
activan. El primero es dependiente de IgE, con la unién de antigenos de helmintos a IgE
yareoeptoresdealtaaﬁnidadparalgE(FcaRI)present&senlaCC(Lukacsyools.,
1996); el segundo mecanismo se lleva a cabo mediante la unién directa de receptores
especificos en la CC a sus ligandos complementarios en la superficie de patégenos, como
ejemplo de este se tiene la unién directa de CC a Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae (Arok y cols., 1998). Estas células pueden ser activadas o inhibidas por una
gran variedad de compuestos inmunolégicos y no inmunolégicos (Tabla 2).

Tabla 2 . Factores que activan, estimulan o inhiben las funciones de las
células cebadas.

Activacidn/estinmlacion Inhibicion
Moléculas especificas
IgE, alergeno
Péptidos catinicos Inferferén a/f, y

Inhibidores de fosfolipasa A 2
Lactoferrinaftransferrina

Neuropéptidos: substancia P, ....
Compuesto 48/80,C3/C5z, *(@ " @
Endaorfinas, RMCP [, '..
Tondforo de calcio: A23187

Factores/citocinas Cromoglicato de sodio
liberadores de histamina Ciclosporina A
IL-1,0-3,IL-8 Productos microbianos
GM-CSF, Sulfasalacina
Productos microbianos Tnhibidores de fosfodiesterasa

C3a/C5a= moléculas del complemento, GM-CSF= factor estimulante de las
colonias de granulocitos-monocitos. Tomado y modificado de Befus, 1994.
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Durante la formacion del complejo entre la IgE v ¢l receptor FceRI que se encuentra en
la membrana de la CC, y la union de antigenos multivalentes a este complejo, se

desencadena la activacion de esta célula (Figura 5).

Cttocinas

Prostaglandinas Histamina
Leucotrienos TNF-a
Tromboxanos Interleucinas
Quimiocinas Proteasas

Proteoghcanos

Figura 5. Activacién de la cilula cebada per un mecamismo
dependicnte de IgE. Se muestra la liberacion mmedista de
moléculas preformadas en los granulos citoplasméticos y la
sintesis de novo; inducida por la unién de un antigeno al complejo
IgE-FceR1 en la célula cebada. Tomado y modificado de hitp://ist-
socrates.berkeley. edu/~jmp/EstherWeb/mechanisms. html

Lo anterior origina que se produzcan tres efectos: a) la liberacion inmediata de histamina,
heparina, proteasas, citocinas y quimiocinas, los cuales estin preformados en los
grinulos citoplasméticos de la célula, b) la sintesis y secrecién de derivados lipidicos
como leucotriencs, tromboxanos y prostaglandinas (prostanoides), y ¢) la transcripcion,
traduccién y secrecién de una gran variedad de citocinas tales como TNF-a, factor
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estimulante de las colonias de granulocitos-monocitos (GM-CSF), factor de células
tronco (SCF), IL-3, L4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, YL-14 ¢ IL-16, ademés de Ia expresion
de ciertas quimiocinas tales como la protefna inflamatoria de macréfagos -la (MIP-1a),
MIP-1, linfotactina, eotaxina 1/2, IL-8 y Rantes (Befus, 1996). Debido a la longevidad
de las CC (meses o afios), éstas pueden sintetizar nuevamente los compuestos de sus
grinulos citoplasméaticos después de la liberacién de mediadores en respuesta a un
estimulo especifico y pueden participar en miltiples ciclos de liberacion de mediadores
(Féger y cols., 2002).

1.2.3 Células cebadas y respuesta inmune innata
EncuanmalaparﬁcipaciéndclasCCenrespu&smsmmmesmnamsschmmﬁmdo
estudios en donde se reporta que estas células pueden servir como células efectoras
cﬁticasenwtasrespuestas.Lasﬁmcionesreleva.ntcsdelasCCeninmmjdadinnatason
las siguientes: participan en el reclutamiento de leucocitos in vivo, en inflamacién aguda
y juegan un papel importante en la defensa del organismo contra infecciones bacterianas
(Wershil y cols., 1988; Gaboury y cols., 1995; Malaviya y cols., 1996a).

Se ha demostrado que el TNF-a. derivado de CC puede actuar directa e indirectamente
para inducir la inflamacién intestinal; por otro Iado el reclutamiento de neutréfilos en una
infeccién bacteriana es principalmente a través de la produccién de TNF-o por estas
células (Malaviya y cols., 1996b).

Por otra parte, se ha demostrado que las CC pueden fagocitar y matar bacterias, pero la
eficiencia fagocitica de las CC parece ser mucho menor que los fagocitos tradicionales
(neutréfilos y macréfagos) (Abraham y Malaviya, 1997; Malaviya y Abraham, 1998). Se
ha reportado que las CC pueden procesar bacterias y otros antigenos y pueden funcionar
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como c élulas presentadoras de antigeno via c omplejo principal de h istocompatibilidad
clase I o clase IT (Frandji y cols., 1996; Malaviya y cols., 1996b).

Asi mismo, se ha demostrado que las CC participan en la respuesta inmune innata contra
ofros agentes infecciosos. Se sabe que en infecciones experimentales con el parasito
Trypanosoma brucei brucei las CC son activadas y liberan histamina (Ben-Rashed y
cols., 2003). Ademas, recientemente se demostré que las CC al entrar en contacto con
Mycobacterium tuberculosis 6 con los antigencs recombinantes ESAT-6, MTSA-10 ¥
MPT-63, se activan por medio de un mecanismo independiente de IgE, liberando
moléculas preformadas, tales como histamina y B-hexosaminidasa, asi como moléculas
de la sintesis de novo: TNF-a ¢ IL-6 (Muiioz y cols., 2003). De |2 misma manera se ha
observado que las CC del tracto urinario son activadas por E. coli que expresan fimbria
H,loqueoriginélahberaciéndcunagrancantidaddehistamina,ademésdequc la
viabilidad de las bacterias dependio del numero de CC (Malaviya y cols., 2004).
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2.- ANTECEDENTES

2.1 Respuesta inmune en contra de Trichinella spiralis

Los heimintos como T. spiralis producen infecciones crénicas y persistentes debido a que
la inmumnidad desarrollada contra ellos es poco eficiente, ademds de que a lo largo de su
evolucién han generado multiples mecanismos para evadir y resistir la inmunidad
especifica inducida en el hospedero.

En hospederos infectados con 7. spiralis se desarrollan respuestas inmunes que pueden
impedir el establecimiento del parasito en el muasculo esquelético, por esta razén es
importante estudiar los mecanismos efectores que participan en la inmunidad contra este
pardsito. La respuesta inmune hacia este nematodo es compleja ya que es una
combinacién de respuestas dirigidas hacia los tres estadios del pardsito, los cuales son
antigénicamente diferentes, ya que presentan cambios moleculares de superficie tanto en
el mismo como en los diferentes estadios (Philipp y cols., 1980; Philipp y cols., 1981;
Jungery y cols., 1983).

Las infecciones en animales de experimentacién con 7. spiralis representan un excelente
modelo para estudiar la biologia del parésito, en los cuales se desarrollan respuestas
inmunes quc impiden su establecimiento. En estos modelos se ha estudiado tanto la
respuesta inmune celular como la humoral pero alin no se conoce con precision como se
activan la respuesta inmune innata y como se induce la respuesta inmune especifica en
contra de esta infeccion {Ortega-Pierres y cols., 1987).

Durante la respuesta inmune humoral en infecciones con T. spiralis en humanos los
anticuerpos especificos que son detectados en suero son de clase IgG, IgA, IgM e IgE
(Van Knapen y cols., 1982). De la misma forma, en la inmunidad humoral contra el
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adulto existen altos niveles de IgA, IgE e IgM en la fase aguda de triquinelosis, pero s6lo
la IgE se produce a lo largo de la infeccién (Chapa-Ruiz y cols. 2001).

Mediante una prueba de ELISA se detectaron coproanticuerpos de clase IgA ¢ IgE en
ratas infectadas experimentalmente con 7. spiralis, observdndose que los
coproanticuerpos contra el adulto son producidos durante los primeros 14 dias post-
infeccién y los coproanticuerpos contra la LM solo se producen hasta el dia 4 post-
infecciéon (Nufiez y cols., 2003).

La identificacién de antigenos de T. spiralis que participan en la induccién de respuestas
inmunes contra este parasito ha sido estudiada ampliamente bajo diferentes condiciones y
en distintos modelos animales. Asi se ha descrito que la respuesta inmune esta dirigida
principalmente hacia 1 os antigenos de superficie y del esticosoma, asi como hacia los
productos de excrecién y secrecion (E/S) del parésito (Ortega-Pierres y cols., 1989).

Yépez-Mulia y cols. (1997) mostraron que los antigenos de E/S y de
superficie/esticosoma de la LM fueron reconocidos por el suero de varios animales
mamiferos (lobos, coyotes, zorros, jaguares, leones y tigres) del zoologico de
Chapultepec de la Ciudad de México mediante ensayos de ELISA y Western-Blot,
confirmando asi 1a inmunodominancia de estos antigenos en la activacién de mecanismos
inmunes en animales infectados con 7. spiralis. De la misma forma, en estudios de
Western-Blot sueros de caballos infectados con T. spiralis reconocieron componentes de
la LM con pesos moleculares de 47, 52,59, 67,72y 105 kDa (Yépez-Mulia y cols,,
1999). En otro estudio con antigenos del adulto de T. spiralis se observé que sueros de
humanos y cerdos infectados con el parésito mostraron reactividad hacia proteinas de 95,
87, 74 y 64 kDa; mientras que sueros de humanos y ratas reaccionaron en comin con
proteinas de 98, 35 y 16 kDa (Hassanain y cols., 2004).
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Actualmente se considera a los antigenos de E/S y de superficie/esticosoma de la LM
dentro del grupo de antigenos TSL-1. Estos antigenos estin conformados por 6
glicoproteinas, cuya inmunodominancia es conferida por residuos de tivelosa (Appleton
y cols., 1991; Wisnewski y cols., 1993; Ortega-Pierres y cols., 1996; Appleton y
Romaris, 2001).

De esta manera, se sabe que en hospederos infectados con parasitos nematodos
gastrointestinales como T. spiralis la respuesta inmune se puede manifestar mediante la
expulsién del adulto, reduccion en su tamafio, disminucién de la fecundidad de las
hembras, asi como también por la prevencién del establecimiento de la LM en el
hospedero. Sin embargo la manifestacién de una respuesta inmune desarrollada que mas
beneficia al hospedero es la expulsion del parésito adulto del tracto alimentario, aunque
también es muy importante afectar la fecundidad de las hembras para reducir la cantidad
de fases migratorias del parasito (Rothwell, 1989).

Por otra parte, durante la fase entérica de una infeccién con T. spiralis se induce una
intensa reaccién inflamatoria caracterizada por incremento en el nimero de CC,
eosinéfilos y produccién de altos niveles de IgE, estas respuestas son caracteristicas de
infecciones con helmintos y son reguladas por una respuesta inmune tipo Th2, en estas
respuestas intervienen una extensa variedad de citocinas como -4, IL-5, IL-9 e IL-13
(Matossian y cols., 1977). La expulsién del adulto es dependiente de linfocitos By T, y
la expulsi6n eficiente del parésito depende de linfocitos T CD4" a través del control de
Ia respuesta de CC (Garside y cols., 1992).

Miller (1984) propuso que la expulsién del adulto de 7. spiralis es considerada como el
primer mecanismo de defensa en una infeccién con este parasito. Hasta la fecha se han

realizado una gran variedad de investigaciones en infecciones experimentales en ratas y
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ratones acerca del mecanismo de expulsién del adulto de T. spiralis, pero ain no se
conoce con precisién. Es claro que el estudio de este mecanismo es de considerable
importancia p ara s aber y c onocer el tipo d e células, ¢ itocinas, moléculas, a nticuerpos,
etc., que participan para que se lleve a cabo, ademas también es de suma importancia
debido a que nos podria ayudar al desarrollo de vacunas con extractos antigénicos del
parasito e innovar tratamientos para minimizar los sintomas ¢ inducir la expulsién del
organismo adulto.

La expulsi6n del organismo adulto es el resultado del proceso inflamatorio en el intestino
de hospederos infectados inducido por células activadas por antigenos de estadios pre-
adulto asi como antigenos de la LM (Wakelin y Donachie, 1983). Al respecto, Bell y
McGregor (1979) examinaron la fase del ciclo de vida de T. spiralis contra la cual esti
dirigido el proceso de expulsién rapida. Ellos observaron que la expulsién del pardsito
era menos eficiente cuando las ratas eran infectadas con adultos de 4 dias en
comparacién a cuando la infeccién se realizaba con la LM y adultos de 1 dia. Esto
sugiere que el proceso de expulsién répida esta dirigido principalmente contra la LM y el
adulto de 1 dia, inducido tal vez por moléculas liberadas inmediatamente después de la
penetracion de la LM a la mucosa.

En el intestino delgado, existen mecanismos inespecificos de la respuesta inmune nnata
que funcionan en conjunto con el sistema inmune para evitar la adhesién y penetracion
de antigenos. Estos mecanismos inespecificos incluyen barreras fisicas (epitelio, fluidos,
peristaltismo y moco), quimicas (secreciones, enzimas, pH, acidos grasos) y biolégicas
(flora bacteriana) (Mayrhofer, 1984). Con base en lo anterior, en infecciones producidas
por nematodos como 7. spiralis intervienen mecanismos inespecificos de defensa como
la mucina y el hiperperistaltismo. En estas infecciones existe una hiperplasia de células
caliciformes y se producen altos niveles de mucina que atrapan al pardsito y minimizan
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su capacidad para establecerse en el intestino y facilitan su expulsién. De la misma
forma, el hiperperistaltismo y la secrecién de fluidos en el intestino provocan la
expulsion de estos pardsitos. Estos mecanismos son extremadamente importantes para
eliminar répidamente a las hembras fecundadas y asi evitar que las LRN de T, spiralis se
establezcan en el misculo. Asi, se ha observado que la hiperplasia de células
caliciformes 'y los altos niveles de mucina ocurren al dia 8 post-infeccién cuando la
expulsién dei parésito comienza, ademis de que las citocinas predominantes fueron del
tipo 2; sugiriéndose que probablemente la hiperplasia de células caliciformes es regulada
por céhulas Th2 (Ishikama v cols.,1997).

Ademiés, se sabe que durante la infeccién primaria con N. brasiliensis se induce una
poblacién de linfocitos o eosinéfilos que reaccionan hacia los antigenos del parasito y
generan rapidamente citocinas tipo 2, las cuales promueven una respuesta Th2. Las
células Th2 estimulan la proliferacién de células caliciformes y la secrecién de mucina a
través de la produccién de IL4 e IL-13, lo cual induce cambios fisiolégicos en el
epitelio y misculo del intestino que conducen a la expulsién del parasito (Figura 6A)
(Maizels y Holland, 1998).

En una infeccién primaria o secundaria producida por helmintos como 7. s piralis, 1as
células Th2 producen citocinas que estimulan la diferenciacién de CC. Estas céhulas son
activadas por antigenos del parasito a través de IgE especifica liberando moléculas que
inducen un incremento de la permeabilidad intestinal, contraccién del misculo liso y
secrecién de fluidos. Estas alteraciones provocadas en el intestino participan para que se
lleva a cabo la expulsién del parasito (Figura 6B) (Maizels y Holland, 1998).

Tuohy y cols. (1990} trabajando un modelo en ratones infectados con T. spiralis
observaron una mastocitosis pronunciada en ratones NIH y altos niveles de la proteasa de

22



Antecedestes

CC de raton (mMCP) entre el dia 9 y 12 post-infeccion, coincidiendo con la mastocitosis
y la expulsion del parasito producidas al dia 9 post-infeccién (Figura 7). Esto suginid que
existe una correlacion entre la mastocitosis y 1a expulsion del parasito.
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brasiliensis 1a secrecién sistémica de la proteasa de CC de rata I (RMCP I} coincide
con la expulsion del organismo adulto de T. spiralis y de N. brasiliensis, por lo que esto
sugirié que las CCM son activadas funcionalmente durante la eliminacién del parasito
en infecciones primarias por nematodos.

En cuanto a la identificacién de interleucinas presentes en una infeccién con T. spiralis,
que participan en la respuesta inmune producida con este parésito, Ramaswamy y cols.
(1996) determinaron paradéjicamente que las citocinas tipicas de una respuesta tipo Th2
(TL-4 € IL-5) y una respuesta tipo Th1 (IFN-y) son detectadas simuitaneamente en la linfa
intestinal de ratas infectadas en fase temprana (Figura 8). A las 35 h después de la
infeccién se observaron incrementos intermitentes en IFN-y en la linfa intestinal, este
aumento fue paralelo con el de IL-5 durante Ia primera fase de la infeccién en el
intestino. Se d etectaron altos niveles de IL-4 {Citocina que estimula la producciénde
IgE) e IL-5 entre las 264-290 h post-infeccién (periodo de expulsién del parésito), pero la
actividad de TL-4 fue mis prolongada que IL-5 durante este periodo.

Lawrence y cols. (1998) demostraron que la expulsién del adulto de T. spiralis es
dependiente de [L-4 y que el TNF-a esta implicado en la patologia intestinal producida
en esta infeccién, aparentemente bajo control de IL4. Los autores observaron que la
expulsién del parasito en ratones deficientes en IL-4 fue prolongada en comparacion con
ratones control, esto confirmé que la expulsién del adulto de 7. spiralis requiere de la
presencia de IL-4. Por otro lado, ratones deficientes en el receptor para TNF-a no
mostraron patologia severa (atrofia de vellosidades, hiperplasia de criptas y aumento de
células en mitosis) en comparacién con ratones control; esto indicé que el TNF fue
necesario para que se promoviera la patologia intestinal producida. Por otro lado, la
mastocitosis en ratones deficientes en IL-4 y en ratones deficientes en el receptor para
TNF infectados con el parésito fue menor. Estos experimentos también mostraron que la
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expulsién del parasito se puede llevar a cabo en ausencia de enteropatia, ya que en
ratones deficientes para el receptor de TNF, la expulsion del pardsito no disminuys.

IL-4
s
NN \\\\\
IFN-Y
T T T T T /’// T T T //,/ T T
0 20 40 60 80 100 160 180 200 260 280
— horas post-infeccién e
Ll — ADULTO EXPULSION DEL
INFECCION INTESTINAL PARASITO

300

Figura 8. Representacién esquemstica de las citocinas secretadas en
la Bufa intestinal de ratas infectadas con Trichinella spiralis. Los

niveles de las citocinas IL4, IL-5 e IFN-y fueron determinados

de0a

300 h post-infeccién. Tomado de Ramaswamy y cols., 1996.

Al respecto, en otro estudio se demostré que la enteritis producida durante la expulsién
de T. spiralis es mediada por Ia produccién de TNF-o y la 6xido nitrico sintasa inducible,
que ocasiona la enteropatia resultante caracterizada por atrofia de vellosidades e

hiperplasia de criptas (Lawrence y cols., 2000}.

Recientemente Lawrence y cols. (2004) demostraron que las CC participan en la
expulsién de T. spiralis y que juegan un papel importante en la promocién o
amplificacién de la respuesta inmune Th2 requerida para la expulsion del parasito y para
que se desarrolle la enteropatia. En estos ensayos, los autores observaron que los ratones
deficientes en CC (W/Wv) al dia 13 post-infeccién mostraron un aumento en la cantidad
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de adultos recuperados y hubo niveles bajos de IL-4 e IgE {moléculas caracteristicas de
una respuesta tipo Th2), mientras que en ratones deficientes en mMCP-1 (mMCP-1 KO)
y en ratones normales hubo un aumento en IL-4 ¢ IgE. Lo anterior indicé que en ratones
W/Wv la respuesta Th2 fue reducida y que en ratones mMCP-1 KO no se afectd.

También se ha observado que en ratones infectados con 7. spiralis 1a sobreexpresion de
IL-9 (citocina tipo Th2 que activa CC y aumenta la produccién de IgE e IgGl), les
confiere la habilidad para expulsar répidamente al parasito. De la misma manera y por
supresion de CC con un anticuerpo anti-c-&it o por uso de I1.-9 que aumenta la expresion
de CC en ratones transgénicos, han demostrado que estas células son las mediadoras
clave del incremento de la permeabilidad en la mucosa (Godfraind y cols., 1998).

E!l efecto de histamina en infecciones por 7. spiralis resuita en la inhibiciéon de la
fecundidad en las hembras de 7. spiralis. Ya que en ratones que recibieron una dosis oral
de histamina, la fecundidad de las hembras disminuyé y hubo una elevacién de la
enteritis. Mientras que en ratones inyectados intramuscularmente con antihistaminicos
incrementd la fecundidad de las hembras y la enteritis disminuyé comparada con ratones
control (Stewart y cols., 1985).

La IL-5, es otra citocma tipo Th2 que participa en la produccion de eosinéfilos, y se ha
demostrado que participa en la proteccién contra la infeccién de T. spiralis. De esta
manera, €n ratones deficientes en IL-5 y en ratones normales infectados con T. spiralis la
recuperacion de adultos fue similar; pero en ratones deficiertes en IL-5 no se desarrollo
eosinofilia, mientras que en ratones normales hubo una alta expresiéon de IL-5 y
eosinofilia intestinal. Esto sugirié que la IL-5 y los eosinéfilos contribuyeron al proceso
de proteccién contra la infeccién de 7. spiralis en el ratén pero no participaron para que
se llevara a cabo 1a expulsién del parasito (Vallance y cols., 1999).
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En cuanto a la participacién de la IgE en el mecanismo de expulsién del adulto de T.
spiralis, se ha mostrado que al dia 11 post-infeccién con el parasito, la IgE sérica y de
lavados intestinales reconocen antigenos de la LM, y que al dia 14 la IgE sérica no
reconoce antigenos del adulto, mientras que la IgE intestinal reconoce antigenos tanto de
LM como del adulto. La IgE sérica representa sélo del 0.2 al 1% de la cantidad total de
IgE que puede ser producida en una respuesta intestinal d urante una infeccién con 7.
spiralis. Por estarazdn es probable que 1a IgE sea producidaen el intestinoy nosea
transportada a la circulacién sanguinea, para posteriormente participar en el bloqueo de
la penetracién de adultos a las células epiteliales (Negrdo-Corréa y cols. 1996; Negrio-
Corréa y cols. 1997).

De manera interesante en ratones deficientes para la cadena y del receptor para IgE,
infectades con 7. spiraiis, desarrollaron una mastocitosis intestinal y expulsaron al
parasito. Ademads, en estos animales se detecté en suero la proteasa mMCP-1, como
indicio de que las CC fueron activadas, lo anterior sugiere la participacién de CC en el
proceso de expulsion de manera independiente de IgE (Grencis, 1997).

A este respecto, Arizmendi y cols. (1997) demostraron que los antigenos TSL-1 de la LM
de T. spiralis activaron a CCPR tanto por un mecanismo dependiente de IgE como por
via directa (mecanismo independiente de IgE). Las CCPR activadas de manera directa
por los antigenos TSL-1 liberaron histamina, proteasa-5 y carboxipeptidasa. Por otra
parte, se determiné que CC de la lfnea HRMC con fenotipo de mucosa son activadas por
antigenos TSL-1 de la LM de T. spiralis mediante un mecanismo independiente de IgE e
inducen el incremento de los niveles de mRNA para [L-4 y TNF-a.. Lo anterior sugiere
que las CC pueden participar en la induccién de una respuesta inmune tipo Th2 por un
mecanismo independiente de IgE durante infecciones intestinales causadas por helmintos
(Arizmendi y cols., 2001).
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Asi mismo, en un trabajo reciente Niborski y cols. (2004) demostraron mediante
inmmmofluorescencia que antigenos TSL-1 de ta LM de T. spiralis s¢ unen a la superficie
de célutas HRMC, induciendo la transcripcion y liberacion de TNF-a ¢ IL-4. Por lo que
se demostrd que la activacion de CC por antigenos de T. spiralis foc de mancra directa
sin la presencia de inmmmoglobulinas. Esto sugiere que las CC tienen un papel esencial
en la respuesta innmune innata contra infecciones por 7. spirafis. Respecto a lo anterior,
los resultados obtenidos reafirman la propuesta hecha por Romagnani (1992), en la que el
antor propuso que 1a produccion de L4 por CC puede determinar y amplificar el tipo de
respuesta innume a través de células Th2 duranie infecciones por helmintos (Figura 9).

Figura 9. Participaciém de las céiwias cchadas em wma respuesta
immwme tipo Th2 dirigida contra parisites belmintes. CPA= céhula
presentadora de Ag, Cél= célula, Eo= eosindfilo. Tomado y modificado
de Romagnami, 1992.

Otro estadio que se puede considerar como un blanco de importancia relevante para la
mmm&wdmh@hmh&wﬁmﬂspﬁuﬁs,wh
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LRN, debido a que son tres las rutas principales que participan en la migracién de la
LRN de 7. spiralis: via circulacion sanguinea, 2 través de tejido conectivo y fluidos
corporales y la 1ltima es por medio de la linfa hacia la sangre (Wang, 1997). Por otro
lado, se sabe que los adultos y la LM son aislados en sitios anatémicos, donde los
factores de defensa del hospedero no pueden alcanzarlos en suficiente concentracién,
mientras que la LRN esti expuesta a una gran variedad de mecanismos efectores
celulares y humorales durante su migracién hacia el misculo esquelético.

Se ha sefialado que la proteccion anti-LRN (eosinofilos, complemento y procesos
oxidativos) puede ser importante y efectiva para dafiar la viabilidad de las larvas,
ademis de disminuir la cantidad de LRN en la circulacién e impedir su establecimiento
en el muisculo estriado (Lee y Befus, 1989; Wang y Bell, 1992).

En relacién a este estadio del pardsito, los estudios realizados acerca de la respuesta
inmune han sido pocos en comparacién con los de la LM y el organismo adulto, debido
posiblemente a la dificultad de su recuperacién de los hospederos, ademas de que la
cantidad de LRN que se recupera es poca. Por lo que a la fecha se desconocen muchos
aspectos en lo que se refiere a respuesta inmune innata y especifica producida en contra
de este estadio de T spiralis.

En cuanto a los antigenos de la LRN de T. spiralis, se conoce que ¢l patron de proteinas
de superficie difiere cualitativamente de los adultos y de la LM. Se ha demostrado que 6
h después de que la LRN atraviesa la mucosa intestinal hacia e] tomrente sanguineo,
expresa una sola proteina de superficie de 64 kDa y entre las 6 a 18 h, expresan tres
componentes de 58, 34 y 32 kDa. Durante ¢l mismo periodo en que aparecen los tres
componentes especificos de superficie, las LRN desarrollan la capacidad para activar
complcmentoi esto sugiere la posibilidad de que uno o mas de los tres antigenos
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originados después puedan ser respcnsables de la activacién del complemento (Jungery y
cols., 1983).

Respecto a la inmunidad generada contra este estadio del parasito, Bell y cols. (1985)
observaron que en ratones DBA/l y ratones AKR la administracién de LRN de T.
spiralis por via intravenosa generd una inmunidad anti-LRN y promovid una proteccion
del 96-98% contra este estadio del parésito al administrar LRN a los ratones al dia 10
post-infeccién. Estos resultados indicaron que la inmunidad anti-LRN puede ocurrir
ripidamente después de la exposicion a antigenos de la LRN.

Asi mismo, en cerdos inmunizados pasivamente con suero inmune total o con la fraccién
de inmunoglobulinas conteniendo anticuerpos contra la LRN, se observé uma
disminucién en el establecimiento de la LM, por lo tanto los anticuerpos anti-LRN
previenen la migraciéon de la larva. Los anticuerpos contra la LRN se detectaron 4
semanas d espués de la i nfeccion, 1o anterior sugiere quelar&si)uestainmune hacia la
migracién de la LRN se desarrolla bastante répido, jugando un papel regulador en el
establecimiento de la LM en infecciones primarias en los cerdos (Marti y cols., 1986).

Por otra parte se ha investigado la presencia de anticuerpos anti-LRN en humanos con
triquinelosis aguda y cronica. Los resultados mostraron que sélo 64% de los pacientes
con infeccion aguda presentaron anticuerpos anti-LRN y que 87% de los sueros fueron
citotdxicos;, mientras en infecciones cronicas el 63% de los pacientes tuvo anticuerpos
anti-LRN y solo 20% tuvo actividad citotoxica. En pacientes con infeccién aguda
tuvieron todos los isotipos de anticuerpos evaluados (IgM, IgA, IgGy, IgG,, IgG; e IgGy)
mientras que en infecciones crénicas hubo sélo 1gG;, y en algunos pacientes también
hubo IgM o IgG: (Venturiello y cols., 1997). Posteriormente, se estudiaron las
propiedades biolégicas de estos anticuerpos anti-LRN, para ello se purificaron
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anticuerpos anti-superficie de LRN de sueros de individuos con triquinelosis crénica y se
observé que estos anticuerpos reconocen antigenos de E/S de la LM mediante ELISA y
Western-Blot. Ademés de que estos anticuerpos anti-LRN fueron incapaces de inducir la
muerte de la LRN por activacién de leucocitos, por otra parte cuando LRN fuercn
incubadas con estos acticuerpos antes de los ensayos de citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC) (se usé suero de pacientes con triquinelosis aguda), el efecto
citotéxico fue inhibido indicando que los anticuerpos tienen la capacidad de bloquear Ia
accioén de anticuerpos efectores contra la LRN (Venturiello y cols., 2000).

En un estudio reciente se midi6 la frecuencia de anticuerpos anti-LRN de T. spiralis en
sueros de pacientes con triquinelosis aguda y crénica, para analizar la relevancia de
epitopos proteicos y glicanos de los productos de E/S de la LM en ¢l fenémeno de
reactividad cruzada. Mediante estudios de deglicosilacién se demostré que los epitopos
proteicos son los principales responsables del fenémeno de reactividad cruzada
implicado con productos de E/S de la LM y la superficie de la LRN durante ambas fases
de la infeccién. Aunque si bien, los epitopos glicanos son inmunodominantes en la
estimulacién del sistema inmune. Por lo que los investigadores postularon la existencia
de un fenémenc de modulacién en la inmmmidad adquirida contra la LRN, dada en parte
por epitopos presentes en los productos de E/S de 1a LM y en la cuticula de 1a LRN
(Malmassari y cols., 2003).

Este estadio del parésito es demasiado grande como para ser fagocitado por neutréfilos y
macrofagos, pero puede ser destruido por componentes de los granulos de los eosinéfilos.
En cuanto a esto, se sabe que los eosindfilos participan en un tipo especial de ADCC
dirigida contra algunos pardsitos helmintos (Figura 10), en esta citotoxicidad celular, la
IgE se une a receptores Fce de los eosinéfilos y a antigenos del parésito; estas células se
activan y liberan el contenido de sus grénulos, los cuales provocan la d estruccion del
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parisito (Abbas y Lichtman, 2004). Esto es mary importante ya quc la participacion de los
eogindfilos en contra de la LRN de 7. spiradis, puede provocar su destruccitn y asi ovitar
que s establezca en el mitsculo caquelético.

N

Figurs 10. Citotexicidad celular dependiente de anticmerpes
Tomado y modificado de Abbas y Lichtman, 2004,

De esta mancra, Ortega-Pierres y cols. (1984) doterminaron que el anticuerpo
monociomal (NIM-MS) dirigido contra Ia LRN de 7. spiralis, es capaz de destruirla in
vitro por modic de un mecamismo dopendiente de cosindfilos, lo cual redujo la
infectividad de la LRN ir vivo. Cusado el anticuerpo monoclonal NIM-M1 dirigido
contra la LM se us6, no se promovié La adherencia de eosindfilos ni ls muerte de la LRN.

Eso sugirid, que snticuerpos dirigidos contra la superficic de Ia LRN pueden ser
importantes para prevenir infocciones subsecuentes do céinlas nmsculares.
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Asf mismo, se sabe que los leucocitos humanos normales tienen la capacidad de matar a
la LRN de T. spiralis, observandose que neutréfilos y monocitos atacaron y mataron a
LRN de 2 y 20 h de edad. Mientras que los eosinéfilos no tuvieron efecto en LRN de 2 h
y s6lo en larvas de 20 h. El complemento fue esencial en el efecto citotdxico de los
leucocitos. Esto sugiere que la defensa del hospedero contra 7. spiralis es un mecanismo
complejo en la cual diferentes tipos de células pueden intervenir (Venturiello y cols.,
1993).

Se ha demostrado que la maduracién de la LRN de T. spiralis y el estado de activaciéon
de eosindfilos, son cruciales para la ADCC. En este estudio se emplearon eosindfilos de
individuos normales y eosinéfilos de individuos con eosinofilia (activados) los cuales se
incubaron con LRN de 2 y 20 h de edad en presencia de suero normal y suero inmune.
Los eosindfilos de individuos normaies solo mataron a larvas de 20 h, mientras que
eosinéfilos de pacientes con eosinofilia mataron a las dos (Figura 11), todos en presencia
de suero inmune. Por otra parte también se observd que la citotoxicidad hacia la LRN de
eosindfilos normales y activados fue significativamente menor en ausencia de suero
inmune (Venturiello y cols., 1995).

En un estudio mas reciente sobre ADCC en la LRN de T. spiralis, en el cual se usé
suero obtenido de ratones inmunizados oralmente con LM y suero de ratones
inmunizados con LRN por via intraocular. Se observé que las células peritoneales se
adhirieron y destruyeron estas larvas s6lo en presencia de suero inmune, pero se logré
una mayor susceptibilidad de las LRN al suero inmune obtenido de ratones infectados
con LM. Porlo que el efecto citotéxico de células p eritoneales es d ependiente en los
niveles de IgGl estadio-especifico en ¢l suero inmune (Moskwa, 1999).
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Figura 11. Comparacién de la mortalidad de larvas recién nacidas
producida por eosin6filos normales y activados. El ensayo se realizé
en LRN de 2 y 20 h de edad (LRN 2 y LRN 20). Tomado de
Venturiello y cols., 1995,

Wang (1998) estudid la cinética de la inmunidad anti-LRN, para esto se inmunizaron
ratones con 2,000 LM y se infectaron con 20,000 LRN por via intraperitoneal; y se
evalud la cantidad de LRN, adherencia celular y muerte de LRN a los 7, 14 y 21 dias
post-infeccién. En ratones inmunizados se recuperé menor cantidad de LRN al dia 14 y
21 post-infeccién (30 y 23% respectivamente) en comparacién con ratones control (64 y
65% respecﬁvamente). Al mismo tiempo, se midio6 el porcentaje de adherencia de células
y muerte de LRN en el fluido peritoneal y se observé que en ratones inmunizados hubo
de 10-65% de adherencia de células a la LRN y de 6-65% de muerte de la LRN, mientras
que en ratones control se obtuvo de 0.3-3% de adherencia celular y 0.3-1.9 de muerte de
LRN. En estos ensayos se demostré que la inmunidad anti-LRN fue desarrollada a los 3-
4 dias después de la produccion de LRN en una infeccién primaria con T, spiralis.
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3. JUSTIFICACION

Las fases adultas de T. spiralis penetran al epitelio columnar de las vellosidades del
duodeno y yeyuno, y viven dentro de estas células. Durante su estancia en el intestino
delgado, el parédsito entra en contacto con una gran variedad de células, mecanismos
inespecificos y especificos que promueven su destruccién. Entre las células que se
observan en gran caniidad en la ldmina propia del intestino en hospederos infectados con
el parésito se encuentran las CC. Los adultos de T, spiralis permanecen en el intestino
delgado durante 1 a 3 semanas, periodo en el cual los antigenos del pardsito pueden
entrar en contacto con estas células. Al respecto, existen evidencias de que moléculas
liberadas por CC como interleucinas, leucotrienos y proteasas  participan en la
expulsién del organismo adulto de 7. spiralis (Ramaswamy y cols., 1996; Mogbel y
cols., 1987; Knight y cols., 2000). Ademss, se ha reportado que las CC son activadas
durante el proceso de expulsién de T. spiralis en animales deficientes en la cadena vy del
receptor Fee, sugiriéndose su activacién a través de un mecanismo independiente de IgE
(Grencis, 1997).

Con respecto a la LRN, se ha reportado que las rutas principales que participan en la
migracién de esta larva hacia el misculo esquelético son: via circulacién sanguinea, a
través de tejido conectivo y fluidos corporales y la iltima es por medio de la linfa hacia
la sangre (Wang, 1997). Durante estas rutas de migracion las LRN estin expuestas a una
gran variedad de mecanismos efectores celulares y humorales. Asf mismo, antes de llegar
al miisculo estriado las LRN atraviesan una gran cantidad de tejidos y érganos en los que
estdn presentes las CC, por lo que es posible que antigenos de la LRN entren en contacto
con estas células y generen su activacién, participando en el dafio producido a las LRN y
asi se evita su establecimiento en el misculo esquelético.
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Justificacién

Recientemente, se demostré la activacién de CC por antigenos especificos de la LM de T
spiralis (TSL-1) sin embargo no se ha investigado si antigenos del adulto 6 de la LRN de
T. spiralis activan a CC por un mecanismo independiente de IgE.

Con base en lo anterior, en este trabajo de tesis se analizar4 si antigenos del adulto y de la
LRN de T. spiralis inducen la activacién directa de CCPR (no sensibilizadas) por un
mecanismo independiente de IgE; tomando como marcadores de activacién la
liberacién de histamina y de B-hexosaminidasa.

Este estudio aportard informacién importante sobre la participacién de las CC en la

respuesta inmune innata contra la fase de adulto y de la LRN de T. spiralis.
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Antigenos del adultoy de la LRN de 7. spiralis inducen la activacién de CC por un

mecanismo independiente de IgE y promueven la liberacién de histamina y -

hexosaminidasa.
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5.1 OBJETIVO GENERAL
> Evaluar la activacién in vitro de células cebadas de peritoneo de rata no

sensibilizadas por antigenos del adulto y de la LRN de T. spiralis a través de un
mecanismo independiente de IgE.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES
» Determinar 1a liberacién de histamina y 8 -hexosaminidasa ¢ omo marcadores de

activacién de células cebadas de peritoneo de rata estimuladas por extracto total
soluble de adulto de T. spiralis.

» Determinar 1a liberacién de histamina y B -hexosaminidasa ¢ omo marcadores de

activacion de células cebadas de peritoneo de rata estimuladas por extracto total
soluble y antigenos purificados de la LRN de T. spiralis.
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Estrategia experimental

6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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7.- MATERIALES Y METODOS

7.1 Mantenimiento del ciclo de vida de Trichinella spiralis

A partir de ratas infectadas con T. spiralis, se¢ procedid a la obtencion de las LM de
acuerdo a lo descrito por Dennis y cols., 1970. Las ratas infectadas con el parasito se
anestesiaron con éter etilico para p osteriormente sacrificarlas p or dislocacién cervical,
después con ayuda de bisturi y tijeras se procedid a quitarles la piel, cabeza,
extremidades y visceras. El mmisculo obtenido se trituré finamente y se mezcl6 con la
solucién de pepsina-HCI al 1%, la cual se preparé previamente, la mezcla se incub6 a 37 -
°C por 3 h en agitacién constante. Una vez terminada la incubacion, las LM se
recuperaron en un aparato de Baerman y se dejo reposar de 20 a 30 minutos (min) para
que Jas LM sc sedimentaran. Las LM obtenidas se lavaron varias veces con
amortiguador de fosfatos (PBS) para eliminar los restos de tejido.

Una vez que las LM estuvieron limpias se resuspendieron en PBS a un volumen de 20
mL, después se realizaron diluciones 1:10 en gelatina al 0.5% en PBS. Se tomaron
alicuotas de 25 ul. y se contaron con ayuda de un microscopio &ptico y se calculd el
numero total de LM obtenidas. Para mantener el ciclo ratas Sprague-Dawley hembras de
200-250 g de peso se infectaron por via intragastrica con 4,000 LM.

7.2 Obtencién de adultos de Trichinella spiralis

Los adultos se obtuvieron al tercer dia post-infeccién con la finalidad de obtenerlos libres
de LRN. Para esto, ratas Sprague-Dawley se infectaron con 10,000 LM por medio de
una canula gistrica y al dia 3 post-infeccién se sacrificaron para obtener los adultos, los
cuales s¢ recuperaron del intestino delgado siguiendo lo descrito por Jungery y cols.
(1983). Para llevar a cabo lo anterior las ratas se anestcsiaron con éter etilico y se

sacrificaron por dislocacién cervical, se colocaron con el vientre hacia arriba y éste se
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Materiales y métodos

limpid con alcohol al 70%, después se procedid a abrir la cavidad peritoneal para retirar
el intestino delgado. Este se abri6 longitudinalmente con unas tijeras y se le retird el
moco, los intestinos limpios se partieron en trozos y se colocaron en el aparato de
Baerman, el cual contenia PBS y se incubaron a 37 °C en una incubadora THELCO®
durante 3 h. Una vez que transcurrié este tiempo, se retiré la gasa que contenia los
intestinos y el sobrenadante se decantd. Los adultos obtenidos se lavaron varias veces en
PBS estéril con antibidticos (penicilina 100 unidades/mL., estreptomicina 100 pg/mL y
anfotericina B 2.5 pg/ml). Los parasitos se mantuviercn a -70 °C en Tris-HC] 10 mM
pH 8.13 con inhibidores de proteasas (a una concentracién fmal de 50 pg/mL de N-tosil-
L-fenilalanina clorometil cetona (TPCK), 25 pg/mL de N-a-p-tosil-L-lisina cloro-metil
cetona (TLCK) y 174 pg/mL de Fluoruro de fenil metil sulfonilo (PMSF)} en un
refrigerador REVCO hasta que se usaron para obtener el extracto total soluble.

7.2.1 Obtencién del extracto total soluble del adulto de Trickinella spiralis

Los adultos de 7. spiralis mantenidos a -70 °C en Tris-HCl 10 mM pH 8.13 con
inhibidores de proteasas se descongelaron, se colocaron en hielo, se maceraron y
homogeneizaron en PBS en un homogeneizador de tejidos durante 30 min a 4 °C.
Posteriormente el lisado se centrifugb a 18, 490 X g durante 30 min a 4 °C en una
centrifuga refrigerada Mikro 22R (Hettich), el extracto total soluble se separd y se
congeld a -70 °C. Se realizd la cuantificacién de proteinas al extracto total soluble de
adulto, asi como la determinacién de endotoxina y este se analiz6 por electroforesis en

gel de poliacrilamida (SDS-PAGE); y posteriormente se usd para los ensayos de
activacién de CCPR.
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7.3 Obtencién de las larvas recién nacidas de Trichinella spiraiis

Para este procedimiento se siguié la misma metodologia empleada para obtener los
adultos de 7. spiralis de 3 dias de infeccién de los animales, con la diferencia de que las
ratas se sacrificaron al dia 5 post-infeccién tiempo en que las hembras empiezan a liberar
LRN. Una vez que se obtuvieron los organismos adultos se lavaron varias veces en PBS
estéril con antibidticos.

Los adultos se colocaron en medio RPMI, antibiéticos y suero fetal bovino al 10%, y se
incubaron a 37 °C en atmésfera iimeda con CO, al 5% en una incubadora (NUAIRE™).
A las 24 h las LRN se recuperaron por sedimentacién diferencial de los adultos. Las LRN
recuperadas se lavaron varias veces con PBS estéril y se concentraron por centrifugacion
a 200 X g por 5 min. Las LRN obtenidas se mantuvieron a -70 °C en Tris-HC] 10 mM
pH 8.13 con inhibidores de proteasas en un refrigerador REYCO hasta su uso.

7.3.1 Obtencién del extracto total soluble de las larvas recién nacidas de Trichinelia
spiralis

Las LRN de T. spiralis mantenidas a -70 °C en Tris-HCI 10 mM pH 8.13 con inhibidores
de proteasas se descongelaron y se mantuvieron en hielo. Estas se sonicaron por l mina
12 micrones y se dejaron reposar en hielo. Esto se repitié dos veces mas y con el objetivo
de determinar si las LRN estaban destruidas se tomé una alicuota de 5 pL, la cual se
observé bajo el microscopio. Del lisado de LRN sonicadas, se tomaron 100 pL y se
centrifugaron a 18, 490 X g durante 30 min a 4 °C, el extracto total soluble se separd y se
congelé a -70 °C. En este se realizd la cuantificacién de proteinas, la determinacion de
endotoxina y se analiz6 por SDS-PAGE. Este extracto total soluble de LRN se empleo
para llevar a cabo los ensayos de activacién con CCPR. A otra preparacién de LRN se le
adicionaron después de sonicar 60 pL de deoxicolato de sedio al 20 % en Tris-HCI 10
mM pH 8.13 (a una concentracién final de 2%) y se¢ volvié a sonicar a las mismas
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condiciones por 1 min. El lisado sc centrifugé a 18, 490 X g por 30 min a 4 °C, el
extracto total soluble se separd y se congelé a -70 °C. Este extracto total soluble de LRN
s¢ usd para obtener los antigenos purificados de LRN.

7.4 Purificacién de antigenos de la larva recién nacida de Trichinella spiralis

La purificacién de antigenos de 1a LRN de T. spiralis se realizé mediante cromatografia
de afinidad usando el anticuerpo monoclonal CE-4, el cual se habia acoplado a sefarosa.
Este anticuerpo monoclonal reconoce antigenos de superficie de la LRN en ensayos de
inmunofluorescencia (comunicacién personal Rocio Fonseca Lifidn). La purificacion se
realizd de acuerdo a lo descrito por Parkhouse (1984). Brevemente, se empacd una
colurmma con 5 mL de Sefarosa-4B (Pharmacia) cuidando que no hubiera formacién de
burbujas y se lavé con agua y amortiguador dlcali-strip pH 11.3 (1:1) (Anexo), ésta se
equilibré con amortiguador de columna pH 8.3 hasta que el pH de Ia resina fue de 8.3.
El extracto total soluble de LRN de T, spiralis se pasé por la columna tres veces y se lavé
con amortiguador de columma (Anexo) hasta que la demsidad optica (D.O.) de las
fracciones fuera de cero, la absorbancia se midié a 280 nm en un espectrofotometro (DU-
40 Spectrophotometer).

La elucion del antigeno adherido a la columna se realizé en condiciones de pH basico
empleando dos tipos de amortiguadores: pre-strip pH 9.3 y Alcali-strip (Anexo). El
cambio de amortiguador se realizd de acuerdo a la D.O. de las fracciones colectadas, asi,
de la fraccién 1 a la 13 contenian amortiguador de columna, de la 14 a la 29 pre-strip y
de la 30 a la 42 alkali-strip. Las fracciones clufdas con alkali-strip que contenian
proteina (fraccién 34 2 4 0)selesajustdelpHa 8.3 con Tris-HCI I M. E lantigeno
obtenido se dializé en Tris-HCI 20 mM pH 8.3 en una membrana de diilisis con corte de
3,500 daltones para eliminar el deoxicolato de sodio y se concentré en Aquacide I
(Calbiochem®) hasta obtener aproximadamente 2 mL. Posteriormente se determinaron la
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concentracién de proteinas, la presencia de endotoxina, y estos se¢ analizaron por SDS-
PAGE. Los antfgenos purificados fueron utilizados para realizar los ensayos de
activacién de CCPR.

7.5 Cuantificacién de proteinas

Para determinar la cantidad de proteina total presente en el extracto total soluble de
adulto, en el extracto total soluble de LRN y en los antigenos purificados de LRN de T.
spiralis se us6 el método de Lowry modificado (Lowry y cols, 1951). Para esto se
prepararon las siguientes soluciones: sulfato de cobre al 0.5% en H;O bidestilada
(solucién A), carbonato de sodic al 2% en hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 normal (N)
(solucién B), Tartrato de Na y K al 2% en H,O bidestilada (solucién C), se mezclé un
volumen de la solucién A y un volumen de la solucién C (solucién D), también se

mezclaron cincuenta volimenes de la solucién B con un volumen de la solucién D
(solucién E).

Posteriormente se preparé una curva estAndar de albimina sérica bovina empleando
diferentes cantidades: 5, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 pg (Figura 12). Tanto la curva estindar
como las muestras se trabajaron por duplicado, una vez que se colocd la albiimina sérica
bovina y las muestras problema (extracto total soluble de adulto, extracto total soluble de
LRN y antigenos purificados de LRN de T. spiralis) en los tubos, se agregd un volumen
de H,O bidestilada hasta llevar a 500 pL. Después se adicionaron 2.5 mL de la solucién
E preparada previamente, los tubos se mezclaron e incubaron 10 min a temperatura
ambiente, Una vez transcurrido el tiempo se les agregaron 250 pL de reactivo Folin-
Ciocalteau (Sigma®) diluido 1:2 en H,O bidestilada y 500 pL de dodecil sulfato de sodio
al 5%; los tubos se mezclaron ¢ incubaron durante 30 min a temperatura ambiente.
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Después se obtuvo la lectura de D.O. en un espectrofotémetro (DU-40
Spectrophotometer) a 750 nm. La cantidad de proteina presente en los extractos totales
solubles de adulto y de LRN asf como en los antigenos purificados de LRN de T. spiralis

se obtuvo al interpolar los valores de D.O. en la curva estindar de albimina sérica
bovina.
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Figura 12. Curva estindar de albimina sérica bovina de acuerdo al
método de Lowry. Los valores de absorbancia determinados en las muestras
problema se interpolaron en la curva esténdar y asi se determiné la cantidad
de proteina presente en cada muestra.
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7.6 Electroforesis en gel de poliacrilamida

El anilisis electroforético del extracto total soluble de adulto, extracto total soluble de
LRN y antigenos purificados de LRN de T spiralis se realizé de acuerdo al método de
Laemmli (1970). E! gel separador y el gel concentrador se trabajaron a un porcentsje de
acrilamida de 15 y 7.5 respectivamente. Para la preparacién del gel separador al 15% se
mezclaron las siguientes soluciones: 4.5 mL de acrilamida/bisacrilamida al 30%-0.8%,
3.4 mL de Tris-HCI 1.5 molar (M) pH 8.8, 0.046 mL de SDS al 20%, 1 mL de H;O
desionizada, 0.005 mL de N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamina (TEMED} y 0.05 mL de
persulfato de amonio al 10%; la mezcla anterior se adiciond entre los vidrios y se afiadi6
1 mL de isopropanol. Una vez que el gel polimerizé se lavé para eliminar el isopropanol
y se agreg6 la mezcla del gel concentrador al 7.5% preparéndose con los siguientes
compuestos: 0.5 mL de acrilamida/bisacrilamida al 30%-0.8%, 0.26 mL de Tris-HC1 | M
pH 6.8, 0.01 mL de SDS al 20%, 1.22 mL de H;O desionizada, 0.001 mL de TEMED y
0.01 mL de persulfato de amonio al 10%, inmediatamente después se procedid a colocar
el peine para 10 pozos.

Después de la polimerizacién del gel se colocaron las muestras en amortiguador de
muestra 4X y se hirvieron por 3 min, posteriormente se les afladié B-mercaptoetanol al
5% y se volvieron a hervir por 2 min mis. Las muestras se colocaron en hielo y
posteriormente se cargaron en el gel. Cada carril se cargd con 30 pg de proteina de cada
una de las muestras. En un carril se incluyeron marcadores de peso molecular (Bio-Rad),
con un rango de peso de 19 a 116 kDa.

El corrimiento se realizé en amortiguador Tris-glicina 250 mM pH 8.3, inicialmente a
120 volts y una vez que las muestras penetraron al gel separador, la separacién se realizd
a 150 volts. Los geles se tifieron con azul de Coomassie al 0.1% en agitacion constante
por | h y se destifieron con una solucién de metanol-4cido acético (30%-10%).
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7.7 Determinacién de presencia de endotoxina

Para la determinaci6n de endotoxina se utilizé un kit de E-Toxate® (Sigma®). El extracto
total soluble de adulto, extracto total soluble de LRN y antigenos purificados de LRN de
T. spiralis se usaron a concentraciones de 100 y 500 ng/mL. Las cuales se trabajaron de
acuerdo a las recomendaciones realizadas por el fabricante.

7.8 Obtencién y purificacién de células cebadas de peritoneo de rata

Las CCPR se obtuvieron de la cavidad peritoneal de ratas no infectadas con 7. spiralis
después de una inyeccion con amortiguador H epes-Tyrode { HIB) estéril. Paraello se
anestesiaron a las ratas con éter etilico y se sacrificaron por dislocacién cervical,
posteriormente las ratas se colocaron con el vientre hacia arriba y se les retird la piel de
esa zona. Con ayuda de una jeringa se les inyectaron 20 mL de HIB en la cavidad
peritoneal y se les aplicé un masaje suave en el vientre durante 3 min. El amortiguador se
colecté y se deposité en un tubo cénico de 50 mL el cual se colocd en hielo. Los tubos
se centrifugaron a 200 X g durante 5 min a 4 °C en una centrifuga Sorvall® RT 6000 D.
Posteriormente el tubo se decantd y el paquete celular se resuspendié en 5 mL de HTB.
Las CCPR se purificaron a través de un gradiente discontinuo de Percoll (30-80%)
(Sigma®), el cual se centrifugé a 510 X g por 20 min a 4 °C en una centrifuga Sorvall®,
de acuerdo al protocolo descrito por Lee y cols. {1985). Las CCPR obtenidas se lavaron
con HTB por centrifugacién a 200 X g por 5 min y se resuspendieron en HTB,
determinndose su viabilidad y pureza con azul de Tripan al 0.4% (GIBCO BRL®) y azul
de Toluidina al 0.5% (GIBCO BRL®), respectivamente. La cuantificacién de las células
se realizd por observacién al microscopio y empleando una cdmara de Neubauer.

Las CCPR se estabilizaron con 20 mL de HTB en un tubo conico durante 2 h a 37 *C en
ahnésfmt;ﬁmedach%alS%,dwpuﬁsscpmcediéamalizzrlosensayosde
activacion; estas células se usaron para determinaci6n de histamina. En la cuantificacién
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de B-hexosaminidasa se adicionaron 50, 000 CCPR/ pozo en una piaca de cultivo de
96 pozos (Costar), y se dejaron estabilizar en HTB durante 2 h a 37 °C en CO; al 5%.

7.9 Ensayos de activacién de células cebadas de peritoneo de rata con antigenos del
adulto y de la larva recién nacida de Trichinella spiralis

Las CCPR estabilizadas en el tubo cénico se lavaron con HTB y se colocaron 25, 000
células/tubo € n tubos e ppendorf, después se adicionaron diferentes c oncentraciones de
las muestras. Para el extracto total soluble de adulto de T, spiralis estas fueron de: 1, 5,
10, 50 y 100 ng/mL, para el extracto total soluble de LRN de T spiralis de: 0.1,0.5, 1, 5,
10,.30, 50 y 100 ng/mL y por ultimo para los antigenos purificados de la LRN de T.
spiralis de: 5, 10, 30, 50 y 100 ng/mL. Como control negativo se utilizaron CCPR sin
tratamiento (espontdnea) y como contro! positivo CCPR en presencia de ionéforo de
calcio A23187 (ICa) (Sigma®) a una concentracién de 1 uM. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado. Los tubos se incubaron a 37 °C por 30 min en atmésfera
himeda con CO; al 5%. Posteriormente se centrifugaron a 2, 310 X g por S min a 4 °C
en una centrifuga Sorvall, las pastillas y los sobrenadantes se separaron, estos Gltimos se
usaron para determinar histamina.

Las células estabilizadas en la placa de 96 pozos, se estimularon con 1, 5, 10, 30, 50 y
100 ng/mL de extracto total soluble de adulto, extracto total soluble de LRN y antigenos
purificados de LRN de T. spiralis durante 30 min a 37 °C. Como control negativo s¢
utilizaron CCPR sin tratamiento y como control positivo CCPR en presencia de ICaala
concentracién de 1 uM. Los ensayos controles y experimentales se realizaron por
triplicado. La placa se incubé a 37 °C por 30 min en CO; al 5%. Posteriormente, se
determiné la cantidad de B-hexosaminidasa en las células y en los sobrenadantes.
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7.10 Cuantificacién de histamina
La cuantificacién d ¢ histamina se determiné mediante un m étodo fluorométrico, en el

cual la histamina se une al compuesto o-ptaldialdehido en medio alcalino para formar un
producto fluorescente (Siraganian, 1974).

La cuantificacién se realizé tanto en pastillas como sobrenadantes. Las pastillas de
CCPR se resuspendieron en 200 pL d= HTB, se homogeneizaron y se hirvieron durante
10 min, luego se colocaron en hielo. A los tubos de sobrenadantes y pastillas se les
agregaron 20 pL de 4cido tricloroacético al 25%, los tubos se agitaron y se dejaron
reposar por 10 min. Una vez transcurrido el tiempo, se centrifugaron a 5220 X g por 10
min en una microcentrifuga 5415C (Eppendorf). En una placa de Fluoro Nunc MaxiSorp
de 96 pozos, se transfirieron 190 pl. de cada tubo y se agregaron 20 uL. de NaOH 4 N a
cada pozo y se agitd lentamente por 5 min. Después se colocaron en cada pozo 50 pL de
o-ptaldialdehido (Sigma®) en metanol grado espectrofotométrico (Sigma®) a una
concentracién de 1.3mg/mL y se agité lentamente durante 4 min. Posteriormente, se les
agreg 26 pL de HCI 3 N y se agité nuevamente por 15 min. La lectura se realiz6 en un
espectrofotémetro Fluoroskan Ascent FL (Labsystems), usando un juego de filtros de
emisién (460 nm) y de excitacién (355 nm). Los porcentajes de histamina liberada se
calcularon de la siguiente manera:

% de histamina liberada = D.Q. del sobrenadante x 100
D.O. del sobrenadante + D.O. de la pastilla
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7.11 Cuantificacién de p-hexosaminidasa

La !iberacién de p -hexosaminidasa s e cuantificé mediante |1 a actividad de esta enzima
sobre su sustrato, la actividad de esta enzima fue cuantificada por Ia liberacién de p-
nitrofenol, el cual es liberado del sustrato (Schwartz, 1979).

Una vez transcurrido el tiempo de estimulacién se tomaron 20 uL de los sobrenadantes,
se retird el sobrenadante y las pastillas se lisaron con tritén X-100 0.5% en HTB. Los 20
pL de sobrenadantes y pastillas se colocaron en una placa de ELISA de 96 pozos
{Costar) y se adicionaron 50 uL de sustrato de la enzima, el p-nitrofenil-N-acetil-B-D-
glucosaminida (Sigma®). La microplaca se incub6é a 37 °C durante 90 min y la reaccion
se detuvo adicionando 150 pL de glicina 0.2 M a pH 10.7. Las lecturas se realizaron a
405 nm en un lector de placas de ELISA marca Multiskan Ascent (LabSystems). El
porcentaje de liberacion de P-hexosaminidasa se calculé de acuerdo a la siguiente
férmula:

% de B-hexosaminidasa liberada = D.Q. del sobrenadante x 100
D.O. del sobrenadante + D.O. de la pastilla
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8. RESULTADOS

8.1 Anailisis electroforético del extracto total soluble de adulto de Trichinella spiralis
El extracto total soluble de adulto de 7. spiralis obtenido de acuerdo con lo descrito en la
seccion de materiales y métodos, se analizd en geles de poliacrilamida al 15% en
presencia de SDS. En el gel se observan aproximadamente 34 bandas, con pesos
moleculares de 13 a 138 kDa (Figura 13).
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Figura 13. Anailisis electroforético del extracto total soluble
de adulto de Trichinella spiralis. Carril a: marcadores estandar
de peso molecular; carril b: extracto total soluble de adulto.
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8.2 Anilisis electroforético del extracto total soluble y de los antigenos purificados
de ia larva recién nacida de Trichinella spiralis

El extracto total soluble obtenido de acuerdo con lo descrito en la seccién de materiales y
métodos, se analizaron en geles de poliacrilamida al 15% en presencia de SDS. En el
extracto total soluble de LRN de 7. spiralis se observan 23 proteinas con pesos
moleculares de 22 a 138 kDa (Figura 14, carril b). De la misma forma, los antigenos
purificados de la LRN empleando el anticuerpo monoclonal CE-4 se analizaron en geles
de poliacrilamida al 15% en presencia de SDS. En la figura 14 carril ¢ se muestran los
antigenos purificados de la LRN de 7. spiralis; se observan 10 proteinas con pesos
moleculares de 104, 99, 95, 91, 80, 76, 74, 65, 39 y 36 kDa.
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Figura 14. Anilisis electroforético del extracto total soluble y
de los antigenos purificados de la LRN de Trichinella spiralis.
Carril a: marcadores estandar de peso molecular; carril b: extracto
total soluble de LRN; carril c: antigenos purificados de LRN.
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8.3 Determinacién de presencia de endotoxina

La determinacién de endotoxina en el extracto total soluble de aduito, extracto total
soluble de LRN y antigenos purificados de LRN de T spiralis, se realizd usando ¢l kit de
E-Toxate® (Sigma®). Los resultados obtenidos en esta prueba fueron menores de 0.03
UE/mL en las tres preparaciones antigénicas, dicho valor se considera como negativo

para la presencia de endotoxina.

8.4 Obtencién y purificacién de célnlas cebadas de peritoneo de rata

Para la obtencién y purificacién de las CCPR se emplearon gradientes de percoll (30%-
80%). En promedio se obtuvieron 1.5 x 10 ¢ CCPR/rata, con alto grado de pureza (mayor
a 98%) y viabilidad (mas del 97%). Las CCPR que se obtuvieron con pureza y
viabilidad menores a las sefialadas no se usaron para los ensayos de activacion, de la
misma forma las CCPR que se veian degranuladas al microscopio no se emplearon para
estos ensayos.

8.5 Cuantificacién de histamina

El porcentaje de histamina liberada por las CCPR se determiné mediante un método
fluorométrico, los resultados obtenidos se analizaron empleando la prueba ¢ de student
con un intervalo de confianza de 0.5 con el objetivo de establecer posibles diferencias
estadisticas entre ellos.

Los resultados obtenidos en los ensayos de activacién de CCPR empleando extracto total
soluble de adulto de T spiralis se muestran en la figura 15, éstos representan los valores
promedio d¢ 3 experimentos realizados por triplicado cada uno, En promedio el
porcentaje de liberacion de histamina obtenido para el control negativo (CCPR no
estimuladas, liberacién espontineca) fue de 7 y para el control positive (CCPR
estimuladas con ICa 1 pM) el porcentaje de histamina liberada fue de 69%, mientras que
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en las CCPR estimuladas con el extracto total soluble de adulto de T. spiralis a las
concentraciones de 1, 5, 10, 50 y 100 ng/mL, el porcentaje de liberacion de histamina fue
de 38, 29, 39, 22 y 36 respectivamente. Todas las concentraciones ensayadas presentan
diferencia significativa con respecto al control negativo y al control positivo. No existen
diferencias estadisticamente significativas a las concentraciones de 1, 5, 10 y 100 ng/mL.
La menor liberacién de histamina fue obtenida a 50 ng/ml, la cual presenta diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las demds concentraciones, excepto con la
de 5 ng/ml.
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Figura 15. Determinacién de los porcentajes de histamina liberada por CCPR
activadas con extracto total soluble de adulto de Trichinella spiralis. Las CCPR se
estimularon con extracto total soluble a las concentraciones indicadas. Como control
positivo se incluyeron CCPR estimuladas con ICa {A23187) y como control negativo
CCPR no estimuladas (Esp= espontinea). Los porcentajes de histamina liberada son el
promedio +SD de tres experimentos independientes hechos por triplicado. * Diferencia
estad{stica con respecto al control negativo (P< 0.05).
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En la figura 16 se muestran los resultados de histamina liberada de CCPR estimuladas
con extracto total soluble de LRN de 7. spiralis. La liberacién espontinea de histamina
fue de 4 % y de 82% cuando se emple6 el ICa. La histamina liberada de CCPR fue de 5%
a la concentracién de 100 ng/mL, para 10 ng/mL se obtuvo de 4%, mientras que a las
concentraciones de 0.1, 0.5, 1, 5, 30 y 50 ng/mL el porcentaje obtenido fue de 3%. Sin
embargo el anilisis estadistico de los porcentajes de liberacién obtenidos no mostraron
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control negativo; esto indica
que las CCPR no liberaron histamina en presencia de extracto total soluble de LRN.
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Figara 16. Determinacién de los porcentajes de histamina liberada por CCPR
activadas con extracto total soluble de LRN de Trichineila spiralis. Las CCPR se
estimularon con ¢l extracto total soluble a las concentraciones indicadas. Como control
positivo se incluyeron CCPR estimuladas con ICa (A23187) y como control negativo
CCPR no estimuladas (Esp= esponténea). Los porcentajes de histamina liberada son el
promedio £SD de tres experimentos independientes hechos por triplicado. *Diferencia
estadistica con respecto al control negativo (P< 0.05).
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Los resultados de porcentajes de histamina liberada de CCPR estimuladas con antigenos
purificados de LRN de T. spiralis, sc muestran en la figura 17. Se obtuvieron porcentajes
de liberacién de histamina de 3% y 80% para el control negativo y para el control
positivo, respectivamente. En cuanto a las CCPR tratadas con antigenos purificados de
LRN de T. spiralis a las concentraciones usadas, los resultados obtenidos son similares a
los CCPR tratadas con extracto total soluble de LRN. De la misma manera los
porcentajes de liberacién de histamina obtenidos no muestran diferencias
estadisticamentfe significativas con respecto al control negativo.
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Figura 17. Determinacién de los porcentajes de histamina liberada por CCPR
activadas con antigenos puarificados de LRN de Trichinella spiralis. Las CCPR se
estimularon con los antigenos purificados a las concentraciones indicadas. Como
control positivo se incluyeron CCPR estimuladas con ICa (A23187) y como control
negativo CCPR no estimuladas (Esp= espontinea). Los porcentajes de histamina
liberada son el promedio +SD de tres experimentos independientes hechos por
triplicado. *Diferencia estadistica con respecto al control negativo (P< 0.05).
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8.6 Cuantificacién de p-hexosaminidasa

Los porcentsjes de liberacién de B-hexosaminidasa en presencia de extracto total soluble
de adulto de T. spiralis, se muestran en la figura 18. Para el control negativo y positivo se
obtuvieron porcentajes de f-hexosaminidasa liberada de 6 y 30 respectivamente; y de 9,
7, 8, 8, 8 y 9 % para las concentraciones de 1, 5, 10, 30, 50 y 100 ng/mL de extracto total
soluble de adulto. No existen diferencias estadisticamente significativas entre €l control
negativo y los resultados obtenidos con el extracto total soluble de adulto, ni tampoco
entre las diferentes concentraciones de exiracto total soluble de adulto analizadas.
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Figura 18. Determinacién de los porcentajes de p-hexosaminidasa liberada por
CCPR activadas con extracto total soluble de adulto de Trichinella spiralis. Las
CCPR se estimularon con el extracto total soluble a las concentraciones indicadas.
Como control positivo se incluyeron CCPR estimuladas con ICa (A23187) y como
control negativo CCPR no estimuladas (Esp= espontdnea). Los porcentajes de -
hexosaminidasa liberada son el promedio +SD de tres experimentos independientes
hechos por triplicado. *Diferencia estadistica con respecto al control negativo (P<
0.05). 58




En la figura 19 s¢ muestran los resultados obtenidos sobre ¢l porcentaje de liberacién de
p-hexosaminidasa de CCPR estimuladas con extracto total soluble de LRN de T. spiralis,
en los ensayos se obtuvieron 8 y 45% de liberacién de B-hexosaminidasa para €l control
negativo y positivo, respectivamente. Para €l extracto total soluble de LRN a las
concentraciones de 1, 5, 10, 30, 50 y 100 ng/mL se obtuvieron porcentajes de 8, 9, 8, 11,
12 y 12 respectivamente. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en
estos resultados con respecto al control negativo, ni entre las distintas concentraciones de
extracto total soluble de LRN analizadas.
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Figura 19. Determinacién de los porcentajes de f-hexosaminidasa liberada por
CCPR activadas con extracto total soluble de LRN de Irichinella spiralis. Las
CCPR se estimularon con el extracto total soluble a las concentraciones indicadas.
Como control positivo se incluyeron CCPR estimuladas con ICa (A23187) y como
control negativo CCPR no estimuladas (Esp= espontinea). Los porcentajes de -
hexosaminidasa liberada son el promedio +SD de tres experimentos independientes
hechos por triplicado. *Diferencia estadistica con respecto al control negativo (P<
0.05).
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Los resultados de porcentajes de liberacién de B-hexosaminidasa de CCPR inducidos por
la presencia de antfgenos purificados de LRN de T. spiralis se muestran en la figura 20,
para el control negativo se obtuvo un porcentaje de 8 y para el control positivo de 45; por
otra parte en presencia de concentraciones de 1, 5, 10, 30, 50 y 100 ng/mL de antigenos
purificados de LRN, se liber6 8, 7, 8, 7, 11 y 10% de p-hexosaminidasa. Estos resultados
no mostraron diferencias estadisticamente significativas con respecto al control.
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Figura 20, Determinacién de los porcentajes de B-hexosaminidasa liberada por
CCPR activadas con antigenos purificados de LRN de Trichinella spiralis. Las
CCPR se estimularon con los antigenos purificados a las concentraciones indicadas.
Como control positivo se incluyeron CCPR estimuladas con ICa {A23187) y como
control negativo CCPR no estimuladas (Esp= esponténea). Los porcentajes de B-
hexosaminidasa liberada son el promedio +SD de tres experimentos independientes

hechos por triplicado. *Diferencia estadistica con respecto al control negativo (P<
0.05).
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9.- DISCUSION

En infecciones producidas por T. spiralis, se ha sugerido que las CC son activadas
provocando la liberacioén de una gran centidad de moléculas contenidas en sus grénulos.
Estos mediadores liberados por CC pueden participar en la induccién de mecanismos que
son responsables de la expulsién del parésito. Esto puede ser por el incremento del
peristaltismo, por el aumento de la permeabilidad vascular del intestino y por la
elevacién de la secrecion de mucina (Ishikama, 1997; Vallance y cols., 1998; McDermott
y cols., 2003). E]l incremento de la p ermeabilidad v ascular de 1a mucosa del i ntestino
puede permitir que moléculas de linfa y plasma tengan acceso al lumen intestinal, donde
pueden dafiar al parasito. Por otra parte también puede facilitar el paso de antigenos del
pardsito a través del epitelio intestinal, promoviendo el desarrollo de una respuesta
inmune.

En 1997 Grencis demostrd que las CC participan en el proceso de expulsion del adulto de
T. spiralis de manera independiente de IgE. Sin embargo, en estos estudios no se
identificaron antigenos del parisito que pudieran estar induciendo esta activacion.
Recientemente se h an reportado estudios que indican que la activacién directa de CC
independiente de IgE puede ocurrir por interaccién con bacterias gram negativas,
antigenos bacterianos, asi como con protozoarios y antigenos de estos y en ésta ocurre la
Iliberacién de histamina y/o TNF (Ben-Rashed y cols.,, 2003; Mufioz y cols., 2003,
Malaviya y cols., 2004). Con respecto a 7. spiralis, se ha demostrado que antigenos
especificos de la LM de T. spiralis (TSL-1) son capaces de estimular a las CC mediante
un mecanismo i ndependiente de i nomunoglobulinas. C omo resultado d e esta activacién
las CC liberan histamina, TNF, IL4 y proteasas. En base a estos resultados se ha
sugerido que las CC pueden participar en la regulacién de la respuesta tipo Th2 que se
observa durante la infeccién con T. spiralis, a través de la produccién de IL4 y también
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en la enteropatis mediante la liberacién de TNF-a.. Estos datos apoyan el hecho de que
las CC puedan participar. en la respuesta inmune innata contra T. spiralis en la fase
temprana de la infeccion (Arizmendi y cols., 1997; Niborski y cols., 2004).

Sin embargo, recientemente se demostré que en una infeccién experimental con T,
spiralis en rﬁton&s deficientes en IgE, Ia ausencia de esta mmunoglobulina no afecté la
hiperplasia de CC pero se recuper6é mayor cantidad de adultos en comparacién con
ratones normales, sugiriéndose que la IgE promueve la expulsién del parasito (Gurish y
cols., 2004).

Es muy importante sefialar o enfatizar que en infecciones experimentales con 7. spiralis
se ha observado que existe una correlacidn entre la cantidad de histamina presente en
tejido intestinal y la expulsién del parasito (Hegazy., 1998). De acuerdo a esto se sabe
que la histamina participa en varias acciones fisiolégicas: influencia la motilidad
intestinal, el transporte de electrolitos y la permeabilidad microvascular; ademds de que
disminuye la fecundidad de las hembras adultas de T. spiralis (Konturek y Siebers,
1980; Mortillaro y cols., 1981; Cooke y cols., 1984; Stewart y cols., 1985). En este
trabajo por primera vez demostramos la liberacién de histamina de CCPR estimmladas
por antigenos de la fase adulta del parasito, la cual como se mencioné anteriormente
puede influenciar la induccién de mecanismos que participan en la expulsién del adulto
de T spiraiis.

Unodclosaspectosquel]amalaatenciéncnlosresﬂtadosobtenidosmwtcu'abajowcl
hecho de que las CCPR activadas con antigenos del adulto de 7. spiralis liberaron
histamina pero no p-hexosaminidasa. En este contexto, se ha reportado que existen varios
patrones de liberacién de moléculas contenidas en los grénulos de las CC. Asi, por
ejemplo, se sabe que la liberacién de serotonina ocurre sin histamina y sin degranulacién
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(Kops y cols., 1990), que la toxina A de Clostridium difficile no induce la liberacién de
histamina de CCPR pero si la liberacién de TNF-x. As{ mismo se ha reportado que la
toxina de C. difficile causa una liberacién significativa de TNF-¢, mientras que la toxina
del célera aumenta la produccién de IL-6 en CC, pero inhibe la produccién de TNF-
« (Leal-Berumen y cols., 1996; Calderon y cols., 1998). Por otro lado, se ha observado
que el lipopolisacarido de enterobacterias induce una expresién considerable de IL-6 en
CC, pero previo a esto noe hubo degranulacién ni liberacién de histamina (Leal-Berumen
y cols., 1994),

En cuanto a la liberacién de histamina y B-hexosaminidasa por las CC en estimulos
dependientes de IgE, se ha reportado que se liberan de la CC en paralelo después de su
activacion pero una pequefia cantidad de Ia enzima se localiza en lisosomas secundarios
que no son secretados con un estimulo convencional (Schwartz y cols.,, 1979). Sin
embargo, los resultados obtenidos con antigenos de adulto de T. spiralis muestran que la
liberacién de B-hexosaminidasa por CC no ocurri6é conjuntamente con la de histamina, y
coinciden con reportes empleando estimulos no inmunolégicos, sugiriéndose que la
liberacion de estos compuestos se lleva a cabo por mecanismos diferentes (Xiong y
Rodgers., 1997; Alexandrakis y cols., 2003).

Respecto a lo anterior, se sabe que la liberacién de moléculas de las CC se lleva a cabo
mediante exocitosis, sin embargo Dvorak (1992) identificé una nueva forma de secrecion
de moléculas en las CC y la denominé “degranulacién gradual”. Este modo de secrecién
ha sido descrita en CC, basdfilos, y eosindfilos, y en este proceso donde hay
movilizacién y liberacién de moléculas no se ha implicado la secrecién total del
contenido de los granulos de la célula (proceso caracteristico de la exocitosis), ademés de
que se refiene la membrana de los grinulos adentro del citoplasma en forma de una
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camara vacia. Este proceso depende mis bien del intercambio de pequefias vesiculas. En
diversos estudios in vivo se ha reportado que la secrecién de histamina de CC se produce
mediante degranulacidn gradual (Dvorak y cols., 1995; Dvorak y Morgan, 1997), yes
posible que este mismo fendmeno pueda ocurrir con las CCPR activadas con antigenos
del adulto de T, spiralis, lo cual podria explicar porque 610 se liberé histamina y no B-
hexosaminidasa.

Por lo tanto, la liberacion de moléculas proinflamatorias de las CC, depende de la
naturaleza y potencia del estimulo, por lo que seria muy interesante investigar el
mecanismo por ¢l cual se induce la activacion de CCPR por el extracto total soluble de
adulto de T. spiralis.

En este trabajo también tuvimos interés en determinar si antigenos totales y/o purificados
de LRN de T. spiralis podrian a su vez activar directamente a las CC, teniendo en cuenta
que en los tejidos a través de los que migran, se encuentran presentes las CC.

Para ello se empled un anticuerpo monoclonal dirigido contra la LRN que al emplearlo
en cromatografia de afinidad se purificaron alrededor de 10 antigenos, probablemente el
epitopo que reconoce este anticuerpo monoclonal sea un carbohidrato. A este respecto
existen evidencias de que el carbohidrato tivelosa presente en los componentes TSL-1 de
la LM es el epitopo responsable de la inmunodominancia de estos antigenos (Wisnewski
y cols., 1993; Appleton y Romaris, 2001). Ademds se ha descrito que los anticuerpos
dirigidos contra antigenos de superficie de la LRN presentes en sueros de individuos con
triquinelosis crénica, reconocen determinantes antigénicos de los productos de E/S de la
LM, los cuales son glicoproteinas (Venturiello y cols., 2000). Sin embargo, se ha descrito
que la reactividad cruzada entre productos de E/S de 1a LM y la superficie de la LRN, es
un fenémeno dado principalmente por epitopos proteicos (Malmassari y cols., 2003).



Discusién

Cuando las CCPR tueron estimuladas con el extracto total soluble y/o antigenos
purificados de la LRN, no se detectd liberacién de histamina ni de B-hexosaminidasa,
sugiriendo que probablemente no sean fundamentales en la respuesta hacia esta fase de
desarrollo de T. spiralis. Existen amplias evidencias que indican que los eosinéfilos y
otras c€lulas como neutrdfilos y monocitos son los principales efectores que participan en
la destruccién de la LRN mediante un mecanismo de ADCC (Ortega-Pierres y cols.,
1984; Venturiello y cols., 1993; Venturiello y cols., 1995; Moskwa, 1999). Por otro lado,
en infecciones con T. spiralis el tiempo de exposicién de la LRN a las CC durante su
desplazamiento del intestino delgado al musculo esquelético es relativamente corto
(Wang y Bell, 1986), por lo que la interaccién de este estadio con CC podria ser menor,
en contraste con los adultos de 7. spiralis qus p ermanecen en el intestino delgado de
roedores durante 1 a 3 semanas. Asi, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que
las CC no son estimuladas en cuanto a la liberacién de histamina y p-hexosaminidasa por
los antigenos de LRN de 7. spiralis.

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan informacién importante de la
participacién de las CC en una respuesta inmune innata dirigida contra el organismo
adulto de 7. spiralis. Es probable que la activacién de CC por antigenos del adulto junto
con la demostrada recientemente por antigenos de la LM sean responsables de los
mecanismos que derivan en la expulsion del parisito adulto.

Considerando estas observaciones resulta muy importante definir que componentes del
parasito adulto son los responsables de la activacién de CC. Estos al igual que los
antigenos de la LM pueden ser candidatos para emplearlos en el desarrollo de estrategias
inmunoprofilicticas para el control de esta parasitosis.
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10.- CONCLUSIONES

1) Las CCPR no sensibilizadas estimuladas in vitro con ¢l extracto total soluble de
adulto de T. spiralis liberan histamina pero no P-hexosaminidasa mediante un
mecarismo independiente de IgE.

2) La activacién directa de CC por antigenos de adulto de T. spiralis puede
contribuir en los mecanismos de respuesta inmune innata inducida por la

infeccién con este parasito.

3) El extracto total soluble de LRN y los antigenos purificados de LRN de T. spiralis
no inducen la liberacién de histamina ni de B-hexosaminidasa de CCPR por un
mecanismo indspendiente de IgE.
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Anexos
12. ANEXOS

12.1 PREPARACION DE SOLUCIONES
Acido clorhidrico 3N
Acido clorhidrico (HCI) (J. T. BAKET) ..ovevvemereeereereeereseseesemsesseeesessseoes oo, 12,44 mL
Aforar 2 50 mL con H;O bidestilada.
Acido tricloroacético al 25%
Acido tricloroacético (CLLCCOOH) (J. T. Baker) ....ccccocvermveevereeereceee e lg
Disolver y aforar a 2 mL en H,O bidestilada.
Acrilamida-bisacrilamida (30%-0.8%)
Acrilamida (C;H;NO) (Bio-Rad) ... 30.0g
N,N’- Metilen-bis-acrilamida (C-;HloNzOq) (Blo-Rad) 08¢
Disolver y aforar a 100 mL con H,O desionizada.
Amortiguador dlcali-strip pH 11.3
Dietilamina ((C,Hs),NH) (Sigma®) ... 5.15 mL
Deoxicolato de sodio (C;4H3004Na) (ngmae) v 200 g
Disolver en 900 mL de H;O desionizada, aJusta.r pH ll 5 y aforar a l L.
Amortlguador de columna pH 8.3
Tris-HCl (NH;C(CH;OH:HC) (3. T. BAKET) .o 316g
Deoxicolato de sodio (Cy4H3904Na) (Sigma®) ... 5.0 g
D1901vcren900deeaguad&swmzada,a;ustarapH83yafora:a 1 L
Amortiguador de fosfatos (10X)
Cloruro de sodio (NaCl) (J. T. Baker) .......ccccoocecrervereecrimeseneeeseeeeensesesessnennns 80,0 g
Cloruro de potasio {KCI) (J. T. BAKET) .....c.uuvivmeiccrereseecercreereseeesesesss e sess s s 20 g
Fosfato de sodio dib4sico heptahidratado

(Na; HPO, 7 H,0) (J. T. Baker) ... 217 g
Fosfato de potasio monobdsico (K HPO4) (J T Baker) e 20 g
Disolver en 800 mL de H,O bidestilada, ajustar a pH7.2yaforara 1 L
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Amortiguador Hepes-Tyrode
HEPES (C3H;sN;0,S) (Sigmsa®) ...
Cloruro de sodio (NaCl) (J. T. Baker)
D-glucosa (CgH1;0) (Sigma®) ....
Clorure de potasio (KCI) (J. T. Baker)
Cloruro de calcio (CaCly) (J. T. Baker)
Albiimina sérica bovina (Sigma®)
Fosfato de sodio monobésico (NaH;POy) (J. T, Baker) ....ocveveicnicmimcinnnecinniniens
Disolver en 400 mL de H,O desionizada, ajustar a pH 7.3 y aforar a 500 mL.

Amortiguador pre-strip pH 9.3

Glicina (H;NCH2CO,H) (Bio-Rad) ...covviiiieemeisetrns s
Deoxicolato de sodio (CosHygONa) (SIgma®) ......ovvvervivieeermecrmeenrenminreisenieenes
Disolver en 900 mL de H,O desionizada, ajustar a pH 9.3 y aforara 1 L.

Amortiguador tris-glicina 250 mM pH 8.3

Glicina (H,NCH,CO,H) (Bio-Rad) ...

Tris-base (NH,C(CH,OH),) (J. T. Ba.ka')

Disolver en 900 mL de H,O desionizada, adlcmnar 10 mL de SDS al 10 %
Ajustar a pH. 8.3, aforar a 1 L con H;0 desionizada.

Carbonato de Na al 2% en NaOH 0.1 N
Carbonato de sodio (NayCO3) (J. T. BaKeT) ..c.ooeviceiiniciniirineeresnnene s
Disolver en 140 mL de NaOH 0.1N y aforar a 150 mL.

Deoxicolato de sodio al 20 %

Deoxicolato de sodio (C;4H3g0Na) (Sigma®) ...
Disolver en | mL de Tris-HC1 10 mM pH 8. 13 estéril.

Gelatma al 0.5 % en PBS
Disolver en 100 mL deHzO bld&sl:lla.sda~

Glicina 0.2M pH 10.7
Glicina (H;NCH2COZH) (Bio-Rad) .....coovovuriimiimiiin e sensssssaniesnes
Disolver en 90 mL de H;O bidestilada, ajustar a pH 10.7 y aforara 100 mL.
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Anexos

Gradiente de percoll

30% 80%
RPMI 14 mL 6 mL
Percoll isoténico 3.2mL 12.8 mL
Hidréxido de sodio 4 N
Hidréxido dé sodio (NaOH) (J. T. BEKET) ..vu.cvveeeeereecemeeeecoiseemsessreeeseenereesenen 8.105 g
Disolver y aforar a 50 mL con H,O bidestilada.
Inhibidores de proteasas (10X)
N-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona (C;7H;sCINO;S) (Sigma®) ................. 50mg
Disolver en 10 mL de metanol.
N-a-p-tosil-L-lisina clorometil cetona (C;¢Hy CIN2O5S) (Sigma®) ......ovcveveeene. 5.0 mg
Disolver en 10 mL de H;O bidestilada estéril.
Fluoruro de fenil metil sulfonilo (C;H;SO,F) (Sigma®) .....vvvevecvemrvrrecserescsnn. 17.4 mg
Disolver en 10 mL de isopropanol.
Ionéforo de cakcio A23187 1 pM
Tonéforo de calcio (CasHiN3Og) (Sigma®) ... OO 1 B -
Dimetil-sulféxido estéril (CH3)%,S0) (S:g;ma') . e 3.82mL
La concentracidn obtenida es de 500 uM, ahcuotary ma.ntfmer a -20 C.
Metanol-Acido acético (30%-10%)
Metanol (CH;0H) (J. T. Baker) ... S ORORSRRG || 1111 B
Acido acético glacial (CH;COOH) (J ’I‘ Baker) wrereerersnstnieseverseniesenrees 100 ML

Mezclar y aforar con H;O bidestiladaa 1 L.

O-ptaldialdehido-metanol espectrofotométrico
o-ptaldialdehido (CsH(COH),) (Sigma®) .... cevvereere 104 mg
Disolver en 8 mL de metanol grado especu'ofotométnco (Slgm,a”)

PBS adicionado con antibiéticos

Penicilina G sédica 10 000 U/mL (GIBCO BRL®) ... . X 1 8 11 8
Sulfato de estreptomicina 10 000 pg/mL (GIBCO BRL°) ................................ 5.0 mL
Anfotericina B 250 p.g/mL (G[BCO BRLe') U ¥ £ 301
PBS .. N R 11, 5 )
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Anpexos

Pepsina-HCl al 1%

Pepsina (Sigma®) ....
Acido clorhidrico concentrado (HC]) (J T Baker)
Disolver y aforar a 1 L de H;O bidestilada.

Percoll isoténico

Percoll (SIZMA®) ... e ee e eseeeeeseses s et s eeee s st s e s et

Solucién salina balanceada de Hanks (10 X) (In Vitro)
HCIIN

Persulfato de amonio al 10 %

Persulfato de amonio ((NH,)2S203) (SiZma®) .....ooovveereeecececesesee e

Disolver en 300 pL de H,O desionizada.

P-nitrofenil-N- acetil-B-D-glucosaminida
Fosfato de sodio dibdsico (Na; HPO,) (J. T. Baker)
Disolver en 35 mL de H;O bidestilada, ajustara pH 4.5. A 30 mL de la
solucién anterior, afiadir 45 mL de H,O bidestilada y disolver 100 mg
de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminida (C;(H;sN,Os) (Sigma®).

RPMI

RPMI 1640, con L-glutamina (GIBCO BRL®) ....
Bicarbonato de sodio (NaHCO,) (J. T. Baker) ...

Disolver en 1 L de H,O bidestilada. Ajustar a pH 72 y‘cstmhzar por

membrana de nitrocelulosa de .22 .

RPMI adicionado con antibiéticos y SFB al 5%
Medio RPMI (GIBCO BRLS) ....

Penicilina G sédica 10 000 U/mL (G[BCO BRL")

Anfotericina B 250 pg/mL (GIBCOBRL®) ...

Suero fetal bovino (GIBCO BRL®) ... eeoreeeeeeeeeeeeeseereeseeeeer s oesseessee s

SDS al 20%

Dodecil sulfato de sodio (CHs(CH,),;0SO3Na) (Bio-Rad) w.vvvvrvresrerecrrereron.o.

Disolver en 100 mL de H;O desionizada.

HEPES 1 M (CgHsN,0,8) (GIBCO BRL® oo

.........................................

Sulfato de estreptomicina 10 000 pg/mL (GIBCOBRL®) ........cooveovvecveeeennn.
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Anexos

Sulfato de cobre al 0.5% :
Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,” SH;0) (Sigma®) .....oocoovvvvcccorrr. 0.5g
Disolver en 90 mL de H,O bidestilada y aforar a 100 mL.

Tartratode NayKal2 %

Tartrato de sodio y potasio (KNaCH,O¢ 4H,0) (Sigma®) .......ooevvvrereeerrnnnen. 02g
Disolva'cn9mL_deH20 bidestilada, y aforer a 10 mL.

Tris- HC11 M pH 6.8

Tris-HCI (NH,C(CH;OH); HCl) (J. T. Baker) ... perererereresesrenerennnennes 1,23 8
Tris-Base (NH,C(CH,OH);) (J. T. Baker) ... e 5313 g
Disolver en40decH20desmmz;ada,ayusta.rpHa68yaforara50mL

Tris-HC1 1.5 M pH 8.8

Tris- HCl (NHC(CH;OH); HCI) (J. T. Baker) . ......oooovovvceeecreceiireee,. 702 g
Tris-Base (NH;C(CH,0H)3) (J. T. BaKer) ..cocvevercrcmvriniicesecenene e resennene 0.67 g
Disolver en 40 mL de H,O desionizada, ajustar pHa 8.8 y aforar a 50 mL.

Tris-HC1 20 mM pH 8.13

Tris-HCl (NH,C(CH,OH); ' HCI) (J. T. Baker) ... v 03152 g

Disolver en 90 ml. de HyO bidestilada, ajustar pHa 813 yafora.ralOOmL

Triton X-100 0.5'/- :
Aforar y msolvu'alOOmLcn HTB
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