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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

adyuvante completo de Freund

grupo experimental que recibié formulacion del adyuvante completo de Freund/PBS
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Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay/ Ensayo Inmunoenzimatico
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linfocytes T helper 1 (linfocitos T cooperadores 1)
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formulacion de nanoparticulas de quitosano con PES dentro de ellas
formulacion de nanoparticulas de quitosano con PES por fuera de ellas
formulacion de nanoparticulas de quitosano con PES por dentro y fuera de ellas

grupo experimental control (+) inmunizado con PES de LM de 7. spiralis/AF



RESUMEN

Los antigenos de excrecion y secrecion (PES) de la larva muscular de 7richinella spiralis han sido
estudiados ampliamente como estrategia de prevencion y control de la triquinelosis. Los PES han sido
empleados junto con diferentes substancias adyuvantes en experimentos de proteccion; sin embargo,
la proteccion obtenida solo ha sido parcial y orientada a una respuesta inmune Th2. El quitosano se
ha empleado recientemente en el desarrollo de vehiculos nanoparticulares para la administracion de
farmacos. El objetivo de este trabajo fue determinar la influencia de las nanoparticulas de quitosano
en la inmunizacion oral de ratones con los productos de excrecion y secrecion de las larvas
musculares de 7. spiralls.

Se prepararon cuatro formulaciones de nanoparticulas, la formulaciéon uno se preparé solo con el
quitosano (CHI), la formulacion dos consistio en los antigenos (PES) dentro de las nanoparticulas
(PES/D), la tres con los PES fuera de las nanoparticulas (PES/F), y la cuatro con los PES dentro y fuera
(PES/DF). Las formulaciones se administraron a grupos de diez ratones durante 20 dias por via oral a
una concentracion de 1 ug/mlL/dia (grupos 3 al 6) y, un grupo adicional de ratones (grupo 2), recibio
los PES por via oral. Adicionalmente se inmunizaron ratones por via parenteral: el grupo 7 (PES/AF) se
inmunizd con adyuvante de Freund y PES a una concentracion de 5 ug/mL, una vez por semana
durante cuatro semanas, el grupo 9 solo se administrd con adyuvante de Freund (AF) y el grupo 8
(PESp) solo con los PES. El grupo 1 (RS) no recibid tratamiento. Se determind la cinética de
anticuerpos sericos, coproanticuerpos y citocinas IL-4 e IFN-gamma. Al término del esquema de
inmunizacion, los grupos se infectaron con 300 larvas musculares de 7. spiralis y a los 7 dias PI se
recuperaron gusanos adultos, mientras que a los 45 dias PI se recuperaron larvas musculares.

Los anticuerpos séricos solo se observaron en el grupo PES/AF. Se observé que con respecto al grupo
RS, el CHI promueve una proteccion parcial (41%) en ausencia de los PES, la cual se incrementa en
presencia de los PES: 52% en los grupos PES/D y PES/DF y 45% en el PES/F. La mayor proteccion se
obtuvo con la formulacion de nanoparticulas PES/DF. El analisis de la respuesta inmune demostro un
incremento en la produccion de IFN-gamma sérico en el grupo CHI como en (+) PES/AF. No se
observo incremento en la produccion de IL-4 en ninguna de las formulaciones de las nanoparticulas
probadas.

La inmunizacion por via oral con las nanoparticulas de quitosano no estimuld la respuesta inmune
humoral, por ende, dicho biopolimero no mostré capacidad adyuvante. Por otra parte, el quitosano
estimuld la expulsion rapida de los gusanos adultos aun en ausencia de PES, y ademas, las
nanoparticulas mostraron ser un sistema transportador al ser administradas por via oral.



1. INTRODUCCION
Las enfermedades parasitarias, por su frecuencia y duracion son uno de los grupos de

patologias infecciosas mas prevalentes en el mundo, pues son causadas por organismos
patdgenos presentes en los animales o en los productos derivados de ellos. Por lo tanto, el
riesgo que suponen para la salud es enormemente variable dependiendo del agente invasor

y de la inmunidad del hospedador (Meslin et a/, 2000).

1.1 Agente etiolégico
Los nematodos del géenero Trichinella estan ampliamente distribuidos en todo el mundo con

excepcion de la Antartica, en donde no hay registro del parasito; todos ellos tienen distinta
distribucion geografica (cuadro 1) y se encuentran en un amplio rango de hospedadores,
como lo son animales carnivoros, humanos y hospedadores accidentales (Bruschi, 2012;
Pierres et al, 2000; Pozio y Murrel, 2006). Dicho helminto, habita en el tejido muscular y es
adquirido por la ingestion de carne cruda o productos de carne mal cocida que contienen a
la larva encapsulada o larva muscular (LM) (Dupouy-Camet, 2000), de ésta manera, cuando
los humanos fallan en el manejo apropiado de la carne de animales destinados al consumo o
en su control, puede ocurrir la transmision de alguna de las 12 especies de éste género
(figura 1), como por ejemplo, 7richinella spiralis (Owen, 1835), entre los animales domésticos

y silvestres (Pozio y Murrel, 2006).

Cualquier especie del género T7richinella es el agente etiologico de la enfermedad conocida
como triquinelosis (anteriormente conocida como triquiniasis o triquinosis) la cual es una
zoonosis transmitida por los alimentos y puede causar la muerte en casos severos (Dupouy-
Camet, 2000; Pozio y Murrell, 2006). Los brotes de triquinelosis han sido regularmente
reportados durante los dos siglos pasados y hay evidencia que sugiere que ésta enfermedad
parasitaria puede ser emergente- reemergente en algunas partes del mundo (Dupoy-Camet,
2000). En varios estudios, las ratas, los perros y los gatos han sido encontrados infectados con

Trichinella 'y pueden ser considerados un riesgo para la transmision de la infeccion a los



cerdos u otros animales dirigidos al consumo humano (Ortega-Pierres et a/, 2000). Una vez
que ocurre la infeccion en una poblacion de cerdos domeésticos, ésta puede ser perpetuada
por varios anos dentro del entorno vecino debido a los habitos alimenticios carrofieros de
éstos animales. Este problema es exacerbado cuando los restos de cerdos infectados con el

parasito en los mataderos son dispersados en el entorno local (Pozio et a/, 2009).

La historia moderna de la triquinelosis comienza en 1835, con el descubrimiento de la etapa
larvaria del parasito en la infeccion humana por James Paget y Richard Owen en Londres,
Inglaterra (Owen, 1835). Este Ultimo fue quien le asigno el nombre de 7. spiralis. Sobre los
siguientes 60 afios, nuevas revelaciones en el ciclo de vida del parasito, la epidemiologia vy el
diagnostico clinico resultaron de las investigaciones llevadas a cabo en Alemania por Fredrich
Zenker, Rudolf Virchow, Rudolf Leukart y otros (Pozio, 2006). Varios hallazgos importantes
surgieron varios afios después de su descubrimiento, pero el mas importante desde el punto
de vista de salud publica es el vinculo de la infeccion de 7. spiralis con la enfermedad humana
y la mortalidad, por F. Zenker en 1860. Este identificd y demostrd en una mujer fallecida que
el origen de la infeccion por 7. spiralis fue el cerdo y de ésta manera surgio la clara evidencia
de la transmision de dicho parasito de un animal al hombre (Nelson, 1988). De igual
importancia, fue el reconocimiento de que T7richinella sp. fue primeramente un parasito de
animales y que existié en ambos ciclos: el doméstico (puercos, roedores y mascotas) y en el
ciclo silvestre (pumas, jabalies, osos, etc) (Kozar, 1970). De ésta manera fue como el
conocimiento cientifico determind que T7richinella es un organismo patdgeno para los
humanos y animales, quienes se encuentran vulnerables en todo momento ante dicha

infeccion.

Desde el momento del descubrimiento de 7. spiralis hasta la mitad del siguiente siglo, fue
comunmente asumido que todos los casos de triquinelosis fueron causados por dicha
especie, sin embargo, 7. spiralis ha sido reconocida como el agente etioldgico de la mayoria

de las infecciones y muertes humanas alrededor del mundo y su patogenicidad es mayor que



las otras especies debido al elevado nimero de larvas recién nacidas (LRN) producidas por
las hembras (Pozio et a/, 1992) y por la fuerte reaccion inmune inducida en humanos
respecto a los otros genotipos (Bruschi et a/, 1999; Pozio, 2005). Mas de un siglo después,
éste parasito habfa sido reportado en mas de 100 diferentes hospedadores mamiferos
infectados experimental o naturalmente y se creyd que era la Unica especie con baja
especificidad de hospedadores y dispersion en todo el mundo por el intercambio de los
cerdos domesticos. Sin embargo, en las recientes décadas, la aplicacion de métodos
bioquimicos y moleculares en conjunto con los bioldgicos experimentales se ha descrito la

taxonomia asi como las especies y genotipos del género 7richinella (Tabla 1):

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de 7richinella spp. (Garcia, 2011).

Los 12 genotipos reconocidos son agrupados en dos clados distintos caracterizados por la presencia

0 ausencia de una capsula de colagena intramuscular. Asi, un clado es representado por todas las

Reino: Animalia
Subreino: Eumetazoa
Dominio: Eukaryota
Rama: Protostomia
Grado: Bilateria
Infrareino: Ecdysozoa
Superphylum: Aschelmintes
Phyllum: Nemathelmintes
Clase: Adenophorea
Subclase: Enoplia
Orden: Enoplida
Suborden: Trichinellina
Superfamilia: Trichuroidea
Familia: Trichinelloidea
Género: Trichinella
Especie: Trichinella spiralis Trichinella T8 Trichinella patagoniensis
(Owen, 1835). (Pozio ef al, 1992) (genotipo T12) (krivokapich
et al., 2008).
Trichinella nativa Trichinella murrelli Trichinella pseudospiralis
(Britov v Boev, (Pozio y la Rosa, 2002) (Garkavi, 1972).
1972).
Trichinella Té Trichinella T9 Trichinella papuae
(Pozio et al_, 1992). {Nagano et a/, 1999) {(Pozio et al, 1999).
Trichinella britovi Trichinella nelsoni Trichinella zimbabwensis
(Pozio ef al, 1992) (Britov y Boev, 1972). (Pozio et al, 2002).




especies y taxa que se encapsulan después de la invasion del tejido muscular del hospedador
(encapsuladas), y el otro en el que las larvas no se encapsulan después de invadir las células
musculares de mamiferos, aves, e incluso algunos reptiles (no encapsulado) (Gottstein et a/, 2009). En
el cuadro 1 se muestran las caracteristicas epidemiolégicas de las especies de T7richinella, todas

patdgenas para los humanos.

CUADRO 2. Caracteristicas epidemiolégicas de las especies y genotipos del género 7richinella (Gottstein et

al, 2009).

CLADO

ENCAPSULADO

Zonas del Artico y

Carne de morsa y Si, en musculos de

Trichinella nativa subértico de América,  Carnivoros silvestres
050 carnivoros

Asia y Europa

Zonas templadas de Mamiferos silvestres  Carne de jabali,
Si, en musculos de
Trichinella britovi Europa, Asia, Nortey  yrara vez en cerdo cerdo, caballo, zorros
. caballo y carnivoros
Oeste de Africa domestico y chacales

Estados Unidos de

Carne de 0so y
Trichinella murrelli América y sur de Carnivoros silvestres No
caballo
Canada

. Jabali'y cerdo
Trichinella nelsoni Este y sur de Africa Mamifferos silvestres | No
silvestre

| |

1

0



CUADRO 2 (continuacion). Caracteristicas epidemioldgicas de las especies y genotipos del género 7richinelia

CLADO NO
ENCAPSULADO
Mamiferos silvestres,
Trichinella
Cosmopolita aves y cerdo Carne de cerdo No
pseudospiralis
domésticos.
Cerdo silvestre y
Papla Nueva Guinea
Trichinella papuae cocodrilos de agua Carne de cerdo No
y Tailandia
salada
Zimbabwe, Cocodrilos de
Trichinella )
Mozambique, Etiopia,  granjas de Africay No documentado No
zimbabwensis
y Sudafrica varanos

1.2 Morfologia
Trichinella spiralis es un nematodo dioico y presenta tres estadios de desarrollo: el gusano

adulto (GA) (hembra y macho), la larva recién nacida (LRN) y la larva muscular (LM), la cual
presenta cinco estadios. La fase que se encuentra en musculo es la muda 1, mientras que de
la muda 2 a la 5 se encuentran en el intestino. Incluso se ha denominado que la muda 5

corresponde a los pre-adultos.

1.2.1 Gusanos adultos

Los machos adultos miden de uno y medio a dos milimetros de longitud por 40 um de
didametro, la extremidad anterior es mas delgada que la posterior (figura 1); en ésta Ultima
region presentan dos apéndices copuladores lobulados sin espiculas copulatrices y ademas
un testiculo que produce espermatozoides no flagelados de dos o tres cromosomas, de
modo que esto determina el sexo de la descendencia (Capd et al, 1996; De la Rosa y Gomez,

2004).
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Celulas musculares
Fluido interno
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Intestino posterior
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intestinal

Testiculo
Vesicula seminal

Cloaca

Apéndices
copuladores

Figura 1. Macho adulto de Trichinella spiralis. El gusano adulto maduro se caracteriza por tener dos

pares de papilas genitales, las cuales se observan de color blanco en la parte inferior de la figura

(Villela, 1970).

Las hembras miden de tres a cuatro milimetros de longitud por 60 um de diametro y tienen
el extremo posterior romo y redondeado, poseen un solo ovario que se localiza en la parte
posterior y produce ovulos con tres cromosomas, luego sigue el Utero y después la vulva,
cerca de la mitad del esticosoma (figura 2). Por cada dos hembras hay un macho; y se ha

estimado que cada hembra larvipone de 500 a 1500 larvas recién nacidas, esto lo hacen en

una sola ocasion (Gottstein et a/, 2009).
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-Eelulas musculares

I:I Fluido interno

I:I Utero

0.1 mm

Larvas recién
nacidas

Recto

Figura 2. Hembra adulta. El gusano hembra puede diferenciarse del macho por tener el extremo
posterior romo y redondeado. En la porcién ventral, la vagina se extiende en la parte posterior hasta
el Utero, donde se observa que contiene en su porcidn anterior larvas y huevos; en la region posterior,

detras del Utero y cerca de la abertura anal, se encuentra el ovario (Villela, 1970).
1.2.2 Larva recién nacida

Conocidas como larvas de primer estadio o juvenil uno (figura 3), miden 120 pm de longitud
por siete micras de diametro y tienen un conjunto de ceélulas, quiza germinales, pero no
organos; en ésta fase aln no se forma el esticosoma. Dicha etapa representa la fase de
invasion al musculo. Este estadio es el Unico del parasito que posee un estilete tipo cuchillo,

localizado en su cavidad oral y lo usa para abrir un agujero en las células del hospedador; de

13



ésta forma, la larva atraviesa el epitelio del intestino delgado para transportarse por los vasos
linfaticos o por el flujo sanguineo y distribuirse en varios érganos, o sitios predilectos del
cuerpo, principalmente los musculos altamente oxigenados (de la Rosa y Gomez, 2004;

Dupouy-Camet, 2000).

Figura 3. Larva recien nacida y gusanos adultos. Se observan ejemplares de los estadios adultos
macho y hembra y abundantes LRN de 7. spiralis. Notese los apendices caudales lobulados en el

macho y el menor tamafio de éste con respecto a las hembras (de la Rosa y Gomez, 2004).

1.2.3 Larva Muscular

También conocida como larva infectiva o juvenil dos, es la fase de desarrollo que se
caracteriza por su importancia en la transmision, la patogenia y el diagnéstico de la
triquinelosis. Alcanzan a medir hasta un milimetro de longitud por 40 pym de diametro y se
encuentran en el musculo esquelético dentro de una capsula de colagena (figura 4) de tipo IV
y de tipo VI, denominada “célula nodriza” (de la Rosa y Gomez, 2004). Normalmente la LM se

encuentra dentro de una capsula, aunque en infecciones masivas se han encontrado dos o

[ 14



tres LM en algunas células nodrizas (Ramirez-Melgar et a/, 2008); ésta se forma por la
interaccion de la LM con el miocito, es de forma ovalada y mide de 250 a 500 micras, cabe
mencionar que tal estructura se encuentra rodeada de un plexo de vénulas formado por una
accion geénica provocada por el parasito, al parecer, éstas vénulas tienen la finalidad de
eliminar los desechos metabdlicos, asi como de proveer nutrientes. Se ha argumentado que
su funcion es la de proteger al helminto del ataque del sistema inmune del hospedador, asi
como brindarle crecimiento, desarrollo y mantenimiento del parasito durante su vida en ese
nicho esencial (Despommier, 1998). El esodfago consiste en una parte anterior pequefia y
musculosa, seguida de una parte posterior mas ancha y glandular llamada esticosoma,
integrada por esticocitos, los cuales poseen granulos secretores cuyos productos antigénicos
se descargan hacia la luz del eséfago y de ahf al exterior del parasito. El tubo digestivo se
prolonga hasta el intestino de tipo tubular y culmina en una cloaca (de la Rosa y Gomez,

2004).

Células
musculares

I:I Fluido interno
I:I Primordio genital
- Anillo nervioso

~ | Esticosoma

- Intestino medio
I:I Intestino posterior

0.1 mm

Figura 4. Larva muscular de Trichinella spiralis. Presenta cuticula, anillo nervioso, intestino, primordio
genital y eso6fago, que estd rodeado por una estructura glandular en su extremo posterior llamada

esticosoma, la cual, esta formada por un cordén compacto de células dispuestas linealmente llamadas

15



esticocitos (45 a 55 esticocitos), que ocupan la mitad de la region anterior de la larva y liberan los
componentes de excrecion/secrecion del parasito, involucrados en la formacion de la célula nodriza

(Villela, 1970).

1.3 Ciclo de vida de Trichinella spiralis
El amplio intervalo de las especies hospedadoras de 7richinella comprende gran cantidad de

especies de mamiferos, sin embargo, el hecho de que algunos marsupiales, aves, y reptiles
puedan estar infectados, sugiere que éste género podria haber estado asociado con
dinosaurios carnivoros y antiguos mamiferos. Los hominidos podrian haber adquirido
Trichinella cuando cambiaron el modo de vida y dejaron de habitar en los arboles para
ocupar la sabana africana y volverse nédmadas carnivoros. La domesticacion de los cerdos
hace 10,000 afios aproximadamente en Asia creo un permanente reservorio de parasitos

para los humanos, limitado por el uso del fuego (Dupouy-Camet, 2000).

Trichinella spiralis es un parasito intracelular y tiene un ciclo de vida directo (Figura 6), el cual
presenta dos fases de desarrollo, una a nivel intestinal (fase entérica), y la otra en el tejido
muscular (fase parenteral); en la primera el GA invade las células columnares epiteliales del
intestino delgado o enterocitos, y en la segunda la LM invade a los miocitos del musculo
esquelético estriado (Despommier, 1993). Los humanos, cerdos y caballos representan a los
hospedadores definitivos mas importantes desde el punto de vista veterinario. La transmision
del nematodo comienza cuando un hospedador consume tejidos musculares crudos o mal
cocidos que contengan al estadio juvenil 2 o LM (Bruschi y Murrell, 2001). Tras la ingesta,
dicha larva es liberada de la capsula de colagena y del tejido que la rodea por la accion de la
pepsina y del acido clorhidrico en el estbmago y ésta es entonces llevada al intestino
delgado. La epicuticula se vuelve parcialmente digerida y esto permite al parasito recibir
sefiales del ambiente, y selecciona el sitio de infeccion en el intestino delgado (Capo et al,

1996; Wright et a/, 1987) (figura 5).
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Figura. 5. Esquema del nicho intestinal de

T. spiralis. Se observa la invacion de la LM a las
células columnares del intestino delgado. Barra de
escala= 400u. Despommier, 1978.

Posteriormente, las larvas mudan cuatro veces, se vuelven adultos sexualmente maduros (en
aproximadamente 30 horas post-infeccion) y es entonces cuando penetra los enterocitos del
yeyuno. Después de aproximadamente una semana posterior a la infeccion los gusanos
hembras adultos que han sido previamente fecundadas liberan al primer estadio larvario o a
las larvas recien nacidas (Bruschi, 2012; de la Rosa, 2012). La expulsion de los GA del intestino
del hospedador es la expresion final de la inmunidad y ocurre varias semanas después de la
infeccion, cuando es establecida la respuesta inmune intestinal y los mecanismos efectores
inmunes afectan la viabilidad de los parasitos, resultando en la continua expulsion de gusanos
adultos (Capo, 1996; Villela, 1970; Gottstein et a/, 2009). La LRN atraviesa la lamina propia
para transportarse por los vasos linfaticos o por el flujo sanguineo y se distribuye en varios
organos, incluyendo el miocardio, cerebro, pulmones, o sitios predilectos del cuerpo
(principalmente los musculos altamente oxigenados como el diafragma, musculos
maceteros, y la lengua), provocando dafio en tejidos, incluso puede resultar en severas
lesiones, particularmente cuando la larva migra al corazon o al cerebro (Bruschi y Murrel,
2001; Dupouy-Camet, 2000; Gottstein et a/, 2009). Por lo tanto, solo las LRN que invaden los
miocitos o las fibras del musculo esquelético pueden sobrevivir (Bruschi, 2012). Cabe
mencionar que la mayoria de las células mueren como resultado de la invasion por éste
gusano, pero los miocitos del musculo esquelético son la uUnica excepcion (Villela, 1970).

Después de que las LRN de 7. spiralis invaden dichas células inducen la formacion gradual de
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una capsula de colagena, conocida como célula nodriza. Una vez que se encapsulan, ahi
mismo se desarrollan en la etapa infectiva o LM, sin que ocurra proceso de muda, entre el dia
21 y el 30 post-infeccion (Bruschi, 2012; Gottstein et a/, 2009). El metabolismo anaerobio de
la LM dentro de dicha célula le permite su supervivencia en carne extremadamente podrida.
De esta manera, la temperatura ambiental y la humedad juegan un importante papel en la
transmision de 7richinella entre los organismos de vida silvestre (Pozio, 2000) y en los
productos carnicos (usualmente de cerdo que contiene viable a la LM) destinados al consumo
humano (Medina-Lerena et a/, 2008). El complejo parasito-célula nodriza puede vivir, tanto,
como el hospedador viva, aunque en la mayoria de casos no sucede asi y es calcificado

varios meses o algunos afos después de su formacion (Gottstein et a/, 2009).

En el caso de las especies del género T7richinella no encapsuladas, las larvas no inducen la
formacion de una capsula de colagena. La infectividad larvaria puede ser conservada por
varios afios, dependiendo de la especie hospedadora. La larva parece no ser patégena para
los hospedadores naturales (excluyendo al humano) a menos que una gran cantidad de
larvas se instalen en los musculos (Bruschi, 2012). Con el fin de propagar el ciclo de vida de
dicho parasito, éste Ultimo estado (LM) debe ser ingerido por otro animal mamifero. El
comportamiento canfbal y carrofiero es comun entre la mayoria de carnivoros silvestres
como los 0sos, jabalies, morsas, etc., e incluso en animales sinantrépicos (como las roedores,
mapaches, etc.), por lo que el comportamiento de los animales es de gran importancia para
contribuir a perpetuar el ciclo de vida de éeste nematodo (Gottstein et a/, 2009; Pozio, 2000 y

2005).

También se han registrado brotes humanos en Europa, Asia, Africa, América (Kapel, 2000)
ocasionados por distintas fuentes de infeccion de T7richinella como la carne de caballo
(considerado un hospedador inusual), rata de campo, perros e incluso gatos, asi como por el

consumo de carne de algunos animales de caza deportiva infectados (como los ciervos),
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permitiendo la coexistencia del ciclo de vida silvestre y domeéstico del parasito (Figura 6)

(Dupouy-Camet, 2000).

Figura 6. Ciclo de vida de Trichinella sp. (A) Los principales recursos de la infeccion por T7richinella sp.
en humanos son los puercos, caballos, jabalies, perros, morsas, zorros y 0sos, los cuales albergan en
el musculo esquelético a las LM. Durante la fase enteral (B), el tejido muscular es digerido en el
estdmago, y las LM son liberadas (1); las LM penetran en la mucosa del intestino delgado y llegan a la
fase adulta en las 48 horas post-infeccion (PI), dando lugar a machos y hembras adultos, los cuales se
aparean (2); a partir del quinto dia PI y hasta la segunda semana post-infeccién, las hembras liberan
LRN las cuales se dirigen y viajan por los vasos linfaticos (3). En la fase parenteral, las LRN llegan al
musculo estriado y penetran activamente en la célula muscular (4), la larva crece hasta desarrollarse
como LM, originando de esta manera la fase infectiva (5) y, después de un periodo de tiempo

(semanas, meses, 0 afios) ocurre un proceso de calcificacion (6) (Gottstein et a/, 2009.)

19




1.4 Epidemiologia
Trichinella spiralis muestra una distribucion cosmopolita, ya que ha sido introducida

pasivamente en varias partes del mundo por cerdos domeésticos y ratas sinantropicas. El
comercio de cerdos domeésticos y la migracion de ratas cafés (Rattus norvegicus) de Asia,
podrian haber favorecido la dispersion de éste parasito en Europa y la colonizacion por
europeos pudo haber sido responsable para su dispersion en norte, centro y el sur de
América (Pozio, 1995); aunado a ello, los diferentes habitos alimenticios, culturales,
incluyendo el consumo de carne cruda o mal cocida de diferente origen animal, representan
los principales factores que favorecen la infeccion humana en paises en desarrollo y
desarrollados, en donde la manipulacion o preparacion de los alimentos junto con las pobres
condiciones sanitarias asi como la falta de controles veterinarios puede facilitar la ocurrencia
de la mas importante zoonosis transmitida por los alimentos (Bruschi, 2012; Kappel, 2000;

Murrell y Pozio, 2000;).

Epidemiologicamente la triquinelosis tiene zonas endémicas mas o menos definidas con
algunas areas en donde la prevalencia es mayor. Generalmente, la enfermedad en el hombre
se presenta como brotes bien definidos por el antecedente de ingestion de carne infestada
(Bari et al/, 1990). Se ha estimado que cada afo ocurren 10,000 casos de triquinelosis
mundialmente (CDC, 2012) y cabe mencionar, que la mayoria de los reportes
epidemioldgicos y evaluaciones sobre éstos parasitos en animales domesticos y silvestres

estan relacionados con los brotes en humanos (Pozio, 2007).

Considerando todos los paises del mundo, las infecciones por 7. spiralis en animales
domeésticos (principalmente el cerdo) han sido documentadas en 43 palises (21.9 %), mientras
que las infecciones en la fauna silvestre han sido documentadas en 66 paises (33.3 %) en
animales como: jaball (Sus scrofa), zorro (Pseudalopex gracilis), armadillo (Chaetophractus
villosus), zarigUeya (Didelphis albiventris), capibara (Hydrochoerus hydrochaeris), zorro gris

(Lycalopex gymnocercus), castor (Myocastor coypus), zorrillo (Conepatus chinga) hurdn
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menor (Galictis cuja), gato silvestre (Felis geoffroy)) y puma (Puma concolon y en animales
sinantropicos como la rata gris (Rattus norvegicus) y raton (Mus musculus) (Bruschi, 2012;

Ribicich et a/, 2010).

Por otra parte, la triquinelosis humana ha sido reportada en 55 paises (27.8 %) del mundo
(Pozio, 2007); también se han registrado brotes humanos en Asia y Africa ocasionados por
distintas fuentes de infeccion de T7richinella como la rata de campo, perros e incluso gatos
(Dupouy-Camet, 2000); por lo tanto, la triquinelosis sigue siendo una preocupacion para
trabajadores de la salud publica en todo el mundo, ya que ha sido reportada, incluso, en
esquimales del Artico de Canada, pobladores de Thai y Laotian, viajeros de Africa, Turquia,
Egipto, Asia, antigua Yugoslavia, México, Groenlandia y en agricultores de Argentina, Polonia,
Croacia, Rusia, Rumania y China (Dupouy-Camet, 2000). Dicha parasitosis no solo es un
problema de salud publica por la afeccion a los humanos, sino que también representa un
problema econdmico en la produccion animal porcina y la seguridad alimenticia (Gottstein et
al, 2009). Debido a la predominante importancia de la infeccion zoondtica, los principales
esfuerzos en muchos paises se han enfocado en el control o la eliminacion de 7richinella de
la cadena alimenticia. La figura 7 muestra la distribucién geografica de los taxas de 7richinella

en el mundo.

Actualmente se sabe que la triquinelosis es frecuente donde el cerdo (doméstico o salvaje) es
un componente importante en la dieta, por lo tanto, el mas importante recurso de la
infeccion humana en todo el mundo es el cerdo doméstico (Bruschi, 2002), pero, por
ejemplo, en los palises industrializados de Europa como Francia e Italia la carne de caballo
(considerado un hospedador inusual) y de jabalies han jugado un papel importante en los
brotes durante las pasadas tres décadas. Aunque los bovinos podrian ser excepcionalmente
infectados (Murrel, 1994), ellos nunca han sido involucrados en brotes. Cabe mencionar, que
los recientes incrementos en la prevalencia e incidencia han sido observados en varias

granjas en los paises del noreste de Europa, la cual se ha considerado como zona epidémica
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debido

a que se presentan casos frecuentes. Tales incrementos han sido relacionados

principalmente a una reducida eficacia de los controles veterinarios en la produccion de

animales susceptibles a la infeccién asi como en la importacion de carne de paises donde la

triquinelosis es endémica (Dupouy-Camet, 2000; Gottstein et a/, 2009). Esto representa un

serio problema para el comercio de la carne dentro de la Unidon Europea y para la

exportacion de cerdos a los paises externos a la Union Europea (Gottstein et a/, 2009).
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Figura. 7. Distribucién del género Trichinella en el mundo. El mapa muestra la distribucion mundial de

los 12 tipos genéticos del genero T7richinella (de la Rosa, 2012).

En centro y sudamérica el agente etioldgico de los casos y brotes de las infecciones de

Trichinella en humanos y animales que se ha documentado, ha sido 7. spiralis; sin embargo,

solo en unos cuantos casos habia sido identificada apropiadamente la especie del parasito.
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Dichos reportes se han registrado en varios estados de México asi como en varias provincias

de Argentina y en varias regiones de Chile, Bolivia, Uruguay y Venezuela (Ortega et a/, 2000).

En México, aunque no existen datos precisos sobre la prevalencia y distribucion de ésta
parasitosis, se ha documentado la aparicion de casos y brotes epidemioldgicos aislados en:
humano, cerdo, caballo, rata, gato y perro en diferentes entidades federativas del territorio
nacional (figura 8), prevaleciendo los estados de Zacatecas, Estado de México, Durango vy
Ciudad de México (de la Rosa y Beltran, 1996; Ortega et a/, 2000). En las investigaciones de
dichos reportes epidemiolégicos identificaron, al igual que en varias partes de todo el mundo
que los cerdos también son la fuente de infeccion humana mas importante, como ocurre en
varias localidades hoy en dfa, debido a que muchos de éstos animales se crian en traspatio
alimentados con restos y cadaveres de roedores carrofieros (de la Rosa y Correa, 1996,
Quiroz y Landeros, 1988). De hecho, Martinez-Marafidn (1985) sugirid que las costumbres de
las poblaciones humanas favorecen la transmision del helminto, ya que, por un lado se crean
cotidianamente basureros dentro y fuera de los poblados en los que se depositan desechos
alimenticios y de animales muertos y por otro, la red de carreteras en zonas rurales y
forestales ha incrementado la tasa de mortalidad en animales silvestres y domesticos porque
son arrollados por los automoviles que por ahi transitan; de esta manera los cadaveres
quedan expuestos al consumo de animales que deambulan libremente como el perro, cerdo

y algunos roedores.
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Figura 8. Estados de la Republica Mexicana con brotes de triquinelosis humana y en otros animales
reportados. Los estados con alta prevalencia (M) (mas de 100 casos reportados desde 1895 a la
fecha) incluyen Durango (1), Zacatecas (2), Estado de México (3), ciudad de México (4); Los estados
con mediana prevalencia () (entre 50 y 99 casos reportados) son: Chihuahua (5), Jalisco (6),
Michoacan (7); los estados con baja prevalencia (M) (menos de 10 casos reportados)son:
Aguascalientes (8), Sonora (9), Hidalgo (10), Querétaro (11), Guerrero (12), Guanajuato (13), Veracruz
(14) y Nuevo Leodn (15), segun lo compilado por Ortega et a/, 2000. Los Estados con casos reportados
entre 2001 y 2002, con excepcion de San Luis Potosi, para el cual se registrd la presencia de
anticuerpos (de la Rosa et a/, 1998) (M): Baja California Sur, Sinaloa, Tabasco y Chiapas (Secretaria de

Salud, 2002).

1.5 Enfermedad
La triquinelosis es considerada una parasitosis emergente/reemergente en algunos paises

debido a las implicaciones médicas y veterinarias que se originan por su transmision entre

humanos y animales destinados al consumo humano, como los cerdos (principalmente) y
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caballos (Bruschi y Murrell., 2002). Por lo tanto, sélo los humanos son clinicamente afectados
(Gottstein et a/, 2009) y esto puede provocar una seria morbilidad y mortalidad (Mitreva y
Jasmer., 2006); aunque, al igual que otras parasitosis, la gravedad del padecimiento depende
de la carga parasitaria, por ende, puede ocasionar pérdidas econdémicas en horas trabajo-
hombre asi como en la pérdida de animales destinados al consumo humano (de la Rosa y

Beltran, 1996).
1.5.1 Triquinelosis en animales domésticos

La infeccion por 7. spiralis usualmente sélo es subclinica en los animales domésticos, aunque
también se puede encontrar entre animales silvestres y algunos sinantropicos, por lo tanto, se
transmite entre ambos ciclos biolégicos (Mitreva y Jasmer, 2006, Murrel y Pozio, 2000;
Roberts et a/, 1994) como resultado del inapropiado manejo de los humanos en la cria de los
cerdos o cuando no existe adecuado control veterinario, pues generalmente se infectan al
consumir restos de otros cerdos infectados, o por otras vias de transmision de menor
importancia epidemioldgica: (1) consumo de ratas infectadas; (2) consumo de heces de
cerdos que previamente habian consumido carne infectada (1-2 dfas); (3) consumo de
animales sinantropicos o silvestres infectados y (4) por la mordedura e ingesta de la cola de
cerdos infectados. Aunque el principal problema de las granjas colectivas de cerdos que ha
incrementado la prevalencia de la triquinelosis domeéstica en los ultimos afios es la
fragmentacion de la cria de éstos en espacios pequefios y sin supervision veterinaria, la falta
de control de ratas, y el incremento en los vertederos de basura con restos de cerdos y de
animales silvestres infectados con 7richinella (Pozio, 2000). Esta elevada prevalencia se debe a
malas condiciones socioeconémicas y a la falta de educacion para prevenir éstas

enfermedades parasitarias.
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1.5.2 En animales silvestres

Las especies silvestres del género T7richinella como la especie 7. spiralis, en animales
sinantropicos, pueden ser mantenidos en vida silvestre por afios, sin algun vinculo con el
ambiente de los humanos. Sin embargo, el inadecuado comportamiento humano, por
ejemplo, el uso de carne de animales de caza como alimento para animales domésticos, las
pobres medidas sanitarias de las granjas donde los cerdos domeésticos (y jabalies) estan en
contacto con animales silvestres, asi como los habitos de los cazadores en donde utilizan los
esqueletos de animales carnivoros como cebo para otros carnivoros, elevan el riesgo de que
se infecten los cerdos domésticos. Estos comportamientos riesgosos han establecido nuevos
focos de triquinelosis doméstica, principalmente debido a 7. spiralis, pero algunas veces
también debido a 7. pseudospiralis'y T. britovi. Por lo tanto, el patron de transmision de T.
spiralis en vida silvestre esta fuertemente relacionado a su presencia actual o previa en el
habitat domestico (por ejemplo: el area de distribucion de dicho parasito consiste en regiones
con cria de porcinos) (Appleyard et a/, 1998). En regiones donde la prevalencia de 7richinella
en la vida silvestre es elevada, provoca que los animales puedan estar expuestos mas de una

vez durante toda su vida (Pozio et a/, 1997 y 1998).
1.5.3 Triquinelosis en humanos

La triquinelosis humana puede presentarse como una infeccibn de grupo, como casos
esporadicos o como el primer caso indice de un brote; porque puede tener varios grados de
severidad, desde asintomatica hasta letal y en algunos casos puede estar acompafiada de
diferentes manisfestaciones clinicas que enmascaran la enfermedad y hacen que se
confundan con otras infecciones de microorganismos como: dengue, fiebre tifoidea,
brucelosis, leptospirosis, y todas aquellas que pasan por un sindrome febril y dolor muscular

(Bruschi'y Murrell, 2002).
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Existen casos asintomaticos y otros con sintomatologia tan leve que no permiten hacer el
diagnostico adecuado. Con respecto a la dosis de infeccién, la dosis minima necesaria para
causar triquinelosis sintomatica se estima que se encuentra en el intervalo que va de 70 a 150
larvas (Murrell y Bruschi, 1994). Por lo tanto, la gravedad de la triquinelosis humana depende
de la especie de T7richinella, del numero de parasitos ingeridos, de su estado evolutivo y de la
intensidad de coccion de la carne (Chavez—Ruvalcaba, 2006). Basicamente, el curso clinico de
la infeccion por 7. spiralis en el humano comprende dos sindromes correlacionados con las
fases del ciclo vital: uno gastrointestinal (durante la fase enteral) y uno febril (durante la fase
parenteral) (Capo y Despommier, 1996; de la Rosa, 2012).

Por lo general, los individuos que se infectan en un brote después de comer carne
contaminada son asintomaticos, al igual que la mayoria de los pacientes infectados en casos
esporadicos individuales, quienes experimentan diarrea temporal y nausea (Kociecka, 1993)
relacionados a la penetracion de la mucosa intestinal. De esta forma, la primera semana de la
fase enteral en pacientes con una infeccion moderada a severa esta asociada con: dolor
abdominal, diarrea, vomito, malestar y fiebre de bajo grado, todos estos sintomas pueden
variar en severidad y duracion de solo unos pocos dias (Cap6 y Despommier, 1996; Murrell y
Bruschi, 1994) incluso la diarrea puede extenderse hasta la fase parenteral y algunas veces la
enteritis provoca la muerte (Bruschi y Murrel, 2001; de la Rosa et a/, 1995). Cuando hay la
sospecha clinica de una triquinelosis se debe averiguar el antecedente de ingestion de carne
de cerdo infestada por 7. spiralis, lo cual es importante en zonas endémicas. Entre el
momento de la ingestion de carne infestada y la aparicion de sintomas transcurre
generalmente de una a dos semanas Pl (Botero y Restrepo, 1992), aunque algunas veces
puede durar de dos a siete semanas , ya que las alteraciones intestinales se desarrollan en

varias etapas de la invasion (de la Rosa y Correa, 1996; Kociecka, 2000).

De la segunda hasta la sexta semana P], la fase enteral esta aun presente, pero los sintomas

que se correlacionan con la etapa intestinal se abaten (Capd y Despommier, 1996). Durante
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la fase parenteral los signos y sintomas que se presentan, son debido a la migracion de las
LM asi como a la invasion de las células musculares (Murrell y Bruschi, 1994), por ende, los
musculos son los mas afectados, incluido el miocardio (taquicardias en infeccion masiva),
aunque también puede haber trastornos del sistema nervioso central, los pulmones
(trastornos respiratorios en infeccion masiva), los rifiones y la piel. El sindrome se caracteriza
por edema facial o periorbital, mialgia, fiebre persistente, cefalea, hemorragias y petequias
subconjuntivales, anorexia y dolor de cabeza. La invasion de las células musculares por las
LRN causan sintomas que emiten a la polimiositis. Los musculos de la respiracion, el habla, la
masticacion y la deglucion pueden resultar afectados (debilidad muscular). La fiebre es por lo
general, remitente, aumenta hasta los 39 °C o0 mas, se mantiene elevada durante varios dias y

después cede gradualmente (de la Rosa y Correa, 1996; Gottstein et a/, 2009).

Por lo tanto, el periodo de incubacion, depende de la severidad de la infeccién pero ademas
se ha observado que en las formas mas severas, el periodo de incubacion generalmente es
mas corto. Especificamente cuando el tiempo de incubacion es de una semana se trata de
una triquinelosis grave, cuando es de dos semanas es moderadamente grave y en los casos
de tres a cuatro semanas se habla de una triquinelosis subclinica o asintomatica (Dupouy—

Camet, 2000).

1.6 Prevencion y control
Los enfoques tradicionales para la prevencion y control incluyen las medidas adecuadas para

la cria de cerdos (bajo estricto control veterinario y uso de forraje certificado), inspeccion de
los cadaveres de cerdos en los mataderos, las medidas de procesamiento para inactivar
parasitos y la educacion a los consumidores en cuanto a los métodos apropiados del manejo
de la carne, asf como del riesgo de consumo de carne cruda, y también el control de todos
los animales susceptibles (domésticos y silvestres por un método de digestion artificial

estandarizado en el momento del sacrificio o después de la caza) los cuales han sido
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aplicados exitosamente (Dupouy-Camet, 2000; Gajhadar y Gamble, 2000; Gottstein et al,
2009).

1.6.1 Prevencién y control: en animales

Aunque el ciclo doméstico puede ser erradicado con estrategias apropiadas, la presencia de
7. spiralis entre los carnivoros silvestres representa un gran recurso de infeccion para los

cerdos domeésticos que viven en la misma area (Murrel y Pozio, 2000).

La Unica medida que puede ser implementada para reducir la prevalencia de la infeccion
entre la vida silvestre es informar a los cazadores para evitar que abandonen los cadaveres
de animales en el campo después de desollarlos o eliminarlos y desechar las entrafias
apropiadamente, ya que, de no hacerlo, se incrementa la probabilidad de transimision a

nuevos hospedadores (Pozio, 2001; Pozio et a/, 2001).

En paises donde la infeccion de los cerdos ha sido practicamente eliminada y la triquinelosis
humana es poco frecuente, los métodos alternativos para continuar con la seguridad de que
los cerdos se encuentren libres de T7richinella estan siendo considerados. Uno de estos
enfoques es implementar y mejorar las buenas practicas del manejo de las granjas (la
mayoria de dichas practicas estan relacionadas a la higiene en general) las cuales reducen o
eliminan el riesgo de exposicion de los cerdos a 7richinella (Gajhadar y Gamble, 2000;

Gottstein et al, 2009; van Knapen, 2000).

1.6.2 Prevencién y control: en humanos

En paises donde la inspeccion de carne para 7richinella sp. no es obligatoria, otras estrategias
son aplicadas para prevenir y reducir los riesgos de infeccion. En Estados Unidos, por
ejemplo, se recomienda a los consumidores sobre el procedimiento para el manejo

apropiado de la carne (por ejemplo, la coccion, la congelacion y la adecuada preparacion)
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para matar cualquier T7richinella sp. presente, se recomienda cocinar la carne a una
temperatura no inferior a los 71 °C al menos durante un minuto. También se exhorta a los
consumidores a congelar la carne de cerdo ya sea a -30 °C por seis dfas, a -23 °C por 10 dias
0 a -15 °C por 20 dfas, si la carne tiene un grosor menor a los 15 cm. Estas temperaturas
pueden no ser adecuadas, como en la carne de animales de caza silvestre infectada con
especies como /. nativa, la cual es resistente a la congelacion; por lo tanto, la adecuada
preparacion de la carne de cerdo para matar a 7richinella sp. es dificil de estandarizar. La
produccion comercial de los productos derivados de cerdo listos para su consumo es llevada
a cabo bajo estricto control de las agencias reguladoras para brindar seguridad alimenticia

(Bruschiy Murrel, 2001; Gottstein et a/, 2009).

En México, se han hecho considerables esfuerzos respecto a la proteccion de los
consumidores a la exposicion a 7. spiralis en la carne de cerdo, los cuales incluyen una
postura obligatoria en la inspeccion de cadaveres de cerdos y caballos en mataderos (NOM-
194-SSA1-2004). Adicionalmente, las campafias de educacion a los consumidores que
muestran temperaturas apropiadas de coccion, han sido creadas para representar carne
potencialmente infectada y se vuelva segura para su consumo, pero tales campafias son
escasamente realizadas (Ortega-Pierres et a/, 2000). Sin embargo, en previos reportes se ha
demostrado que la cepa Mexicana de 7richinella es resistente a congelacion por no mas de

tres dias (Medina-Lerena et a/, 2009).

El diagndstico de la triquinelosis deberia ser basado en tres criterios principales: (1) hallazgos
clinicos (reconocimiento de los signos y sintomas de la triquinelosis); (2) hallazgos de
laboratorio  (parametros de laboratorio no especificos, como: eosinofilia y enzimas
musculares, deteccion de anticuerpos y/o deteccion de larvas en una biopsia muscular) asi
como (3) investigacion epidemioldgica (identificacion del recurso y origen de la infeccion asi
como estudios de brotes) (Gottstein et a/, 2009). De ésta manera, solo es posible llevarlo a

cabo en el periodo de invasion muscular, cuando se presentan manifestaciones que pueden
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orientar a un diagnostico presuntivo que debe ser confirmado por el laboratorio (Ortega-
Pierres, 1995). Para apoyar el diagnodstico clinico se han planteado métodos directos
(demuestran la presencia de las larvas infectivas en el musculo esquelético) e indirectos
(detectan anticuerpos especificos). En el caso del diagnostico directo existen varias técnicas
parasitoscopicas, como la triquinoscopia (compresion de un fragmento de musculo entre dos
portaobjetos y su observacion en el microscopio estereoscopico), tambien la digestion
artificial del musculo (mediante una solucion de pepsina y acido clorhidrico) y los cortes
histopatologicos (Au et a/, 1983), cabe mencionar, que el aislamiento del tejido muscular no
se puede llevar acabo antes de los 17 a los 21 dias PI debido a que la larva no es resistente

aun a la digestion (Brushi y Murrel, 2001).

En cuanto a los métodos de diagndstico indirectos, las técnicas inmunoldgicas han sido de
gran valor para confirmar la parasitosis. El Inmunodiagnostico se basa en la busqueda de
anticuerpos especificos en muestras de suero, usando extractos totales o antigenos
purificados de la LM o larva infectiva. Actualmente, el Ensayo Inmuno-enzimatico (ELISA),
Inmunoelectrotransferencia (IET) o Western blot (WB), son las técnicas de diagndéstico que se
usan con mayor frecuencia. Por su versatilidad, el ELISA se ha empleado para evaluar la
presencia de anticuerpos en sueros provenientes de casos clinicos y de estudios
epidemioldgicos, teniendo una sensibilidad y especificidad entre el 76 y 94 %,
respectivamente, pero existe un nuevo ELISA de placa fina el cual presenta una especificidad
y sensibilidad del 91% para ambos parametros. Sin embargo, la desventaja reside en la
imposibilidad de discriminar entre una exposicion actual o pasada ya que animales
inmunoldgicamente positivos generadores de una alta respuesta inmune pueden terminar la
infeccion expulsando a los GA del intestino evitando asi el asentamiento de la LM (Garcia,
2011; van Knapen et a/, 2000). Aunque el empleo de extractos crudos le dan a esta técnica
una alta sensibilidad, existe la posibilidad de que haya algunas reacciones cruzadas con otros

parasitos (Au et al, 1983); estas reacciones disminuyen cuando se emplean antigenos de
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excrecion y secrecion de la LM; ademas, se ha propuesto que para establecer el
inmunodiagndstico certero es necesario utilizar dichos antigenos o los que contengan un
epitopo de D-tivelosa (Ortega-Pierres et al, 1996). Otra técnica que se apoya en la
reactividad contra dichos antigenos de 7. spiralis es el WB, la cual puede ser una técnica
confirmatoria en el diagndstico (de la Rosa, 2000; Gomez-Priego et al, 2000), ya que
presenta una mayor especificidad con respecto a un ELISA; debido a que los sueros de
pacientes con triquinelosis reconocen un patrén antigenico caracteristico cuando se
confrontan con los productos de excrecion y secrecion de la LM. La utilizacion de este
inmunoensayo para determinar la presencia de anticuerpos contra 7. spiralis se convierte en
un indicador de gran valor para identificar la enfermedad en grupos de riesgo, considerando
que el suero de pacientes con triquinelosis y el de animales infectados reconoce un triplete
de antigenos (45, 49 y 55 kDa) que se considera de valor diagnostico (figura 9) (Tinoco-
Veldzquez et al, 2002), cuya presencia o ausencia es utilizada muchas veces en la

confirmacion de los resultados obtenidos por ELISA.

Figura 9. Inmunodiagndstico de Trichinellosis. anélisis por WB de sueros de pacientes y
secreciones de los PES de las LM de 7. spiralis. A la izquierda se muestran dos tiras de
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nitrocelulosa que indican el suero testigo positivo (TP), en el centro 22 sueros de humanos
(IET-POS) y a la derecha cuatro sueros testigo negativos (TN). No obstante que el patron es
homogéneo, la intensidad de la respuesta no es igual para todas las muestras (de la Rosa y
Gomez, 2004).

Los métodos directos e indirectos nombrados sirven para identificar al agente de la infeccion
como el género Trichinella sp. pero para identificar especies 0 genotipos se utiliza la técnica
de PCR o sus variantes PCR — tiempo real y PCR multiplex, que detecta el ADN del parasito
con una sensibilidad de 0.001 lpg (larvas por gramo). La identificacion de diferentes
genotipos permite hacer la distincion entre el ciclo de vida silvestre y sinantropico. La
limitante de éstas técnicas es el alto costo del equipamiento y de los reactivos. La causa de
falsos positivos se relaciona con las condiciones de asepsia necesarias para evitar la
contaminacion con ADN no especifico. La deteccion de ADN de LRN puede identificarse a los
tres dfas PI en ratones infectados con 300 LM de 7. spiralis, demostrando la posibilidad de
realizar un diagnostico temprano con esta técnica (Caballero y Jiménez, 2001). Factores como
especificidad, comodidad, sencillez, disponibilidad comercial y costo deben de tomarse en

cuenta al elegir la técnica diagndstica.

En cuanto a los principales hallazgos del laboratorio utilizados para el diagnéstico son, por
ejemplo, la eosinofilia, la cual comienza a los 10 dias PI y luego remite en los siguientes tres
meses. Las enzimas del musculo, creatinina cinasa (CPK) y lactato deshidrogenasa se elevan
en un 75 a 90 % de los casos, pero no se correlacionan con la severidad de la enfermedad,
sin embargo, existe una correlacion entre los niveles de dichos factores que ha sido
observada en los pacientes de triquinelosis, y sugiere que el dafio muscular puede ser
mediado por éstos granulocitos. En cambio, la hipoalbuminemia es un marcador de

triquinelosis severa (Bruschiy Murrel, 2001; de la Rosa, 2012).

El objetivo del tratamiento en una infecciéon incipiente es limitar la invasion de los tejidos por
las LRN, pero cuando ya ocurrid, entonces se pretende disminuir las lesiones tisulares, causa

de las principales manifestaciones clinicas. EI mebendazol y el tiabendazol son los mejores
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farmacos para tratar la miositis relacionadas con la triquinelosis ocasionada por 7. spiralis; el
segundo induce efectos colaterales indeseables en el 30 % de los pacientes, pero el primero
es efectivo cuando el parasito ya esta encapsulado (de la Rosa et a/, 2007); y ademas es uno
de los antihelminticos mas eficaces del grupo imidazol y se aplica ampliamente en la

medicina y en la ciencia veterinaria para el tratamiento contra la triquinelosis por 7. spirals.

1.7 Inmunologia y antigenos
La respuesta inmune celular contra 7. spiralis se ha estudiado basicamente en ratones y se

manifiesta a través de la activacion de linfocitos T cooperadores (CD4), TH2. Los linfocitos
TH2 liberan interleucinas que intervienen en la activacion de linfocitos B para la produccion
de anticuerpos y en la reaccion inflamatoria. Los linfocitos TH2 producen interleucinas (IL)
como IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 e IL-10 que regulan la reaccion inflamatoria intestinal. La IL-5 es
importante en la produccion de eosindfilos, que inducen eosinofilia en el hospedador
infectado; en el humano aparece en una fase temprana de la infeccion, antes del desarrollo
de signos y sintomas clinicos, aumentando entre la seqgunda y quinta semana post—infeccion.
La IL-4 ayuda la produccion de IgE, ambas son elementos caracteristicos en las infecciones

parasitarias (Bruschi et a/, 2008).
1.7.1 Respuesta inmune intestinal

En general, la respuesta inmune protectora del hospedador que se desarrolla sequida a la
infeccion por varios de los paréasitos nematodos que habitan en el tejido intestinal, como lo es
7. spiralis, esta mediada por los linfocitos T con fenotipo CD4+, los cuales se generan en los
primeros dias de infeccion en la mucosa intestinal (Korenaga et a/, 1998) para luego migrar a
los nédulos mesentéricos v a las placas de Peyer (Bell, 1998), donde tienen diferentes
acciones en la respuesta inflamatoria o en la respuesta mediada por anticuerpos.

Los macrofagos reconocen el antigeno del gusano adulto, pero son incapaces de migrar

hacia el sitio de estimulacion antigénico, probablemente por la presencia de factores
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inhibidores de macrofagos, lo cual hace que se genere una respuesta celular de perfil TH2,
debido al perfil de citocinas producidas, por lo que se activa de manera alterna a los
macréfagos; activados de ésta forma, dichas células parecen tener funciones anti-
inflamatorias (Kolodziej-Sobocinska et a/, 2006). Por lo tanto, durante los primeros dias de
infeccion se ha observado un incremento en la produccién de citocinas caracteristicas de la
respuesta tipo TH2 y una disminucion en las del tipo 0 y 1 (Ramaswamy, 1996). Las primeras
mencionadas como IL-4 e IL-13, tienen accion importante en la respuesta protectora (Urban
et al, 2000); ya que activan a las células B para la produccion de Igk, y estimulan su
reclutamiento y transporte hacia el intestino (Ramaswamy et a/, 1994). Estas interleucinas
también se han asociado a la induccion de la hiperplasia de mastocitos y células caliciformes,
asi como la liberacién de sus moléculas efectoras en el lumen intestinal (Grencis et al,
1991). También, IL-5 asociada a IL-9 e IgE hacen que los mastocitos y granulocitos liberen
granulos ocasionando una respuesta alérgica (Afzali et a/, 2009), lo que culmina en una

respuesta inflamatoria contra el paréasito, como se observa en la figura 10.

Se ha demostrado que (bajo la influencia de las citocinas de tipo TH2) una vez que las células
caliciformes secretan moco, promueven la inmovilizacion del parasito durante la infeccion.
Aunque es evidente que dicha barrera de moco no previene el establecimiento de la
infeccion. Sin embargo, una mucina secretada por las células caliciformes (que no se
encuentra normalmente en el intestino) identificada como Muc5Ac media la proteccion
contribuyendo a la expulsion del parasito en una infeccion primaria, ya que, segun estudios,
similar al caso de T7richuris muris, en donde se utilizaron ratones deficientes de Mu5Ac,
mostraron deficiencias en su capacidad para expulsar eficientemente a los gusanos de 7.
spiralis. Sin embargo, el mecanismo por el cual MuS5Ac media la proteccion aun es
desconocido en su totalidad, pero puede operar directamente en el parasito (Hasnain et al,

2011).
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También se ha demostrado que, la inmunidad tipo TH2 (IL-4/IL-13) suscitada por la infeccion,
activa una cascada de sefializacion para la transcripcion de la molécula Stat6, la cual influye
en la expulsion del parasito (khan et a/, 2001a), en la hiperplasia de las mastocitos y células
caliciformes y para regular la activacion y/o expresion de muchos genes responsables de IL-4,
asi como la produccion de citocinas e IgE, a través de un receptor comun: el receptor alfa IL-
4 (IL-4Ra) (Knight et a/, 2008). Para comprobar éste hallazgo, ratones deficientes de IL-4Ra
en células del musculo liso intestinal y STAT6 infectados con 7. spiralis no incrementaron el
numero de células caliciformes y fallaron en la expulsion de los parasitos (Khan et a/, 2001a;

Knight et a/, 2008).

Recientes datos han indicado que células linfoides (ILC2s) como las células NK pueden
presentar antigeno a las T CD4+ a travées del complejo principal de histocompatibilidad clase
dos (class-II MHC) de manera restringida y soporta la vision de que la capacidad de ILC2s
para mediar la expulsion de los gusanos se basa en la presencia de células T CD4+ para
mantener la optima funcion de ILC2s. También, recientes trabajos sugieren que las ILC2s
sirven para aumentar la respuesta de células TH2 CD4+ y asi la induccion de la respuesta
adaptativa. Por lo tanto, una caracteristica de ILC2s es su capacidad para producir niveles
sustanciales de citocinas tipo TH2, incluyendo IL-13, IL-5, e IL-9 (Saenz et a/, 2010). De ésta
forma, se ha demostrado que durante la fase intestinal de la infeccion, la respuesta TH1 es

suprimida.

La finalidad de la inmunidad protectora a nivel intestinal es crear un ambiente hostil y poco
propicio para los parasitos adultos en el intestino delgado y asi lograr su eliminacion ©
expulsion (Afzali et al, 2009) por lo que hay un incremento de la permeabilidad y
contractibilidad del musculo liso, generando abruptos movimientos peristalticos.  Sin
embargo, en este caso, la inmunidad solo puede abatir el nimero de LRN que migran hacia
el torrente sanguineo tratando de expulsar lo mas rapido posible a los gusanos adultos de 7.

spiralis (Korenaga et al, 1998).
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Se ha reportado que el mecanismo que media la expulsion de 7. spiralis es dirigido contra la
LM vy el GA que estan en contacto con el hospedador en la etapa intestinal de la infeccion
(Bell y McGregor, 1979). Se sugiere que ésta respuesta es causada por las moléculas
secretadas por la LM del parasito, conocidos como los antigenos TSL-1, los cuales pueden
estar involucrados en éste proceso debido a dos cosas: a su elevada inmunogenicidad (Bolas
y Corral, 2006; Yépez-Mulia et a/, 2007) conferida por el carbohidrato tivelosa y debido a
que son liberados en el epitelio intestinal y los anticuerpos contra éstos antigenos inhiben la
invasion epitelial (McVay et a/, 1998). En conclusion el antigeno de excrecion-secrecion,
ayuda a la LM a penetrar el epitelio intestinal, asi como el desarrollo a parasito adulto vy la

formacion de la célula nodriza (inmunomodulador) (Takahashi, 1997).
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Figura 10. Funciones de las células Th2 durante la infeccién helmintica. La respuesta inmune
desarrollada durante la infeccion con muchos parasitos nematodos que habitan el tracto
intestinal se caracteriza por un incremento de las citocinas producidas por células Th2,
incluyendo interleucinas (IL); IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, y mas tarde IL-21, IL-25, IL-31, e IL-33, las
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cuales potencian el desarrollo de respuestas Th2. Asimismo, hay activacion de linfocitos
CD4+, granulocitos, mastocitos y macrofagos (Patel et a/, 2009).

1.7.2 Respuesta inmune muscular

Mientras que la inmunidad en la fase intestinal de la infeccion por 7. spiralis ha sido
ampliamente estudiada, la inmunidad durante la fase muscular ha recibido

considerablemente menor atencion.

Los parasitos encapsulados en las fibras musculares inducen una respuesta inflamatoria muy
fuerte, la cual es la responsable de la miositis tipica que afecta a los pacientes durante la fase
parenteral de la infeccion (Li y Ko, 2001). La resistencia de ésta etapa infectiva del parasito
(LM) en el tejido muscular es parcialmente dependiente de células T CD4+ tipo TH2 que
regulan los niveles de citocinas como la IL-5, que explica la eosincfilia tisular, la cual rodea a
los parasitos encapsulados; asi como la IL-10 y TGF-B, las cuales controlan el nivel de la
inflamacion alrededor de la célula nodriza modificada por el parasito (Fabre et a/, 2009);
Beiting et a/, 2007). También las células B manejan una potente y persistente respuesta

durante la infeccion muscular (Fabre et a/, 2009).

La eosinofilia tisular se encuentra regulada por diferentes quimiocinas que actdan sobre el
receptor CCR3, el cuél es altamente expresado en los eosindfilos del ser humano y del raton.
El CCR3 regula la quimotaxis y la adhesion de los eosindfilos, por lo tanto, estos granulocitos
se reclutan en la mucosa del yeyuno alrededor del parasito, mientras que en el musculo

esquelético se reclutan alrededor de la LM encapsulada (Gurish et a/, 2002).

Similar a un granuloma, el infiltrado que rodea a una célula nodriza individual es rico en
macrofagos (Beiting et a/, 2004), pero también hay numerosos linfocitos CD4+ T, pocos
CD8+ T, y también algunos linfocitos B. Los macrofagos son también observados en el

citoplasma de la célula nodriza (Karmanska et a/, 1997) y pueden ser detectados con

38



anticuerpos  especificos  para CD11lb (Beiting y Appleton, 2009, observaciones no
publicadas).

Como resultado de la activacion de TH1, los macrofagos pueden producir NOS2 (iNOS) la
cual transforma L-arginina en oxido nitrico (NO), responsable del dafio al parasito. El bloqueo
de ésta enzima con inhibidores especificos genera una mejor supervivenvia de la larva. En
ratones genéticamente modificados, no sélo por la funciéon del gen de la peroxidasa de
eosinofilos (PHIL mice) sino también por la IL-10 (ratén con doble deficiencia IL-10-/-/PHIL),
se observd una dramatica reduccion en la carga larvaria (93 %) comparada con los ratones
deficientes Unicamente de IL-10 (IL-10-/-). Ademas, cuando éstos animales fueron tratados
con el inhibidor NOS2, en ambos grupos de ratones, las células de los nddulos linfaticos
produjeron menor cantidad de NO en los cultivos y paralelamente incrementd la
supervivencia de las larvas. Estos resultados muestran que la LM es dafiada por una respuesta
inmune tipo TH1, la cual parece ser regulada negativamente por los eosindfilos (figura 11).
Esta poblacion de células, por lo tanto, puede jugar un papel inicial de efector o regulador en
las funciones; por lo que se podria especular que el parasito induce eosinofilia para
protegerse propiamente (Fabre et a/, 2009).

En cuanto a la respuesta humoral, se sabe que los anticuerpos especificos contra el parasito
IgG1, 1IgG2 e IgE incrementan significativamente durante la infeccion muscular cronica,
aungue la IgG1 domina durante toda la etapa crénica de la infeccion (Almond y Parkhouse,
1986). Una de las principales funciones de la IgE es la inicializacién de la respuesta alérgica, la
cual tiende a ser dafiina para el propio hospedador; también se ha descrito que los
anticuerpos especificos Igk y los niveles de IgE total, no necesariamente se encuentran

incrementados en pacientes con triquinelosis (Au et a/, 1983).
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Figura 11.- Trichinella spiralis induce en su hospedador una diferenciacion de células TH2 que
inhiben la activaciéon celular TH1 y suprime a los macréfagos activados clasicamente por la
acciéon de IL-4, IL-5 e IL-10. En particular las citocinas TH2 como IL-4 e IL-13 actian como
suficientes estimuladores para la diferenciacion de los macréfagos activados alternativamente
cuyos efectos en el parasito, protegidos por la célula nodriza no son bien conocidos aun. En
el modelo experimental murino manipulado genéticamente, la ausencia de eosindéfilos puede
influenciar a través de los diferentes mecanismos como resultado de la activacion vy
promocién de TH1 y la consecuente activacion clasica de los macréfagos. Estas células y los
neutréfilos producen Oxido Nitrico por la enzima NOS2 (iNOS) y de ésta forma se provoca
dafio al parésito e influye en la transmision al siguiente hospedador. Via estimuladora (+), via
inhibitoria (-), (Fabre et a/, 2009).

1.7.3 Antigenos de 7. spiralis
El estudio de los antigenos de T7richinella es importante no solo para la implementacion de

las herramientas diagnosticas y la propuesta de candidatos vacunales, sino también por el

estudio de la inmunobiologia en la relacion hospedador-parasito. Los antigenos de 7richinella

40



han sido inmunolocalizados en todos los estadios de desarrollo del parasito (Dea-Ayuela y
Bolas-Fernandez, 1999). Una de las clasificaciones que se ha hecho de éstos antigenos se
basa en el momento en que son reconocidos por el hospedador durante el ciclo de vida de
Trichinella. (1) Antigenos de respuesta rapida o del grupo I y que comprenden estructuras
internas, éstos antigenos son detectados desde la primera-segunda semana PL (2) Antigenos
de respuesta tardia o del grupo II, presentes sobre la superficie de la LM y en el esticosoma,
éstos son detectados a partir de la tercera-cuarta semana PI (Bolas y Corral., 2006). Los
antigenos de superficie representan el blanco principal de los anticuerpos mediante procesos
de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) (Venturiello et a/, 2000;
Takahashi, 1997).

1.7.4 Productos de excrecion y secrecion (PES) de la larva muscular de 7. spiralis

Trichinella, como cualquier otro nematodo de la clase Adenophorea, posee un organo
excretor denominado esticosoma donde las células o esticocitos, se distinguen en cinco tipos
diferentes de acuerdo a su morfologia ultraestructural (Despommier, 1998; Silberstein y
Despommier, 1984). Los diferentes antigenos de la LM fueron clasificados en ocho grupos
(los grupos de la larva de Trichinella spiralis), TSL-1 al TSL-8. Durante el ciclo de vida de este
parasito, los componentes que producen una respuesta inmune protectora, asi como su uso
en el diagndstico de humanos y animales infectados con 7richinella, los hacen de interés
particular para los cientificos (Yépez-Mulia et al, 2007). De acuerdo con esto, las
glicoproteinas referidas como TSL-1 han sido ampliamente estudiadas y estos antigenos han
demostrado que participan en la induccion de la respuesta inmune clave que protege al
hospedador de la subsecuente infeccion con 7. spiralis. Tales proteinas antigénicas TSL-1
(45-100 kDa) son abundantes tanto en la superficie de la cuticula del parasito como liberadas
en los productos de excrecion y secrecion (PES) por la LM en el epitelio intestinal y también
cuando dicho estadio habita en las células musculares, sugiriendo un papel funcional en el

parasitismo (Ortega-Pierres et a/, 1995, Yépez-Mulia et a/, 2007). Muchas de estas proteinas
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estan glicosiladas con la beta-tivelosa, la cual se presenta Unicamente en el género 7richinella
(Ellis et al, 1997). Los PES también son producidos por los gusanos adultos (Despommier,
1998) y se considera que estos son antigenos de respuesta tardia (Bolas y Corral, 2006).

1.7.5 Antigenos somaticos

Estos antigenos somaticos que pertenecen al grupo [ o de respuesta rapida, han sido los
menos estudiados ya que su valor diagnodstico es reducido por la reaccion cruzada con
muchos antigenos presentes en otros parasitos. Sin embargo, considerando que se producen
anticuerpos rapidamente contra estos antigenos (dentro de las dos SPI), su estudio no
deberia ser menos apreciado en la relacion hospedador-parasito (Takahashi, 1997). Un
epitopo ampliamente caracterizado y que se distribuye en las estructuras internas, tanto de la
LM como del gusano adulto es la fosforilcolina. Esta molécula se encuentra presente en
muchos nematodos (Dzik, 2006) y es la responsable de las reacciones cruzadas que se

observan en los procesos de diagnostico inmunoenzimatico.

1.8 Perspectivas de vacunacién
Se han llevado a cabo varios intentos para inducir proteccion contra la infeccion por

Trichinella con resultados prometedores, pero hasta el momento no hay una vacuna
disponible. Se han empleado desde LM vivas, atenuadas por radiacion o congeladas, con las
cuales se ha obtenido una proteccion parcial en ratones, ratas o cerdos infectados de manera
experimental; sin embargo, esta estrategia en estudios de campo no ha tenido resultados
exitosos (Bruschi, 2002). Los estudios actuales sobre proteccion abordan el efecto de los
antigenos obtenidos de los diferentes estadios de desarrollo del parasito, ya sean somaticos o
metabdlicos.

La respuesta inmune ante la infeccion por 7. spiralis ha sido estudiada en ratas previamente
inmunizadas, cuyo resultado se conoce como expulsion rapida de las larvas, la cual es
mediada por anticuerpos (McVay et al/, 1998), pero también se ha demostrado que las crias

de ratas amamantadas por una rata infectada por T7richinella tambien expresan la rapida
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expulsion (Appleton y McGregor, 1984); ya que se ha reportado que los anticuerpos IgG1 en
suero de dicha rata infectada son protectores para las crias (Appleton y McGregor, 1987).
También se ha demostrado que mAb de rata especificos contra los PES de la LM de las
subclases IgG1 e IgG2c fueron fuertemente protectores, por lo tanto, tienen la capacidad
para lograr una expulsion rapida tanto como del 94 % de una infeccion de reto en las crias
lactantes como presas de una previa inmunizacion pasiva (Appleton et a/, 1988).

Se ha demostrado que los anticuerpos protectores son especificos para un epitope
carbohidrato (tivelosa), el cual esta presente en las glicoproteinas mostradas en la superficie
del parasito asi como en los PES (colectivamente llamados antigenos TSL-1) (Ellis et a/, 1997).
Por lo que previos estudios han reportado evidencia de que los anticuerpos especificos
contra glicanos median la expulsion por interferencia directa con el parasito en el epitelio
intestinal (ManWarren et a/, 1997). Esto sugiere que las glicoproteinas blanco u objetivo,
pueden mediar la invasion o facilitar la migracion del parasito en el epitelio, un ejemplo de
esto fue reportado por Appleton et a/ (1998) en ratas neonatales lactantes, en las que
emplearon anticuerpos monoclonales especificos contra tivelosa, los cuales regulan la
expulsion de la larva del epitelio intestinal, y también en un ensayo /n vitro de invasion de
células epiteliales, las proteinas de superficie en las larvas vivientes (LM) de 7. spiralis fueron
biotiniladas para distinguirlas de los PES. Las larvas fueron biotiniladas y no biotiniladas y
ademas cocultivadas con Avidina, anticuerpos especificos contra biotina y mAb anti-tivelosa.
Las larvas Biotiniladas cultivadas con Avidina o anticuerpos especificos contra biotina
invadieron las células caninas de rifdn Madin-Darby (MDCK) tanto, como las larvas
biotiniladas cultivadas con medio uUnicamente. Los mAb anti-tivelosa fueron altamente
protectores en éste ensayo, sin embargo, la biotinilizacion de la superficie de las larvas
obstaculizd la capacidad de los mAb anti-tivelosa para prevenir la invasion de las células
epiteliales. Esto fue correlacionado con una reduccion en la uniéon de los anticuerpos anti-
tivelosa con la superficie biotinilada de las larvas. Estos resultados indican que la union de los

anticuerpos a las glicoproteinas de superficie contribuye a la proteccion contra la invasion de
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dicho parasito, pero, esa sola union no es suficiente para la proteccion. Estos hallazgos
soportan la idea de que la proteccion es efectuada por el vinculo entre los PES y los
antigenos de superficie de la LM.

La respuesta inmune mucosa actla como la primera barrera de defensa contra 7. spiralis, por
lo que Inaba et a/ (2003) evaluaron el papel del anticuerpo IgA en la expulsion de 7richinella
del intestino, a partir de un mAb IgA (HUSM-Tb1) producido de las células de los nddulos
linfaticos mesentéricos (MLN) de ratones vacunados con LM de 7. britovi irradiadas. HUSM-
Tbl formd inmunoprecipitados en la  superficie de LM vivas, también, por
inmunohistoquimica reacciond con los esticositos y antigenos de la superficie cuticular, pero
no reacciond con los tejidos del estadio GA ni de LRN. Ademas, la inyeccion intraperitoneal
de ratones BALB/c con éste mADb cinco horas antes de la infeccion de reto, proporciono un
elevado nivel de proteccion (mas del 95 %) contra la infeccion de 7. britovi, cuando se le dio
a los ratones dos mg de IgA especifico por 20 g de peso (a cada animal). El mismo
tratamiento produjo un efecto similar en ratones SCID carentes de células B y T funcionales,
indicando que no se requiere de un factor sinérgico con las células T para lograr éste efecto.
Por lo que se concluyd que la respuesta humoral IgA de mucosa, cuando es adecuadamente
inducida, puede impedir el establecimiento del parasito 7richinella en el intestino del raton.
Ademas, algunos estudios han mostrado que la region intestinal de animales infectados
produjeron anticuerpos especificos contra 7. spiralis, y la IgA mucosa media la inmunidad

protectora (Pei Liu et a/, 2015).

En distintos estudios de proteccion contra T7richinella, se han empleado los antigenos con
diferentes substancias adyuvantes. Aunque, cabe mencionar que la inmunizacion oral que se
logra estimular ha sido ineficaz sin adyuvantes (Robinson et a/, 1995). Sin embargo, la
vacunacion intranasal ha resultado mas efectiva y requiere pequefias dosis de vacunacion
(McGuire, 2002). Los antigenos proteinicos solubles dados solos para inmunizar por via nasal

pueden no inducir una respuesta efectiva, pero la inmunidad es aumentada por el uso de la
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subunidad B de la toxina del célera (CTB) (Holmgren et a/, 1994). Por ejemplo, McGuire et al,
en 2002, inmunizaron ratones por via intranasal con el péptido Gp43 de 7richinella junto con
la toxina B del célera como adyuvante; esto indujo inmunidad protectora contra la infeccion
por 7. spiralis acompafiada por la secrecion de IgGl especifica de antigeno asi como IgA
mucosa y respuesta de citocinas de perfil TH2 como IL-5. De esta forma, la inmunizacion

intranasal generd una respuesta mediada tipo TH2 para la inmunidad contra dicho parasito.

En la dltima década, otra estrategia de vacunacion probada por Dea- Ayuela et a/, (2006) ha
sido la administracion oral de antigenos de LM de 7. spiralis con microcapsulas de un
copolimero de acido metacrilico (Eudragit L100), resultando en la estimulacion de IFN-
gamma y en la inhibicion de la produccion de IL-4 en bazo y en nddulos linfaticos
mesentéricos de ratones BALB/c. La vacunacion oral incremento la cantidad de IgG1 e IgA,
asi como la respuesta de IgA especifica de antigeno en los nédulos linfaticos mesentéricos.
Estos resultados hipotetizan una respuesta concurrente Thl/Th2 local y sistémica que es
protectora y que al mismo tiempo ayuda a balancear la respuesta Th2 ocasionada por las

infecciones helminticas.

1.9 Nanoparticulas
Hoy dia comienzan a utilizarse de modo habitual técnicas experimentales que permiten

fabricar, caracterizar y manipular nanoparticulas. Estas constituyen en la actualidad un area
de intensa investigacion cientifica, ya que tienen la capacidad de suministrar una amplia
gama de compuestos por periodos de tiempo sostenido como sistemas de liberacion de
farmacos, por lo tanto, tienen un enorme potencial para el desarrollo de vacunas orales ante
cualquier enfermedad infecciosa (Llabot et a/, 2008). Algunos aspectos que se consideran al
utilizar sistemas de liberacion de farmacos son: que los acarreadores poliméricos deberian ser
econémicos, faciles de sintetizar y de caracterizar, biocompatibles, biodegradables, no
inmunogénicos, no toéxicos y solubles en agua (llum et a/, 2001). Por lo tanto, un buen

acarreador juega un papel significante en resolver éstos problemas. El quitosano es un
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polisacarido biocompatible cationico construido por unidades repetidas o monémeros de N-
acetil-D-glucosamina y glucosamina, derivado de la desacetilacion parcial de la quitina, un
polisacarido natural extraido del exoesqueleto de escarabajos y de los crustaceos, aunque
también se encuentra en algunos microorganismos como levaduras y hongos (lllum et a/,
2001; Porporatto et a/, 2005). Este biopolimero ha sido administrado tanto a animales de
laboratorio como a los humanos por varias rutas sin mostrar efectos toxicos, por ejemplo
como fibra dietética, sin dafio alguno (Porporatto et a/, 2009; Walsh et a/, 2013). Distintos
estudios han demostrado que las micro y nanoparticulas de quitosano pueden ser obtenidas
faciimente, por lo que ha sido estudiado como un polimero mucoadhesivo y eficiente
transportador de farmacos, quimicos anti-cancerigenos, proteinas y lo hace por distintas vias
de administracion incluyendo: oral, nasal, intravenosa y ocular, ademas, se ha reportado que
aumenta la absorcion de los péptidos y proteinas administrados por las vias oral (van der
Lubben et a/, 2003) y nasal (Baudner et a/, 2003), (JunlieWang et a/, 2011; Thanou et al,
2001), por lo tanto representa una nueva generacion de sistemas para la liberacion de

antigenos (Porporatto et a/, 2005; Thanou et a/, 2001).

Una importante caracteristica de las nanoparticulas de quitosano es que son particulas
coloides solidas de 10 a 1000 nm que atrapan a la molécula bioactiva. En comparacion con
las particulas del tamafio de las micras, las nanoparticulas tienen fuerte motilidad debido a su
pequefio tamafio y pueden entrar a las células facilmente para acumularse en el sitio de la
lesion u objetivo, o también a través de las uniones estrechas epiteliales (JunlieWang et al,

2011; Llabot et a/, 2008).

Coadministrado con antigenos protéicos, el quitosano modifica el consumo y la distribucion
del antigeno, y también aumenta la liberacion de citocinas reguladoras asociadas a la
estimulacion especifica de antigeno después del consumo (Porporatto et al, 2004). Los
antigenos coadministrados o encapsulados con el polisacarido generan una mejor respuesta

inmune humoral sistémica y mucosal, aunque el mecanismo esta pobremente entendido
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(Porporatto et a/, 2005; van der Lubben et a/, 2003). Sin embargo, en algunos estudios se ha
demostrado que la administracion oral del quitosano junto con proteinas, promueve la
induccion de tolerancia hacia el antigeno. Aunque también se ha reportado en estudios
previos sobre el comportamiento del quitosano en la mucosa intestinal que induce
mayormente el incremento de citocinas inmunoreguladoras/supresoras como IL-4, IL-10 y
TGF-f disminuyendo los niveles de otras citocinas inflamatorias (Porporatto et a/, 2004 y

2005).

2. JUSTIFICACION
Los estudios actuales sobre proteccion en la infeccion por 7. spiralis abordan el efecto de los

antigenos obtenidos de los diferentes estadios de desarrollo del parasito, sin embargo, en
distintos estudios se han utilizado los antigenos de excrecion y secrecion de la LM, solos y en
asociacion con diferentes adyuvantes. También se han llevado a cabo varios intentos para
inducir proteccion contra la infeccion por 7richinella, con resultados prometedores, pero
hasta el momento no hay una vacuna disponible porque hay proteccion parcial y una
respuesta inmune polarizada hacia Th2. Por lo tanto, el quitosano al presentar caracteristicas
de un polimero natural, carecer de alergenicidad, es biodegradable, con propiedad
adyuvante, es mucoadhesivo y también tiene la capacidad de transportar y liberar farmacos o
proteinas de manera controlada, asi como de favorecer la absorcion de proteinas a través del
epitelio, (Dina Nath et a/, 2010; Porporatto et a/, 2005). Todas éstas caracteristicas lo hacen
un candidato prometedor como acarreador de antigenos, es por ello que queremaos conocer
el efecto de dichas nanoparticulas al transportar los PES de la LM de 7. spiralis al intestino de
ratones, cuando son administradas por via oral. Ya que, si se transportan y liberan dichos
antigenos del parasito en el intestino delgado, lograremos estimular la respuesta inmune
humoral y posteriormente, al llevar a cabo una infeccion de reto, estara la respueta inmune

esperando a la LM de dicho nematodo para su expulsion, pues se conoce que el bloqueo de
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los PES inhibe la penetracion de la LM a los enterocitos del intestino, evitando asi que el

nematodo continde con su ciclo de vida (Appleton et a/, 1988).

Por las razones arriba mencionadas, el presente estudio consistio en evaluar el efecto
adyuvante de las nanoparticulas de quitosano durante la inmunizacién de ratones con los
productos de excrecion y secrecion de la LM de 7. spiralis, pues se sabe que dichas
nanoparticulas se adhieren y absorben al epitelio intestinal y, de esta forma, determinar por

medio de la respuesta inmune los niveles de anticuerpos y citocinas.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad adyuvante de las nanoparticulas de quitosano durante la inmunizacion de

ratones con los productos de excrecion y secrecion de 7richinella spiralis.
3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Propagar la cepa MSUS/ME/92/CM-92 de 7. spiralis en ratas Wistar y obtener los productos de

excrecion y secrecion de la LM.

2.- Preparar formulaciones de nanoparticulas con los productos de excrecion y secrecion de la LM de

7. spiralis para la inmunizacion por via oral de ratones CD1.
3.- Inmunizar y evaluar la produccién de anticuerpos séricos (IgG).

4.- Posteriormente realizar Infeccion de reto con LM de 7. spiralis y evaluar el porcentaje de

proteccion (GA) a los siete dias PI, asi como la carga larvaria a los 45 dias PL
5.- Determinar los niveles de IgA en suero, heces y lavados intestinales.

6.- Evaluar los niveles de las citocinas séricas IL-4 e INF-y.
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Figura 12. Esquema del disefio experimental (A) y la descripcion de los grupos experimentales
(B); los cuatro grupos que recibieron las formulaciones de nanoparticulas fue por via oral.

5. MATERIAL Y METODOS
5.1 Mantenimiento de T7richinella spiralis. La cepa MSUS/ME/92/CM-92 de 7. spiralis se

propagd por infeccion oral con 7,000 larvas musculares, i. e., 23 larvas por gramo de peso,
equivalente a una infeccion masiva en ratas Wistar de sexo indistinto, de ocho semanas de
edad y 250 gramos de peso. Los animales se albergaron por 45 dias (es decir, una vez
terminado el ciclo bioldgico del parasito) en jaulas de plastico de 37.5 cm x 21.5 cm x 18.5 cm
con aserrin estéril y se alimentaron ad /biturn con agua y alimento condensado, ambos
estériles en el Bioterio del Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE), de la
Secretaria de Salud (de la Rosa, 2012). Todos los procesos realizados en la metodologia de
trabajo fueron efectuados segun la NOM-062-Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”.

5.2 Digestién artificial para la obtencion de las LM de 7. spiralis. Los animales se sacrificaron
con vapores de éter. Se retird la piel, las visceras y la cabeza, pero se colectaron los musculos
maseteros, el diafragma y la lengua. El canal se lavd con agua de la llave para eliminar los
residuos de sangre, luego se secciond en fragmentos de 0.3 cm® y cada gramo de carne se
mezcld con 0.1 g de pepsina, 0.1 ml de HCl con una pureza de 38 % y 10 ml de agua

destilada. La mezcla se agito de manera continua durante 4 horas a 37 °C. Al termino, la
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solucion de digestion se vertio a traves de una gasa colocada en la boca de un embudo de
precipitacion. Después de 20 minutos se colectaron las LM de 7. spiralis sedimentadas. Las
larvas se lavaron cuatro veces con una solucion de PBS al 0.01 M con NaCl 0.015 M pH 7.2;
para descartar el sobrenadante, se centrifugo a 2500 rpm durante 3 minutos a temperatura
ambiente. Con una pipeta Pasteur se extrajo el excedente de tejido o detritos. Finalmente, las
larvas se sometieron a un gradiente trifasico de dextrosa (20, 40 y 80 %), para limpiarlas de
los restos de tejido. Las larvas se obtuvieron entre las fases de 20 y 40 %, luego se repitieron
los lavados con PBS para eliminar el exceso de dextrosa. Finalmente las larvas se
resuspendieron en 5 ml de PBS. Para conocer el nimero de parasitos obtenidos, el tubo que
las contenia se agito de manera manual fuertemente por 10 segundos y se tomaron 0.005 ml
de la mitad del liquido contenido; este proceso se repitid en tres ocasiones diferentes. Las
gotas se colocaron en un portaobjetos y se observaron a 10x en un microscopio optico. Se
contd el nimero de larvas por gota y se obtuvo un promedio, luego para conocer el nimero
total de larvas se hizo una interpolacion hacia el volumen donde se encontraban el resto de

las larvas (de la Rosa, 2012; Ramirez-Melgar et a/, 2007).

5.3 Obtencidn de los productos de excrecién y secrecion de 7. spiralis. Una vez que las LM se
obtuvieron se hicieron cinco lavados con PBS estéril que contenia una mezcla de antibiéticos
(500 U/ml de penicilina, 500 pg/ml de estreptomicina y 1.25 pug/ml de Anfotericina B, los
lavados se hicieron agitando el tubo fuertemente por 10 segundos y luego centrifugando a
2500 rpm durante tres minutos a temperatura ambiente; el sobrenadante se descartd en
cada ocasion. Después se hicieron dos lavados con medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco; NY,
USA) que contenia 2 g/l de bicarbonato de sodio, 2 g/I de HEPES y una mezcla de
antibioticos (100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 0.25 pg/ml de
Anfotericina B, ajustando el pH a 7.2. Las LM se cultivaron en cajas para cultivo de 50 ml
(Corning; NY, USA) a 37 °C en una atmosfera de 95 % de aire y 5 % de CO2 durante 48

horas en una proporcion de 10,000 larvas por cada 0.200 ml de medio. El cultivo se revisd
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diariamente en un microscopio invertido para verificar que no existiese contaminacion; cada
48 horas el medio de cultivo se recuperd segun virara de naranja a ambar y se sustituyd con
medio de cultivo nuevo. La recuperacion del medio se realizd dos o tres veces dependiendo
de la motilidad de las larvas. Posteriormente, al medio recuperado se le determind la
concentracion de proteinas por el método colorimétrico de Bradford (Bio-Rad; CA, USA).
Ademas, a cada 0.85 ml de sobrenadante de cultivo se le adicionaron 0.050 ml de TPCK (1
mg/ml en metanol), 0.050 ml de TLCK (I mg/ml en agua), 0.040 ml de PHMB (0.04 % en
NaOH 2N), 0.006 ml de PMSF (0.06 % en Isopropanol) y 0.004 ml de EDTA (IM) como
inhibidores enzimaticos y el antigeno se almacend a -20 °C hasta su uso (de la Rosa, 2012;

Tinoco-Velazquez et a/, 2002).

5.4 Preparacion de las nanoparticulas. Se prepararon cuatro distintas formulaciones de
nanoparticulas de quitosano y PES de 7. spiralis, las cuales consistieron como se indica en el
cuadro tres, y en el cuadro cuatro se muestran totalmente los nueve grupos experimentales.
El método empleado para la fabricacion de las nanoparticulas en el presente experimento
fue por gelacion ionica y para ello se empled 0.3 g de quitosano (CHITOSAN from shrimp
shells, >75% desacetilado, SIGMA, Saint Louis MO, USA), 0.1 g de Tripolifosfato (TPP de
SIGMA ALDRICH, USA) los cuales se solubilizan cada uno en 120 ml de acido acético glacial al
1 %. También se empled 0.025 g de estabilizante Pluronic- F68 o Poloxamer F-68 (SIGMA,
Saint Louis MO, USA) para cada una de las cuatro formulaciones, cuyo volumen final fué de
35 ml cada una. Posteriormente se emplearon cuatro matraces de 80 ml que se colocaron en
cada uno de los cuatro agitadores magnéticos para su preparacion de forma simultanea ya
que el proceso requiere agitacion constante (sin burbujas) para cada una de las
formulaciones (figura 13). El orden en el que se colocaron los reactivos dependié de la
formulacion a preparar, como se muestra en el cuadro 2. Durante la preparacion de las
nanoparticulas transcurrieron 15 minutos entre cada uno de los reactivos que se agregaron

para cada una de las formulaciones, como se observa.
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Cuadro 2. Preparacion de Nanoparticulas. Formulaciones para inmunizar por via oral a los ratones y
el orden en el que se agregan los reactivos para su preparacion. PES/D: Nanoparticulas con Productos
de excrecion y secrecion por dentro; PES/F: Productos de excrecion y secrecion por fuera; PES/DF:

Productos de excrecion y secrecion por fuera y dentro; CHI: Nanoparticulas de Quitosano.

Formulaciones de las Nanoparticulas

Orden de los PES/D PES/F PES/DF CHI
reactivos
Primero (15 min) 13.5 ml CHI 13.5 ml CHI 13.5 ml CHI 17 ml CHI
7 ml PES 3.5 ml PES
Segundo (15 13.5 ml TPP 13.5 mI TPP 13.5 mI TPP 17 ml TPP
min)

LN ERT )N 0.025 g Pluronic 0.025 g Pluronic ~ 0.025 g Pluronic  0.025 g Pluronic
Cuarto (15 min) 7 ml PES

Figura 13. Formulaciones de nanoparticulas en donde se observa su preparacion simultanea con
cuatro sistemas montados individualmente y para ello se utilizaron termo-agitadores y cuatro vasos

de precipitado.

5.5 ELISA (indirecto) para la evaluacién de nanoparticulas. Para éste ensayo se sensibilizaron
los pozos de la placa de poliestireno (Costar Corning; NY, USA) con cada una de las

formulaciones de las nanoparticulas, y para comparar, también se sensibilizaron otros pozos
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con PES de LM de T. spiralis diluidos a 5 ug/ml en amortiguador de carbonatos 0.1 M pH 9.6
durante 18 horas a 4 °C. El antigeno se descartd y los pozos se lavaron tres veces con 0.300
ml de PBS adicionado con tween 20 al 0.05 % (PBS-T) en un lavador de placas de ELISA
(Thermo scientific, Wash-well) y luego se bloguearon durante 1 hora a 37 °C con 0.250 ml de
Albumina Sérica Bovina al 1 % en PBS-T. Se probaron sueros hiperinmunes de raton (-) y (+)
contra dicho parasito diluidos 1:250 (en PBS-T) directo en el pozo, para cada una de las
formulaciones de nanoparticulas y también para los controles sensibilizados con los PES.
Posteriormente se utilizd un conjugado anti-raton IgG acoplado con peroxidasa diluido
1:1000 (Sigma Aldrich; USA) en PBS-T; se colocaron 0.050 ml por cada pozo. La reaccion se
puso en evidencia con 0.050 ml/pozo de una solucién de cromodgeno preparada con 10 ml
de una solucion de citrato de sodio (5 ml) 0.1 My acido citrico (5 ml) 0.1 M, 0.004 g de orto
fenilendiamina (Sigma Aldrich) y 0.004 ml de H202 al 30 % vy la reaccion se detuvo
agregando a cada pozo 0.050 ml de H,SO4 IN. La placa se leyd a 492 nm en un lector para

ELISA (Thermo scientific, Multiskan FC) (de la Rosa, 2012).

5.6 Esquema de inmunizacién y sangrado. Para llevar a cabo las inmunizaciones se
destinaron 90 ratones hembra de la cepa CD1, de seis a ocho semanas de edad y con un
peso promedio de 30 g. Se formaron nueve grupos, cada uno con diez ratones. Los grupos
tres (CHI), cuatro (PES/D), cinco (PES/F), y seis (PES/DF), recibieron por via oral las cuatro
formulaciones de nanoparticulas, manejando una concentracion de 1 ug/ml de los PES en un
volumen total de 200 pl al dia durante 20 dias, (ver cuadro 3). El grupo siete (PES/AF) se
inmunizé con una combinacion de PES de 7. spiralis (100 ug/ml) y adyuvante de Freund (AF)
a una concentracion de 5 pg/ml con una dosis semanal durante cuatro semanas como
control positivo, al igual que el ocho y nueve, los cuales se inmunizaron Unicamente con PES
por via intramuscular y AF (con PBS o solucion amortiguadora), respectivamente, manejando
la misma concentracion que el grupo siete, para ello se emplearon jeringas de insulina (1 ml)

y se les administro un volumen total de 0.1 ml a cada raton via intraperitoneal. Finalmente, el
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grupo dos (PESe) al igual que el ocho recibid Unicamente los PES a la misma concentracion
pero por via enteral u oral. Ademas un grupo adicional no se inmunizd (uno), el cual fue
nuestro grupo control negativo (RS). Ademas todos los animales se sangraron semanalmente
de manera retro-orbital para obtener el suero. Esto se hizo antes de comenzar la
inmunizacion (muestra basal) y posteriormente se realizd cada semana durante las cuatro de
la inmunizacion para la cinética de anticuerpos (IgG e IgA) asi como para interleucinas (IFN-y
e IL-4). Los sueros se almacenaron en tubos para micro-centrifuga de dos ml a -20 °C hasta

su utilizacion (de la Rosa, 2012).

Cuadro 3.- Descripcion de los tratamientos que recibieron cada uno de los grupos

experimentales.

Grupo Descripcion
1 RS Ratones sanos, control negativo (-)
2 PESe  Productos de excrecion y secrecion por via oral o enteral.
3 CHI Manoparticulas de quitosano (sin antigeno) por via oral.

PES/D  Manoparticulas con productos de excreciony secrecion por dentro (porvia oral).
PES/F  MNanoparticulas con productos de excrecion y secrecion por fuera (por via oral).
PES/DF MNanoparticulas con productos de excreciony secrecion por fueray dentro (por via oral).
PES/AF Productos de excreciony secrecion con adyuvante de Freund por via intraperitoneal (+)
PESp  Productos de excrecion y secrecion por via intraperitoneal (+)
AF Adyuvante de Freund por via intraperitoneal

(T

6
7
&
9

5.7 Infeccién Experimental. Después de las cuatro semanas de inmunizacion, en la quinta
semana se evaluo la cinética de anticuerpos séricos IgG y se realizéd la infeccion de reto de

todos los grupos con 300 LM de 7. spiralis cada raton (Dea-Ayuela et a/, 2006).

5.8 ELISA indirecto para evaluar IgG. Los pozos de placas para ELISA (Costar Corning; NY,
USA) se sensibilizaron durante 18 horas a 4 °C con 0.050 ml/pozo con los productos de
excrecion y secrecion de la LM diluidos a 5 pug/ml en amortiguador de carbonatos 0.1 M pH
9.6. El antigeno se descartd y los pozos se lavaron tres veces con 0.300 ml de PBS adicionado

con tween 20 al 0.05 % (PBS-T) en un lavador de placas Thermo scientific, Wash-well.
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Después se bloquearon durante 1 hora a 37 °C con 0.250 ml de albumina sérica bovina al 1
% en PBS-T. Los sueros se diluyeron 1:250 en PBS-T y se colocaron directo en el pozo,
incubando a 37 °C por 60 minutos. La reaccion antigeno-anticuerpo se revelo con un
conjugado contra IgG de ratdn acoplado con peroxidasa (Sigma Aldrich; MO, USA) diluido
1:1,000 en PBS-T, colocando 0.050 ml por pozo, e incubando a 37 °C por 60 minutos. La
reaccion se puso en evidencia con 0.050 ml/pozo de una solucion de cromdgeno preparada
con 10 ml de una solucion de citrato de sodio (5 ml) 0.1M y acido citrico (5 ml) 0.1 M, 0.004
g de orto fenilendiamina (Sigma Aldrich) y 0.004 ml de H202 al 30 % y la reaccion se detuvo
agregando a cada pozo 0.050 ml de H,SO4 IN. La placa se leyd a 492 nm en un lector para

ELISA (Thermo scientific, Multiskan FC).

5.9 Proteccién contra los GA de 7. spiralis posterior a la inmunizacién con las nanoparticulas.
Para evaluar la carga parasitaria, a los siete dfas PI (post-infeccion) se sacrificaron a cinco
ratones de cada grupo experimental con vapores de éter y se utilizo la dislocacion cervical;
finalmente se obtuvo el intestino delgado completo, se coloco sobre una caja de Petriy se
lavd con 2 ml de SSF 10 % (para la obtencion de un sobrenadante que se filtrd y se
centrifugd a 5000 rpm durante cinco minutos y se almacenaron a -20 °C hasta su posterior
evaluacion contra IgA), despues, se cortd todo el intestino delgado (de cada raton) en
fragmentos longitudinales de dos centimetros (Dennis et a/, 1970) y luego se abrieron para
colocarlos en pequefios coladores y éstos a su vez en cajas de Petri con PBS en agitacion
constante durante tres horas en una incubadora a 37 °C (Ver fig. 14). Una vez que transcurrio
éste tiempo se retiraron los coladores para buscar y contar los GA expulsados (de cada raton)

en la caja con ayuda de un microscopio invertido a 4x (ver figura 14y 15).
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Figura 14. Obtencion de los gusanos adultos (GA) de 7. spiralis al dia 7 P.I. Se observa los fragmentos
del intestino delgado de cada ratén sobre los coladores y estos a su vez en tapas de cajas de Petri
con un poco de PBS (como se describe anteriormente) para estimular la salida de los GA y su

posterior conteo.

Figura 15. Gusanos Adultos (GA) de 7. spiralis. Macho (A) y hembra (B) obtenidos del intestino

delgado de ratones al dia 7 PI observados en un microscopio invertido a 4x para su conteo.

[ 57




5.10 Evaluacién de la carga parasitaria muscular (obtencién de LM de 7. spiralis). Al dia 45
post-infeccion (o a la semana 11 posterior al esquema de inmunizacion) se sacrificd a los
animales restantes (cinco) de cada grupo experimental para evaluar de forma individual la
cantidad de LM que se encapsularon en los musculos como parte de su ciclo de vida (fase
parenteral). Para ello se realizd la digestion artificial convencional, en donde se utilizd el

diafragma, lengua y musculos maseteros (de cada ratén).

5.11 ELISA comercial para evaluar IFN-y en sueros de ratones. Se empled un equipo
comercial de ELISA para INF-y anti-raton (Mouse IFNy ELISA Kit, Thermo Scientific), el cual
inclufa una placa de 96 pozos previamente sensibilizada con el anticuerpo de captura contra
IFN-y, por lo tanto se agregaron directamente las muestras de suero a evaluar (50 pl/pozo) y
el estandar de la curva patron (con éstas concentraciones 3000, 1000, 333, 111, 37, y O
pg/ml), las cuales se incubaron durante dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente,
sin lavar, se agrego el anticuerpo de deteccion biotinilado (50 pl/pozo) y se incubd una hora.
Después se lavo la placa (0.300 ml/ pozo) tres veces con un buffer de lavado 30X (incluido en
el kit) en un lavador de placas Thermo scientific Wash-well, después se agreg¢ la solucion de
Streptavidina-HRP (100 pl/pozo) y se incubo por 30 min. Enseguida se lavd la placa por
Ultima ocasion tres veces y se agrego la solucion del sustrato 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina o
TMB (100 pl/pozo) y se dejo virar en la obscuridad durante 30 minutos hasta observar que la
placa viro de rosa a azul. Por ultimo se detuvo la reaccion agregando la solucion de paro
(H,SO4 IN) con 100 pl/pozo con la cual se tornd amarilla la placa y se leyd la absorbancia
en un lector de ELISA (Thermo Scientific, Multiskan FC) a 450 nm. Para representar los datos
se realizO una regresion lineal para conocer la concentracion de ésta interleucina en pg/ml en

cada muestra evaluada.

5.12 ELISA comercial para evaluar IL-4 en sueros de ratones. Se utilizd un equipo comercial

para ELISA (BD BIOSCIENCES, set mouse IL-4) Se sensibilizd una placa de 96 pozos NUNC
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(Thermo Scientific) durante 18 horas a 4 °C con 0.050 ml/pozo del anticuerpo monoclonal de
captura diluido (1:250) en Buffer de Carbonatos 0.1 M pH 9.5. Se lavaron los pozos tres
veces con 0.300 ml PBS-T O.05 % con un lavador de placas para ELISA Thermo scientific
Wash-well. Se bloguearon los pozos con el diluyente de ensayo (0.200 ml) y se incubo una
hora a temperatura ambiente. Se lavd tres veces, y se agregaron las muestras de suero, sin
diluirse (0.080 ml) asi como la curva estandar que iba de .07 a 10 pg/ml, se dejé incubar dos
horas a temperatura ambiente. Después se lavO cinco veces y se agrego el anticuerpo de
deteccion biotinilado anti-mouse IL-4, diluido 1:500 en el ensayo diluyente y luego a éste se
le agrego el conjugado Streptavidina-HRP (peroxidasa) diluido 1:250 en el anticuerpo
biotinilado, y se agregaron 0.100 ml/pozo. Se incubo una hora a temperatura ambiente.
Posteriormente se lavo siete veces y se agregd 0.100 ml/pozo de la solucion de sustrato
(3,3',5,5'-tetrametilbenzidina o TMB) y se incubo 30 minutos. A temperatura ambiente en la
oscuridad. Transcurrido ese tiempo y cuando se observéd que las muestras positivas y la curva
estandar se torn6 de un color rosa a azul, se detuvo la reaccion con solucion de paro (0.050
ml/pozo), empleandose H,SO4 o acido sulfurico 1 My por ultimo se leyd la placa cinco
minutos después en un lector de ELISA (Thermo Scientific, Multiskan FC) a 450 nm. Para
representar los datos se realizé una regresion lineal para conocer la concentracion de ésta

interleucina en pg/ml de cada muestra evaluada.

5.13 ELISA indirecto para evaluar IgA en suero/heces y lavados intestinales (LI) de ratones. Se
sensibilizd una placa para ELISA (Thermo Scientific, Nunc) durante 18 horas a 4 °C con 0.050
ml/pozo con los PES de la LM de 7. spiralis diluidos a 5 pg/ml en amortiguador de
Carbonatos 0.1 M pH 9.6. El antigeno se descartd y los pozos se lavaron tres veces con 0.300
ml de PBS adicionado con tween 20 al 0.05 % (PBS-T) con un lavador de placas (Thermo
Scientific, Wash-well) y luego se bloquearon durante 1 hora a 37 °C con 0.250 ml de
albumina sérica bovina al 1 % en PBS-T. Los sueros, sobrenadantes de heces y lavados

intestinales se diluyeron 1:250 en PBS-T y se colocaron directo en el pozo, incubando a 37 °C

59



por 60 minutos. La reaccion antigeno-anticuerpo se revelo con un conjugado IgA anti-raton,
hecho en rata con isotipo IgG sin peroxidasa (Sigma Aldrich; MO, USA) diluido 1:1,000,
colocando 0.050 ml por pozo, e incubando a 37 °C por 60 minutos. Posteriormente se lavo
nuevamente y se agrego un conjugado IgG anti-rata (0.050 ml/pozo), con otra incubacion a
37 °C de 60 minutos. La reaccion se puso en evidencia con 0.050 ml/pozo de una solucion
de cromoégeno preparada con una solucion de citrato de sodio (5 ml) 0.1M pH 5 y acido
citrico (5 ml) 0.1 M pH= 5, 0.004 g de orto fenilendiamina (Sigma Aldrich) y 0.004 ml de H,0,
al 30 % vy la reaccion se detuvo agregando a cada pozo 0.050 ml de H,SO.4 IN. La

absorbancia se leyd a 492 nm en un lector para ELISA (Thermo Scientific, Multiskan FC).

5.14 Andlisis Estadistico.

Los resultados fueron expresados como valores promedio (+) desviacion estandar (S.D.) para

cada grupo de ratones.

5.14.1 Anélisis de Varianza (ANOVA) de un factor.

Tal como se conoce hoy dia, el analisis de varianza es una tecnica estadistica que permite
analizar datos provenientes de un experimento aleatorio comparativo. El objetivo central de
un disefio experimental es la comparacion de dos o mas tratamientos, cada uno de los cuales

representa una poblacion, como es usual en experimentos comparativos.

Este tipo de analisis se utiliza cuando el investigador le interesa evaluar el efecto de un solo
factor (con varios tratamientos o niveles) sobre una determinada variable de respuesta (o
dependiente). El analisis de la varianza permite contrastar la hipotesis nula de que las medias
de K poblaciones (K >2) son iguales, frente a la hipotesis alternativa de que dos de las
poblaciones difieren de las demas en cuanto a su valor esperado (Remington, 2003). Este

contraste es fundamental en el anélisis de resultados experimentales, en los que interesa
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comparar los resultados de K ‘'tratamientos' o 'factores' con respecto a la variable

dependiente o de interés.

De forma resumida, sirve para determinar si las medias de (dos o méas poblaciones) los
diferentes tratamientos o grupos experimentales muestran diferencias significativas o por el

contrario, que sus medias poblacionales no difieren.

5.14.2 Prueba de contraste de Tukey (Diferencia Honestamente significativa de Tukey).

Cuando todos los grupos tienen el mismo numero de individuos y podemos asumir que
estan igualmente dispersos. Es un test que se suele utilizar cuando se quiere comparar cada
grupo con todos los demas e identificar entre los que hubo diferencias significativas (*P<0.05)

(Baron y Téllez, 2003).

6. RESULTADOS
6.1 Obtencion de los productos de excrecion y secrecion de la LM

Se obtuvieron los PES de la cepa MSUS/ME/92/CM-92 de 7. spiralis (fig. 16) asi como su
determinacion de proteinas (en donde se registraron valores de 100 pg/ml) para la posterior
elaboracion de las cuatro formulaciones de nanoparticulas de quitosano. Ademas, la cepa del parasito
se propago por infeccion oral con 7,000 larvas musculares, 7 e, 23 larvas por gramo de peso en ratas

Wistar de ocho semanas.
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Figura 16. Productos de Excrecion y Secrecion (PES) de la LM de 7. spiralis. A) Se observa la

obtencion de las LM previo a la B) elaboracion y C) cambio de medio RPMI nuevo al cultivo de las LM

cada 48 horas cuando vird de rosa a un color durazno o amarillo.
6.2 Formulaciones de nanoparticulas

Para determinar la formacion de las nanoparticulas de quitosano, se tomaron fotografias en
microscopia electrénica de transmision. Las fotografias las tomo el IQ. Rafael Ivan Puente Lee,

jefe del Laboratorio de Microscopia, USAI-FQ, UNAM con sede en Ciudad Universitaria. La
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figura 17, muestra la imagen de la formulacion que no incluye el antigeno. Las nanoparticulas
miden entre 200 y 400 nandmetros de diametro y no tienen una forma regular, aunque
tienden a la esfericidad. Imagenes similares se obtuvieron con las formulaciones hechas con
antigeno. Con este procedimiento no se pudo determinar si el antigeno se acopld al

quitosano.

Figura 17. Micrografia electrénica de las nanoparticulas. La suspension de nanoparticulas se sometio a
microscopia electronica de transmision y se tomaron fotografias. La linea blanca del extremo derecho

inferior mide 200 nm (tomada por Q. Ivan Puente. Lab. Microscopia, FQ, UNAM).

La reactividad de los PES acoplados a las nanoparticulas de quitosano se determind por
ELISA empleando sueros de ratones infectados experimentalmente con 7. spiralis. La figura
18 muestra la reactividad de cada una de las formulaciones preparadas. La mayor reactividad
se observo con la formulacion donde los antigenos se acoplaron dentro de la nanoparticula

(PES/D), seguido por la formulacion con los antigenos fuera (PES/F) y por ultimo dentro y
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fuera (PES/DF). Basicamente la reactividad observada con las nanoparticulas fue similar en
comparacion al grupo de pozos que se sensibilizaron con el antigeno. Mientras que no se

observo reactividad en las nanoparticulas sin antigeno (CHI).

ELISA para Evaluacion de la reactividad de las
nanoparticulas.

25

Figura 18. Reactividad de los PES en las nanoparticulas de quitosano. La reactividad de los PES en las
nanoparticulas se determind por ELISA empleando suero de ratones infectados de manera
experimental. La reaccion se reveld con anticuerpos de chivo contra IgG de raton acoplado a
peroxidasa. Las formulaciones que se evaluaron fueron: antigenos acoplados dentro de la
nanoparticula (PES/D), antigenos acoplados fuera de la nanoparticula (PES/F) y antigenos dentro y
fuera (PES/DF) y CHL Se muestra la comparacion con la reactividad del antigeno (sin nanoparticula)
con suero de raton infectado (+1 y +2) y suero de ratdn testigo (-1). Se muestran diferencias
significativas *=P<0.05

RS: control negativo (-); PESe: productos de excrecion y secrecidn por via oral o enteral; CHI: nanoparticulas de
quitosano (sin antigeno); PES/D: nanoparticulas con productos de excrecidon y secrecion por dentro; PES/F:
nanoparticulas con productos de excrecién y secrecidon por fuera; PES/DF: nanoparticulas con productos de
excrecion y secrecion por fuera y dentro; PES/AF: control (+) productos de excrecion y secrecidon con adyuvante de
Freund; PESp: productos de excrecidn y secrecidén por via intraperitoneal (+); AF: adyuvante de Freund por via
intraperitoneal.
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6.3 Cinética de anticuerpos séricos

A partir del ELISA realizado para evaluar la cinética de anticuerpos (IgG) como se muestra en
las siguiente grafica, en donde el eje "Y" representa la absorbancia a 492 nm y en el eje "X"
tenemos el tiempo en semanas durante las que se inmunizd a los animales, podemos
observar que no se estimularon anticuerpos séricos IgG en ningin grupo de los que se
probaron las nanoparticulas de quitosano, en cambio, donde si se observaron dichos
anticuerpos fue en el grupo control (+) PES/AF (figura 19) y en el grupo PESp; los cuales

alcanzaron el mayor nivel de anticuerpos a la cuarta semana post- inmunizacion.

——RS

IgG Sérica

—m—PESe

CHI
PES/D
——PES/F

-—

——PES/D
F

—=— PES/AF

—e—PESp

Absorbancia 490 n

¥ AF

0 1 2 3 4 5 11
Semanas Post Inmunizacion y post infeccién

Figura 19. Cinética de produccién de anticuerpos IgG en ratones inmunizados con las
nanoparticulas de quitosano durante cuatro semanas de inmunizacion (1 a la 4) y posteriores
a la infecciéon de reto (5 a la 11). Se muestran diferencias significativas *=P<0.05

RS: control negativo (-); PESe: productos de excrecidn y secrecion por via oral o enteral; CHI: nanoparticulas de
quitosano (sin antigeno); PES/D: nanoparticulas con productos de excrecidon y secrecion por dentro; PES/F:
nanoparticulas con productos de excrecién y secrecidon por fuera; PES/DF: nanoparticulas con productos de
excrecion y secrecién por fuera y dentro; PES/AF: control (+) productos de excrecion y secrecién con adyuvante de
Freund; PESp: productos de excrecidon y secrecidon por via intraperitoneal (+); AF: adyuvante de Freund por via
intraperitoneal.
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6.4 Infeccidn de reto y estimacién de la proteccién contra GA y LM

La proteccion contra los gusanos adultos (GA) se manifiesta en la reduccién del nimero de éstos
recuperados en el intestino delgado (figura 20) al dia siete P, y posterior al esquema de inmunizacion.
Por lo tanto, se observa en el eje de las "Y" el porcentaje de reduccion y en el de las “X" los grupos, en
donde se muestra al grupo PES/D con 52% de reduccion con respecto al grupo RS (0 %); PES/F con
453 % de reduccion, PES/DF con 52.7 %, y CHI 41.3 %, por lo que es similar el porcentaje de
proteccion obtenido entre éstos Ultimos grupos, indicandonos también un efecto muy parecido de
proteccion entre el CHI y los grupos que se inmunizaron con PES/AF y PESp (por lo tanto no hay

diferencias significativas entre éstos tres grupos).
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RS: control negativo (-); PESe: productos de excrecion y secrecidn por via oral o enteral; CHI: nanoparticulas de
quitosano (sin antigeno); PES/D: nanoparticulas con productos de excrecidon y secrecion por dentro; PES/F:
nanoparticulas con productos de excrecién y secrecidon por fuera; PES/DF: nanoparticulas con productos de
excrecion y secrecidn por fuera y dentro; PES/AF: control (+) productos de excrecion y secrecién con adyuvante de
Freund; PESp: productos de excrecion y secrecidn por via intraperitoneal (+); AF: adyuvante de Freund por via

intraperitoneal.
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Figura 20. Reduccién de la carga parasitaria a nivel entérico. Se observa en a) los GA recuperados a
los siete dfas PI en el intestino delgado de los ratones, posterior al esquema de inmunizacion de los
grupos experimentales. Con éstos valores se muestra en b) el porcentaje de proteccion el cual se
manifiesta en la reduccion a los siete dias PI en el intestino delgado, obtenida por las distintas

formulaciones de nanoparticulas. Se muestran diferencias significativas *=P<0.05

RS: control negativo (-); PESe: productos de excrecion y secrecidn por via oral o enteral; CHI: nanoparticulas de
quitosano (sin antigeno); PES/D: nanoparticulas con productos de excrecidon y secrecidon por dentro; PES/F:
nanoparticulas con productos de excrecién y secrecidon por fuera; PES/DF: nanoparticulas con productos de
excrecion y secrecion por fuera y dentro; PES/AF: control (+) productos de excrecidon y secrecidn con adyuvante de
Freund; PESp: productos de excrecion y secrecién por via intraperitoneal (+); AF: adyuvante de Freund por via

intraperitoneal.
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La figura 21 muestra el promedio de la carga parasitaria de cada grupo experimental, a partir
de tejidos como son los maseteros, la lengua y el diafragma, en donde en el eje "Y” tenemos
el nimero promedio de LM recuperadas y en el eje "X" los distintos grupos evaluados, por lo
tanto, no se observan diferencias significativas entre alguno de los grupos de nanoparticulas
y el (+) PES/AF y PESp, aunque, como era de esperarse, si hubo diferencias significativas
entre dichos grupos mencionados y nuestro grupo testigo (-), el cual presentd la mayor

cantidad de LM, como se esperaba.
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Figura 21. Reduccidon de la carga parasitaria a nivel parenteral. Se muestra el promedio de LM de T.
spiralis obtenidas de maseteros, lengua y diafragma de cada grupo experimental al dia 45 Pl y

posterior al esquema de inmunizacion. Se muestran diferencias significativas *=P<0.05

RS: control negativo (-); PESe: productos de excrecidn y secrecion por via oral o enteral; CHI: nanoparticulas de
quitosano (sin antigeno); PES/D: nanoparticulas con productos de excrecidon y secrecion por dentro; PES/F:
nanoparticulas con productos de excrecién y secrecion por fuera; PES/DF: nanoparticulas con productos de
excrecion y secrecion por fuera y dentro; PES/AF: control (+) productos de excrecidn y secrecion con adyuvante de
Freund; PESp: productos de excrecidon y secrecidon por via intraperitoneal (+); AF: adyuvante de Freund por via

intraperitoneal.
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6.5 Respuesta inmune (IgA) en suero

Se observo una produccion de IgA a nivel sistémico (figura 22) en los grupos experimentales,
por lo tanto, en el gje "Y" esta la absorbancia a 490 nm y en el gje "X" el tiempo en semanas,
de ésta manera encontramos que el punto de mayor estimulo de anticuerpos fue en la
semana 11 (o 6° semana post-infeccion) tanto para PES/D, PES/F, PES/DF, CHI, como para
PESe, PESp, FA y PES/AF(+), sin embargo, éste ultimo fue estimulado a partir de la segunda y
tercera semana post-inmunizacion.
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Figura 22. Cinética de produccién de IgA especifica en suero de ratones de los grupos
experimentales durante las cuatro semanas de inmunizacion (1 a la 4) y a las semanas posteriores a la
infeccion de reto (5 a la 11). Diferencias significativas *=P<0.05

RS: control negativo (-); PESe: productos de excrecidn y secrecion por via oral o enteral; CHI: nanoparticulas de
quitosano (sin antigeno); PES/D: nanoparticulas con productos de excrecidon y secrecidon por dentro; PES/F:
nanoparticulas con productos de excrecidén y secrecion por fuera; PES/DF: nanoparticulas con productos de
excrecion y secrecion por fuera y dentro; PES/AF: control (+) productos de excrecion y secrecién con adyuvante de
Freund; PESp: productos de excrecion y secrecidn por via intraperitoneal (+); AF: adyuvante de Freund por via
intraperitoneal.
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6.6 Evaluacidon de los niveles de IgA en heces/lavados intestinales

En ratones inmunizados con PES acoplados a las nanoparticulas de quitosano e infectados
con LM de T. spiralis. Contrario a la IgA que se mostré en el suero, no se registro IgA en la
mucosa del tracto gastrointestinal en heces y en lavados intestinales (figura 23) como se
observa, en el eje "Y" la absorbancia a 492 nm, en el gje "X" el tiempo en semanas durante la

inmunizacion y durante la infeccion de reto, asi como en los lavados intestinales.
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Figura 23. Cinética de anticuerpos IgA en heces y lavados intestinales de ratones de los distintos
grupos experimentales, se observa la muestra previa a la inmunizacion (0), durante las cuatro
semanas de inmunizacion (4) y a las semanas posteriores a la infeccion de reto (5, 6 y 11) y en lavados

intestinales (LI) al dia siete post-infeccion.

RS: control negativo (-); PESe: productos de excrecidn y secrecion por via oral o enteral; CHI: nanoparticulas de
quitosano (sin antigeno); PES/D: nanoparticulas con productos de excrecidon y secrecion por dentro; PES/F:
nanoparticulas con productos de excrecién y secrecidon por fuera; PES/DF: nanoparticulas con productos de
excrecion y secrecion por fuera y dentro; PES/AF: control (+) productos de excrecidn y secrecion con adyuvante de
Freund; PESp: productos de excrecion y secrecidn por via intraperitoneal (+); AF: adyuvante de Freund por via

intraperitoneal.
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6.5 Citocinas séricas INF-y e IL-4.

La figura 24 muestra la produccion de INF-y a través del tiempo, siendo del perfil de
linfocitos CD4 tipo TH1. Por lo tanto, en el eje "Y" tenemos la concentracion de dicha
interleucina en pg/mly en el eje "X" las semanas posteriores a la inmunizacion (O ala 4)y a la
infeccion de reto (5 a la 11). Como se aprecia, se estimuld INF-y a partir de la segunda
semana post-inmunizacion y esto ocurrid unicamente en tres grupos: CHI, PES/AF(+) y FA,

en los cuales se mantuvo la respuesta hasta la semana 11 (0 6° semana PI).
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Figura 24. Niveles de IFN-gamma. Se observa la concentracion de INF-y en suero de ratones de los
grupos experimentales, semana previa a la inmunizacion (0 SPV), durante las cuatro semanas de
inmunizacion (1-4) y a las semanas posteriores a la infeccion de reto (11). Se muestran diferencias
significativas *=P<0.05

RS: control negativo (-); PESe: productos de excrecion y secrecién por via oral o enteral; CHI: nanoparticulas de
quitosano (sin antigeno); PES/D: nanoparticulas con productos de excrecidon y secrecion por dentro; PES/F:
nanoparticulas con productos de excrecion y secreciéon por fuera; PES/DF: nanoparticulas con productos de
excrecion y secrecidn por fuera y dentro; PES/AF: control (+) productos de excrecidn y secrecion con adyuvante de
Freund; PESp: productos de excrecion y secrecidon por via intraperitoneal (+); AF: adyuvante de Freund por via
intraperitoneal.
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-
En la figura 25 se muestra la evaluacion de IL-4, por lo tanto, se observa en el gje "Y" la
concentracion de dicha interleucina en pg/ml y en el eje "X" las semanas durante la
inmunizacion (1 a la 4) y las semanas posteriores a la infeccion de reto (11). Como podemos
ver, los niveles de IL-4 no fueron detectables en ninguno de los sueros de los grupos
experimentales.
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Figura 25. Niveles de produccién de IL-4. Se observa la ausencia en los niveles de 1L-4 en sueros de
ratones de los grupos experimentales, semana previa a la inmunizacion (0 SPV), durante las cuatro

semanas de inmunizacion (1-4) y a las semanas posteriores a la infeccion de reto (11).

RS: control negativo (-); PESe: productos de excrecidn y secrecion por via oral o enteral; CHI: nanoparticulas de
quitosano (sin antigeno); PES/D: nanoparticulas con productos de excrecidon y secrecion por dentro; PES/F:
nanoparticulas con productos de excrecién y secrecion por fuera; PES/DF: nanoparticulas con productos de
excrecion y secrecién por fuera y dentro; PES/AF: control (+) productos de excrecidn y secrecion con adyuvante de
Freund; PESp: productos de excrecidon y secrecidn por via intraperitoneal (+); AF: adyuvante de Freund por via

intraperitoneal.
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7. DISCUSION
7.1 Obtencién de los productos de excrecién y secreciéon de la LM

Una de las estrategias que se han estudiado para evitar la transmision de la triquinelosis, es la
utilizacion de los productos de excrecion y secrecion de la LM en estudios de proteccion
(McGuire et al, 2002; Robinson et a/, 1995). Los resultados de esos experimentos apuntan
hacia una proteccion parcial y una respuesta inmune de los linfocitos CD4+ tipo TH2. Por lo
que la busqueda de antigenos y nuevas sustancias adyuvantes que estimulen la respuesta
inmune protectora es importante en la investigacion de la inmunoparasitologia (de la Rosa.,
2012).

En el presente estudio la propagacion de la cepa MSUS/ME/92/CM-92 de 7. spiralis en ratas
de la cepa Wistar se llevd a cabo con una dosis infectiva oral de 23 LM por gramo de peso
(LM/q), equivalente a 7000 LM por rata, ya que su peso se encontré entre 300 +12 gr y a
traves de la digestion artificial resultd un promedio de 100,000 LM por rata para conseguir
un adecuado cultivo de los PES cuya concentracion en promedio resultd de 100 ug/ml. Por lo
tanto se cumplio el objetivo de la obtencion de los antigenos de 7. spiralis con el propdsito
de incorporarlos a un biopolimero como sistemas de liberacion de antigenos en el epitelio
intestinal, algo que es innovador en los estudios de proteccion contra dicho parasito, en
donde se ha buscado la forma de inmunizar animales de laboratorio con los mismos
antigenos junto con sustancias adyuvantes por via parenteral (Robinson et a/, 1995), de igual
forma, se han empleado los extractos larvales en otros estudios de vacunacion pero la
proteccion que se ha obtenido también es parcial (Dea-Ayuela et a/, 2006).

7.2 Formulaciones de nanoparticulas de quitosano

En el presente estudio se cumplid el objetivo de la obtencidon de las nanoparticulas de
quitosano con un tamafio entre 200 y 400 nm, para lo cual se empled el método de gelacion
ionica (uno de los distintos métodos que se han empleado para su fabricacion), junto con el
TPP; en donde se formaron complejos entre las especies con carga opuesta, de ésta forma es
como se obtuvieron particulas coloides (Rodriguez et a/, 2010), debido a que el quitosano es
positivamente cargado y las glicoproteinas de los PES de 7. spiralis estan negativamente
cargadas (Takahashi, 1997), estos antigenos pueden asociarse o entrecruzarse facilmente a las
nanoparticulas. Ademas, se ha demostrado que las microparticulas y nanoparticulas de
quitosano son capaces de atrapar grandes cantidades de antigeno, asi como su transporte
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hacia las placas de Peyer (Junginger et a/, 2003). También se sabe que sus propiedades
mucoadhesivas se deben a la presencia de los grupos amino cargados positivamente
capaces de interactuar electroestaticamente con la superficie mucosa del epitelio cargada
negativamente (Rodriguez et a/, 2010). Por lo tanto, la elaboracion de nuestras
nanoparticulas coinciden con estudios como el de Rodriguez et al (2010) quienes también
obtuvieron nanoparticulas por el método de gelacion idnica, en donde dichas particulas
coloidales de quitosano resultantes se reconocieron como una suspension opalescente, cuyo
rango de tamafio fue de 100 a 400nm.

En nuestro estudio se comprobd por medio de ELISA que las formulaciones de
nanoparticulas que incorporaron los PES de la LM fueron reconocidos por los anticuerpos de
raton IgG anti- 7. spiralis debido a la reaccion presentada, aunque no se ha determinado con
precision qué cantidad de antigeno se incorporé a las nanoparticulas que fabricamos, y si la
antigenicidad fue preservada completamente, como se ha realizado en otros estudios en
donde se emplearon microparticulas para inmunizar por via oral o nasal (Baudner et a/, 2003;
van der Lubben et a/, 2003). A partir de éste ensayo, fue como se considerd que se podria
estimular la inmunidad humoral eficientemente contra los PES de la LM transportados y
liberados en el epitelio intestinal por éste vehiculo nanoparticulado, tal como se planted en
nuestra hipotesis.

Sin embargo, los resultados muestran que dichas formulaciones no estimularon a la respuesta
inmune de mucosas ni la sistémica para la proteccion ante la infeccion por éste parasito, a
pesar de sus distintas propiedades reportadas en el epitelio mucoso (Porporatto et a/, 2005)
asi como su capacidad adyuvante. En un nimero de estudios en animales (Giudice et al,
2003; Mills et a/, 2001) han reportado el uso del quitosano como un excipiente seguro en los
sistemas de liberacion nasal, el cual aumenta el transporte de proteinas a través de la mucosa
nasal; y en otros experimentos han encontrado que dicho polimero cumple de manera
eficiente el papel de acarreador Unicamente, administrado por via oral y nasal (De Vos et al,
1993; Junginger et al, 2003) asi como en el presente trabajo, en donde resultd sin actividad
alguna como adyuvante (por via oral) tanto en las formulaciones probadas con el antigeno
incorporado como en la preparacion de nanoparticulas Unicamente de quitosano.
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7.3 Anticuerpos séricos (IgG)

Como se sabe, una vacuna efectiva debe ser capaz de inducir elevados niveles de inmunidad
en una gran proporcion de una poblacion de hospedadores genéticamente heterogénea
(Robinson et a/, 1995).

En infecciones por helmintos del género T7richinella'y Trichuris los anticuerpos bajo el control
de la respuesta TH2 (como los isotipos IgG1 e IgA) han sido asociados a la expulsion de la
poblacion de gusanos adultos del intestino del hospedador (Dea Ayuela et a/, 2006, Onah et
al, 2000), aunque su papel preciso no ha sido bien establecido. Particularmente la respuesta
inmune sistémica es importante en la defensa contra las larvas recien nacidas migrantes de
1. spiralis (Fabre et al, 2009).

Para conocer la respuesta inmune producida por las formulaciones de las nanoparticulas,
examinamos los niveles de anticuerpos como IgG e IgA, asi como los niveles de las citocinas
IL-4 e IFN-y, y como se mostro en los resultados no se logréd estimular la respuesta sistémica
(anticuerpos séricos IgG) por la vacunacion oral con las formulaciones de nanoparticulas (CHI,
PES/D, PES/F, PES/DF), Unicamente en el grupo control (+) PES/AF (via intraperitoneal),
como se esperaba y mayor aun fue la respuesta del grupo inmunizado Unicamente con los
PESp (por via intramuscular) a partir de la 2° semana post- inmunizacion; solo se observo la
produccion de dichos anticuerpos en los grupos experimentales como resultado de la
respuesta inmune contra la infeccion por 7. spiralis, y esto se observd a la semana 11 (0 6°
post-infeccion).

En un estudio previo de van der Lubben et a/, (2003) en donde también evaluaron la
respuesta inmune local y sistémica a tres grupos de ratones después de la administracion oral
y nasal de tres formulaciones (respectivamente): microparticulas de quitosano cargadas con
DT (Toxoide de la Difteria), DT con PBS y microparticulas de quitosano (solas) como control.
Posteriormente, al evaluar los niveles de IgG observaron que los titulos no fueron detectables
en el grupo que recibi6 las microparticulas de CHI solas, en cambio, donde si encontraron un
incremento en la respuesta inmune sistemica (IgG) fué en los grupos que recibieron
microparticulas de quitosano con la mayor concentracion de DT (40 Lf). Adicionalmente,
niveles elevados significativamente de IgA anti- DT fueron detectados en el tracto
gastrointestinal (heces). Por lo tanto, el DT asociado al sistema acarreador de vacunas
(quitosano) no solo aumento la respuesta inmune, sino también protege durante la infeccion
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contra el DT. Por lo tanto, el aumento de la respuesta humoral en animales vacunados e
infectados puede ser considerado un marcador para la proteccion.

Ademas, en otros estudios se ha demostrado que la respuesta inmune combinada TH1/ TH2
es importante para la inmunidad contra la infeccion por 7. spiralis (Deville et al, 2005;
Kolodziej-Sobocinska et a/, 2006), incluso se ha pensado que la respuesta TH2 es esencial
para la inmunidad protectora contra las infecciones por helmintos intestinales (Xinping Zhu et
al, 2014). Un ejemplo de esto es el trabajo de Xinping Zhu et a/ (2014) quienes evaluaron la
estrategia de vacunacion heteréloga de sensibilizacion/refuerzo  (oral- intramuscular) en
ratones con Ts87 (un antigeno inmunodominante) contra la infeccion por 7. spiralis. Los
resultados revelaron que los ratones inmunizados indujeron una fuerte respuesta inmune
TH1/TH2  combinada (IgG2a e IFN-Y; IgGl en suero, IgA en mucosa, IL-4 e IL-6,
respectivamente) aunque TH2 fue predominante, lo que puede contribuir a una mejor
proteccion. Ademas se observo una reduccion significativa de las LM, Por lo tanto, en base
a los resultados obtenidos se sugiere que en el presente estudio las nanoparticulas de
quitosano asociadas a los PES de la LM de 7. spiralis no resultaron una estrategia dptima para
estimular suficientemente la respuesta inmune humoral sistémica.

7.4 Infeccion de reto y estimacion de la proteccion (GA)

La infeccion de reto se llevd a cabo con 300 LM/ratdon de 7. spiralis a las cinco semanas post-
inmunizacion. Los resultados muestran que las nanoparticulas de quitosano asi como su
asociacion con los PES presentaron del 41 al 52.7 % de reduccion de los GA en el intestino
respecto al grupo RS(-), indicandonos que no hay diferencias significativas entre las
formulaciones de nanoparticulas evaluadas. Por lo tanto, en el presente estudio se logréd
proteccion parcial a partir de la vacunacion oral, como se manifiesta en la reduccion en el
establecimiento de los GA al dia 7 p.i. y por ende, en la reduccion en el promedio de las LM
obtenidas, en donde se observd un efecto muy similar entre los tratamientos de las
nanoparticulas de quitosano; por lo que se sugiere que durante la vacunacion, dicho
polisacarido promovié funciones fisiolégicas sumamente importantes como estimular la
peristalsis intestinal (pues en previas investigaciones se le atribuyen propiedades como fibra
dietética y suplemento dietético o agente contra la obesidad) (Sumiyoshi y Kimura., 2006;
Walsh et a/, 2013), de esta manera, cuando se llevd a cabo la infeccién de reto con LM de 7.
spiralis (una semana después del esquema de vacunacion con las nanoparticulas) una gran
proporcion de larvas fue expulsada del intestino y sélo otra proporcion alcanzé invadir las
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células columnares epiteliales y continué con su ciclo de vida hasta llegar al estadio adulto y
reproducirse, justo en el momento en que obtuvimos los GA del intestino y evaluamos la
proteccion.

Otros resultados similares de proteccion parcial ante dicha parasitosis por vacunas dirigidas al
epitelio mucoso intestinal se encontraron en estudios previos, como en el experimento
realizado por Dea-Ayuela et a/ (2006) en donde realizaron vacunacion oral, con la diferencia
de que ellos utilizaron (dos tratamientos) extracto crudo de las larvas y PES de la LM de 7.
soiralis microencapsulados con un copolimero de Acido metacrilico y la posterior infeccion
de reto (con 300 LM), cuyos resultados de proteccion reflejaron una reduccion significativa
(p<0.05) de los GA a nivel intestinal en ambas cepas de ratones BALB/c y NIH al dia 6 post-
infeccion, aunque ellos si observaron estimulacion moderada de anticuerpos IgGl e IgA
sistémicos en BALB/c después de la primera administracion de las microparticulas y la
posterior infeccion de reto no alterd dicha respuesta humoral.

Jing Cui et a/ (2015) reportaron resultados de proteccion parcial en ratones Balb/c vacunados
con AcyaSL1344/pcDNA3.1-TsNd y la posterior infeccion de reto con 300 LM de  T. spiralis.
Dicha vacuna consiste en una proteina recombinante Hidrolasa Nudix de 7. spiralis (TsNd)
que se une a las células del epitelio intestinal, cuyo gen fue clonado en un plasmido de
expresion eucariota pcDNA3.1 y transformado en una cepa atenuada de Sa/monella
typhimurium (4cyaSL1344). La inmunizacion oral mostré una reduccion estadisticamente
significativa del 73.32 % en los GA al dia 7 post- infeccion y tambiéen una reduccion del 49.5%
en las LM obtenidas comparado con el grupo del vector solo o el control de PBS. Ademas
dicha vacuna produjo una respuesta local significativa (P<0.05) de IgA total y una combinada
respuesta inmune TH1/TH2 (IL-2, IFN-y, IL-4, and IL-10 asi como IgGl e IgG2a) con una
predominancia hacia TH2.

En base a estos estudios se ha demostrado que las vacunas de DNA son potencialmente
seguras vy efectivas tanto para humanos como para uso veterinario, incluso, se ha reportado
que algunas vacunas de DNA son mas efectivas que las vacunas de proteinas (Yang et a/,
2010) debido a que estas no estimulan de forma adecuada tanto la inmunidad sistémica
como la de mucosas, sabiendo que IgA e IgG son de gran importancia para la eliminacion de
helmintos intestinales.
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7.5 Respuesta inmune (IgA) en suero

Debido a que la mucosa intestinal es la primera barrera natural que enfrenta a los parasitos,
probablemente la inmunidad de mucosas es importante para proteger al hospedador contra
la infeccion por Trichinella. Estudios previos han mostrado que la mucosa intestinal de
animales infectados produjeron anticuerpos especificos contra 7. spiralis y la IgA mucosa
media la inmunidad protectora (Yang et a/, 2010; Pei Liu et a/, 2015) ya que la expulsion de
los GA del intestino puede ser mediada por dichos anticuerpos contra los antigenos de
superficie del mismo estadio mencionado (Appleton et a/, 1998; Inaba et a/, 2003; Pei Liu et
al, 2015).

Como se ha demostrado en estudios previos, la infeccion de desafio por 7. spiralis causd un
incremento significativo en los niveles de IgA (Fabre et a/, 2009), como lo que se observé en
los resultados del presente estudio, en donde se muestra que el punto de mayor estimulo de
anticuerpos fue Unicamente en la semana 11 (0 6° post- infeccion) para todos los grupos, sin
embargo, el grupo control (+) PES/AF fue estimulado a partir de la semana dos post-
inmunizacion, por el efecto del Adyuvante de Freund. De ésta forma, se demostré que la
vacunacion oral con PES asociadas a las nanoparticulas de quitosano no logro la produccion
de IgA local ni sistémica; por lo tanto, la respuesta de perfil TH2 no fue la que predomind en
el presente estudio.

Giudice et a/ (2003) inmunizé ratones BALB/c con la vacuna conjugada del meningococo
grupo C (CRM-MenC) (2.5 ug por dosis) con la enterotoxina mutante no toxica de £scherichia
coli (LTK63) (1ug por dosis) como adyuvante, ambos incorporados a microparticulas de
quitosano (20ug por dosis) administrados por via nasal y en dicho experimento lograron
estimular significativamente la respuesta inmune sistémica (IgG) y mucosa (IgA) incluso mayor
que en el grupo control (+) que recibid la vacuna de manera subcutanea. Estos resultados
demuestran que el uso concomitante de las microparticulas de quitosano y la LTK63 mutante
aumentaron significativamente la inmunogenicidad y la eficacia protectora de la vacuna CRM
intranasal. Ademas, observaron en el grupo de ratones que recibi¢ las microparticulas de
quitosano solas o vacias ningun efecto adyuvante por si solas, algo que resulté muy
semejante con nuestros hallazgos de la respuesta inmune tanto del grupo que recibio
nanoparticulas de quitosano (solas) como los grupos que recibieron las formulaciones de
nanoparticulas asociadas a los PES.
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Otra estrategia de vacunacion fue empleada en el estudio realizado por De Vos (1993),
donde examinaron el efecto adyuvante de la toxina colérica (CT) y para ello, inmunizaron
ratones por via oral utilizando antigeno del extracto crudo de la LM de 7. spiralis en tres
formulaciones: soluble, particulado y particulado/soluble en combinacién con CT, (esto fue en
dias 0, 14 y 21) lo cual produjo una ligera estimulacion de la inmunidad mucosa (IgA),
aunque, ésta respuesta estuvo ausente en los ratones que recibieron éstos antigenos sin CT.
Ademas, se observd un incremento significativo aprox. diez veces mas (P<0.05) (al dia seis
post-infeccion) de la misma clase de anticuerpo después de la infeccion de reto (dfa 28) con
dicho parasito. La respuesta sistémica (IgG) se comportd similar después de la infeccion de
reto. Por lo tanto, la inmunizacion produjo inmunidad protectora a la subsecuente infeccion
con /. spiralis; ésta proteccion esta correlacionada con la respuesta humoral mucosal.

La inmunidad estimulada en éstos estudios es soportada por los datos de anticuerpos IgA en
suero y en mucosa, asi como el titulo de IgG, estos resultados son debido a la estrategia que
emplean, ya sea alguna vacuna o antigeno junto con una toxina bacteriana, o también
algunos emplean éste sistema mencionado asociado a las microparticulas del polimero
quitosano (De Vos et al, 1993; Giudice et a/ 2003; Junginger et a/, 2003; Mills et a/ 2001).
Cabe mencionar que la produccion de IgA mucosa es dependiente de una respuesta de
linfocitos T CD4+ de perfil TH2; particularmente IL-10 e IL-4 son las principales citocinas que
aumentan la respuesta IgA (Pei Liu et a/, 2015), sugiriendo que altos niveles de estas citocinas
pueden promover la respuesta mucosa intestinal. Por lo tanto, se sugiere que una estrategia
para mejorar los resultados del presente trabajo en la proteccion contra 7. spiralis podria ser
la administracion de nanoparticulas de quitosano asociadas a los PES de la LM de dicho
parasito por via nasal ya que podria resultar mejor para estimular la inmunidad humoral (IgA)
mucosa, y tambien esperarfamos estimular la inmunidad humoral sistémica.

7.6 Citocinas séricas IL-4 e INF-y

Como se ha mencionado, el perfil de las citocinas que se secretan cuando son sensibilizados
los linfocitos T CD4, es importante para determinar los anticuerpos que se produciran por
parte de las células B. Por lo tanto, en el presente trabajo de manera inesperada no se
observé ningun impacto en la produccion de IL-4 durante el periodo de vacunacion con las
nanoparticulas, dicha interleucina es dependiente de linfocitos tipo TH2, es por ello que,
sugerimos que no se observo la produccion de IgA. No obstante, se observé una muy ligera
respuesta de IL-4 a la semana 11 posterior a la vacunacion (o semana 6 post-infeccion) como
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resultado de la caracteristica respuesta ante la infeccion por el parasito 7. spiralis, el cual se
encontraba en la fase parenteral de su ciclo de vida.

EI' INF-y por su parte, es producido por células NK y por linfocitos CD4 tipo TH1 y es una
citocina esencial que media la inmunidad celular protectora contra bacterias intracelulares
facultativas como Listeria monocytogenesy Mycobacterium tuberculosis, hongos y parasitos
(Scott, 1991) ya que activa a los macréfagos que se vuelven microbicidas por la masiva
liberacion de agentes toxicos incluyendo intermediarios de oxigeno reactivos (Yang et al,
1995). En el presente estudio se observd a partir de la segunda y tercera semana post
inmunizacion un aumento en la produccion de  INF-y Unicamente en el grupo (+) PES/AF y
FA, ademas del grupo de la formulacion de nanoparticulas de CHI, lo cual corresponde a una
respuesta de linfocitos CD4+ de perfil TH1; dicha respuesta se mantuvo hasta la semana 11
post- inmunizacion (o 6 post- infeccién). Estos datos son soportados por lo reportado por de
la Rosa et al, (2012) en donde inmunizaron ratas con PES de LM de 7. spiralis asociados a
distintas sustancias adyuvantes como levamisol (LV), Staphylococcus (ST) y Adyuvante de
Freund (AF). En este Ultimo tratamiento se observd un incremento en la produccion INF-y
después de la inmunizacion y de la infeccion asf como el decremento en la produccion de
IL-4.

Ademas, la respuesta de INF-y en el grupo de las nanoparticulas de CHI dadas por sf solas
resultd contrario respecto a lo que se ha observado en algunos estudios previos sobre el
comportamiento de éste polimero en la mucosa intestinal, en donde se ha reportado que
induce mayormente el incremento de citocinas inmunoreguladoras/supresoras como IL-4, IL-
10y TGF-p disminuyendo los niveles de otras citocinas inflamatorias (Porporatto et a/, 2004
y 2005) y también se sabe que el microambiente intestinal en condiciones fisiologicas es
particularmente rico en citocinas anti- inflamatorias como IL-10 y TGF-f3 esenciales para la
diferenciacion a células regulatorias y la produccion de IgA (ManWarren et al., 1997).

También se ha reportado que el quitosano ademas de que incrementa la funcion de células
polimorfonucleares inflamatorias tales como macréfagos, induce la secrecion de citocinas  asi
como la expresion de marcadores de activacion como los receptores Fc y de manosa
(Porporatto et a/, 2003; Shibata et a/, 1997). De hecho, el quitosano de bajo peso molecular
(LMW) induce la expresion de dichos marcadores de activacion y luego se une a los
receptores de manosa (estos receptores se encuentran en macréfagos), los cuales median la
internalizacion o la fagocitosis de las particulas de quitosano y quitina (Shibata et a/, 1997).
Esto es soportado por previas investigaciones, ya que han demostrado el efecto de activacion
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del quitosano en macréfagos residentes: en donde después del cultivo con quitosano éstas
células expresaron marcadores de activacion y produjeron citocinas pro-inflamatorias
(Porporatto et a/, 2003; van der Lubben et a/, 2001). También se ha demostrado que los
macréfagos activados alternativamente tienen caracteristicas metabdlicas que difieren de los
que son activados por la via clasica: los cuales muestran expresion preferencial de receptores
de la inmunidad innata tales como el receptor de manosa en macrofagos (transmembranal).
Por lo tanto, esta bien establecido que dicho receptor es altamente regulado
transcripcionalmente y traduccionalmente en macrofagos locales durante la inflamacion (van
der Lubben ef a/, 2001), incrementando la posibilidad para interactuar con ligandos
apropiados (microorganismos o particulas que expresan oligosacaridos apropiados como
manosa, fucosa y N-acetil-D-glucosamina (Pontow et a/, 1992), en éste caso el quitosano.

Anteriormente, Shibata et al (1997) reportaron in vivo y en cultivos de células del bazo que la
fagocitosis de particulas de quitina y quitosano (de uno a 10 micras) mediada por receptores
de manosa (en macrofagos) fué dependiente de la secrecion de INF-y y de la activacion de
macréfagos del bazo (en cultivo) y alveolares después de la administracion intravenosa (en
ratones C57B1/6 y SCID) (Shibata et al., 1997b). Estos estudios muestran claramente que los
macréfagos del bazo que fagocitan dicho intervalo de particulas de quitina producen IL-12 y
TNF-o, ambas citocinas son esenciales para la secrecion de INF-y. Dicha interleucina inducida
por las particulas de quitina parece simular la inmunidad celular inespecifica como defensa
del hospedador. Tales resultados sugieren que en particular los residuos terminales de azucar
en los microbios o en la quitina como pueden ser manosa y N-acetil-D-glucosamina son
reconocidos y fagocitados por macrofagos preferencialmente para inducir las citocinas
anteriores.  De estos hallazgos concluyeron que la fagocitosis parece ser muy importante
para la regulacion positiva de la inmunidad celular inespecifica como parte de la respuesta
innata; por lo tanto, los resultados obtenidos en la presente investigacion nos indican algo
muy similar, es por ello que se sugiere que el INF-y que se produjo durante la vacunacion
con las nanoparticulas de CHI, es el resultado de la estimulaciéon inespecifica de la respuesta
innata en el ambiente intestinal.

En contraste a éstas observaciones, Seferian y Martinez, (2001) reportaron que cuando el
quitosano y el antigeno fueron administrados en las distintas piernas, ningin aumento de la
respuesta inmune fue observado. Ademas Risbud et a/, (2001) observaron que un hidrogel
de polivinil pirrolidona-quitosano disefliado para aplicaciones de transplantes no activo
macréfagos. De los estudios mencionados se puede concluir que la actividad adyuvante que
deriva del quitosano parece ser dependiente de aspectos como el grado de desacetilacion, y
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el tipo de formulacion que se emplea (van der Lubben et a/, 2001). Sin embargo, se
necesitan mas investigaciones para aclarar los factores precisos que influyen la capacidad
adyuvante del quitosano y sus derivados.

En cuanto a la administracion de las formulaciones de las nanoparticulas: PES/D, PES/F y
PES/DF, en las cuales no se observd ninguna estimulacion de la respuesta inmune ni mucho
menos produccion de INF-y, probablemente el antigeno se degradd durante su transporte
por las enzimas digestivas aunado a la baja concentracion que se manejo, por lo tanto, para
mejorar éste trabajo podriamos considerar obtener una mayor concentracion de los PES. No
obstante, se necesitan hacer futuros estudios en la influencia de los procesos de inmunizacion
de mucosas para determinar el papel de la respuesta TH1 en la proteccion contra 7richinella.

8. CONCLUSIONES
8.1 Las nanoparticulas de quitosano no mostraron capacidad adyuvante cuando se asociaron
con los productos de excreciéon y secrecion de 7. spiralls.

8.2 Las nanoparticulas de quitosano funcionaron como un sistema transportador o
acarreador.

8.3 Las nanoparticulas de quitosano indujeron proteccion parcial de manera inespecifica a
través de la expulsion de los gusanos adultos de 7. spiralis, ain en ausencia de los productos
de excrecion y secrecion.

9. PERSPECTIVAS
9.1 Evaluar la respuesta inmune celular a nivel del intestino por medio de cortes histolégicos.

9.2 Hacer estudios en las nanoparticulas de quitosano para conocer la cantidad que se
incorpora y libera de los PES de la LM de 7. spiralls.

9.3 Una perspectiva a considerar, en caso de que se requiera realizar algun cambio en la
metodologia del presente trabajo, serfa la administracion de nanoparticulas de quitosano
asociadas a los PES de la LM de dicho parasito por via intranasal.
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