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INTRODUCCION 

La triquinelosis es una enfermedad cosmopolita, causada por parasitos del 

género Trichinella, constituyendo un problema de salud publica y veterinario. 

La fuente principal de la transmisién de esta infeccién a humanos es el consumo 

de carne de cerdo infectada con este pardsito, aunque en los ultimos afios se ha 

observado un incremento en los casos de triquinelosis humana por consumo de 

carne de otros animales como caballo, oso, jabali, marmota, entre otros (Murrell 

y cols. 1987; Pozio y cols., 1994). 

La compleja taxonomia de los nematodos del género Trichinella esta bien 

documentada por numerosos estudios bioquimicos, biolégicos, epidemioldgicos, 

clinicos e inmunoldégicos (Dick, 1983; Viallet y cols., 1986; Campbell, 1988; 

Bolas-Fernandez y Wakelin, 1989; Zarlenga y Barta, 1990; Pozio y col., 1992; 

Dupouy-Camet y cols., 1994). A partir de la comparacién de patrones 

isoenzimaticos de diferentes aislados de Trichinella, se consideran ocho grupos 

geneticos (T1-T8), seis de ellos infectan al hombre y cinco se consideran como 

especies verdaderas (TABLA 1). T. spiralis (T1), es caracterizada por una 

distribucién cosmopolita, aislada de animales domésticos y salvajes y que tiene 

una alta patogenicidad en humanos, la produccién in vitro de larvas recién 

nacidas (LRN) es mayor de 90/72 h, el tiempo de desarrollo de la célula nodriza 

(NC td) es entre 16 y 37 dias post-infeccién (p.i.), con grandes indices de 

capacidad reproductiva (RCI) en ratones, ratas y cerdos, con 6 tnicos 

marcadores isoenzimaticos; 7. nativa (T2), aislado de zonas Articas y sub- 

articas, sus hospederos son mamiferos salvajes, tiene una moderada 

patogenicidad en humanos, la produccién de LRN in vitro es de 28-57/72 h, NC 

dt entre 20 a 30 p.i., su RCI es bajo en ratones y cerdos, la resistencia a la



  

intemperie es baja, posee dos marcadores isoenzimaticos; T. britovi (T3), es 

caracterizada por una distribucién en regiones paleodrticas, la produccién de la 

LRN in vitro es de 35-55 /72 h, el desarrollo de la NC es entre 24 y 42 dias p.i., 

su RCI es bajo en ratones, ratas y cerdos, poca resistencia a la intemperie, posee 

un sdlo marcador isoenzimatico y tiene una patogenicidad moderada en 

humanos, T. pseudospiralis (T4) su distribucién es cosmopolita, infecta aves y 

mamiferos, su produccién de LRN in vitro es de 35-60 /72 h, ausencia de NC, su 

RCI en ratones y ratas es mas alta que en otras especies de animales salvajes, 

como caracteristica de estos aislados es que no presenta encapsulamiento en el 

musculo del hospedero y esto es indistinto con respecto al hospedero (Garcavi, 

1972); T. nelsoni (T7) se distribuye solamente en Africa ecuatorial en mamiferos 

salvajes y tiene una produccién de LRN in vitro de 49-60 /72 h; el tiempo de 

desarrollo de la NC es entre 34 y 60 p.i., su RCI es bajo en ratones, ratas y 

cerdos, no resiste al ambiente, posee 4 marcadores isoenzimaticos y su 

patogenicidad es moderada en humanos. Los tres genotipos adicionales 

lamados: TS, T6, y T8, son reconocidos en este género, pero su nivel 

taxondémico es incierto (Pozio y cols., 1992).
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EPIDEMIOLOGIA DE LA TRIQUINELOSIS 

En afios recientes la enfermedad ha cobrado gran importancia debido al 

hecho de que las fuentes de transmisién en varios paises no han sido 

controladas adecuadamente, por lo que se han reportado brotes de triquinelosis 

en diversas zonas del mundo (Pozio y cols., 1989; Hernandez y cols., 1992; 

Dupouy-Camet y cols., 1994). 

En algunos paises se considera que esta parasitosis es endémica; sin 

embargo, en la mayor parte de las dreas geograficas donde se presenta la 

infeccién, ocurre en forma epidémica. La enfermedad ha sido objeto de especial 
interés para las autoridades de sanidad, médicos y parasitédlogos de Estados 

Unidos, debido a que se han presentado epidemias repetidas y algunas muertes 

en grupos de personas que han ingerido carne de cerdo infectada con el parasito 

(Nakai y Ogimoto, 1989). 

En México, la enfermedad no es bien diagnosticada, pero observaciones 

de varios brotes indican que la frecuencia de la enfermedad estd aumentando 
(Simposium. "Triquinelosis Clinica, Recientes Estudios en México" ISET). 
Martinez-Marafién (1983, 1985) sugirié que la urbanizacién de algunas zonas 
turales de nuestro pais en los ultimos afios, ha provocado una interrelacién 
antes desconocida entre los ciclos de animales silvestres y domésticos, 

aumentando el numero y permanencia de cadaveres de animales 
potencialmente infectados expuestos al consumo de cerdos y perros, teniendo 
como consecuencia un incremento en la frecuencia e intensidad de la 

 



  

parasitacién del cerdo rural, y con ello producir el aumento en la infeccién 

humana. 

En nuestro pais, se han conocido casos de triquinelosis desde finales del 

siglo pasado (Olvera, 1896). Sin embargo, no fue sino hasta 1970 que se 

empezaron a estudiar mas seriamente los brotes epidémicos. Entre 1974 y 1984 

se reportaron varios brotes en diferentes entidades de la Republica Mexicana, 

incluyendo al D.F., encontrandose 158 casos con 3 defunciones, donde la 

fuente principal de infeccién fue la carne de cerdo procesada en forma de 

chorizo o “al pastor” (Martinez Marafién, 1985). 

En el periodo de 1985 a 1989 surgieron varios brotes en la Republica 

Mexicana, obteniéndose muestras de sangre de 163 individuos involucrados, 

para ser analizarlas por ELISA. Como resultado de este estudio 69 (45%) 

fueron positivos, 9 fueron confirmados por biopsia y 154 probables por 

sintomatologia compatible o por haber estado en contacto con la posible fuente 

(Alcantara y cols., 1989). 

Entre los ultimos brotes reportados, se encuentra uno en Ciudad Delicias, 

Chihuahua en donde 166 personas consumieron carne de cerdo infectada con el 

pardsito a pesar de que el animal tenia el sello de sanidad (Hernandez y cols., 

1992). 

Por otra parte, en un estudio realizado en la comunidad de Cerritos, en el 

estado de San Luis Potosi, se encontré una prevalencia del 1 al 3% y los



  

factores de riesgo asociados fueron la ingestién de salchichas y el sexo 

femenino (De la Rosa y cols., 1996). 

Asi, existen estados de la Reptblica Mexicana que se consideran como 

endémicos como por ejemplo: Chihuahua, Ciudad de México, Durango, Estado 

de México, Jalisco y Zacatecas, en donde se detectaron brotes de triquinelosis 

humana reportados oficialmente y no oficialmente (Correa y cols., 1996) (ver 

mapa). Sin embargo, debido a que no se le ha dado gran importancia a esta 

parasitosis, no hay estudios que puedan indicar con precisién su prevalencia en 

México. 

BROTES DE TRIQUINELOSIS REPORTADOS EN MEXICO 1938-1995. 

  

Mapa 1.- Estados de la Republica Mexicana con brotes oficiales (obscuro) y no oficiales (Gris) 
reportados en México en el periodo de 1938 a 1995. Los estados sombreados incluyen a Chihuahua, 
Estado de México, Jalisco y Zacatecas, donde ja triquinelosis se reporta con mayor frecuencia. Los 
estados en gris incluyen Durango, Distrito Federal. San Luis Potos/, Michoacan y Chiapas. Tomado 
de Correa y cols., 1998.



CICLO DE VIDA DE Trichinella spiralis. 

Trichinella spiralis es un parasito intracelular que lleva a cabo su ciclo de 

vida en un solo hospedero (Stewart y Giannini, 1982). (FIGURA 1) Su ciclo de 

vida presenta dos fases: una fase entérica, donde pasa por cuatro estadios 

larvarios y una fase de adulto; y una fase parental que incluye a la LRN y laLM 

enquistada. 
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FIGURA 1.-Ciclo de vida de Trichinella. Tomado de Murell y cols., (1985),



  

El ciclo de vida de T. spiralis se inicia con la ingestién de la LM que se 

encuentra enquistada en el misculo esquelético de cerdos, osos etc., entre otras. 

Las larvas son liberadas de los quistes por efecto del medio ambiente estomacal 

(pepsina-HCl) y pasan al intestino delgado en donde sufre cuatro mudas y 

maduran a parasitos adultos (Dennis y cols., 1970). El eséfago del organismo 

adulto consiste de una parte anterior pequefia y musculosa y una parte posterior 

mas grande y glandular llamada esticosoma, cuyas células poseen granulos 

secretores con componentes altamente antigénicos (Silberstein y Despommier, 

1985). Tanto las hembras como los machos adolescentes penetran la mucosa 

intestinal en una proporcién de 2:1. 

A pesar de que T. spiralis es capaz de invadir cualquier parte del intestino 

delgado, normalmente se sitia en el duodeno, donde se lleva a cabo la cépula 

dentro del nicho intracelular (Dick y Silver, 1980). Posteriormente, los machos 

mueren y son expulsados; las hembras aumentan de tamafio, penetrando a la 

mucosa intestinal Ilegando incluso al peritoneo y a los ganglios linfaticos 

mesentéricos. Posterior a la fecundacién, las LRN permanecen durante algun 

tiempo en el Utero de la madre, donde finalmente eclosionan y son expulsadas 

(Olsen, 1974). 

En la fase parenteral, las LRN miden 100 p de longitud por 6 de didmetro, 

la mayoria llega a los vasos linfaticos intestinales 6 a las venas mesentéricas 

distribuyéndose a todo el cuerpo, alojandose en el tejido muscular (Harley y 

Gallicchio, 1971), preferentemente en misculo esquelético. Las LRN penetran 

la membrana de las células y maduran a LM, las cuales secretan sustancias que 

hacen que las células musculares se transformen en estructuras conocidas como



células nodrizas que permiten el desarrollo del pardsito. (Despommier y Muller, 

1976; 1991). La transformacién de la LM se lleva a cabo aproximadamente de 

21 a 28 dias a partir de la entrada del parasito en la célula muscular. Algunos de 

los cambios que ésta sufre incluyen la agregacién de mitocondrias, 

alargamiento del nucleo con la aparicién de nucleolos prominentes y la 

hipertrofia del glicocalix en una cubierta gruesa de colagena, desarrollando una 

compleja red de vénulas que al parecer facilitan el transporte de nutrientes. Esta 

estructura es independiente del resto del tejido muscular y a la vez exporta 

desechos metabélicos y productos derivados del parasito al espacio extracelular 

(Despommier, 1990; Baruch y Despommier, 1991). Se cree que la célula 

nodriza le sirve al pardsito para protegerse de la respuesta inmunologica del 

hospedero (Bagheri y cols., 1986), ademas de conferirle resistencia para 

sobrevivir, hasta 4 dias a -10°C en condiciones experimentales y a 58° por 4 

min. (William y cols., 1988; Pozio, y cols., 1989). Con la forma enquistada se 

‘completa el ciclo de vida del pardsito.



  

SINTOMATOLOGIA DE LA TRIQUINELOSIS 

Durante la infeccién se presentan sintomas, asi como reacciones 

fisiopatolégicas que dependen de la intensidad de la infeccion y del desarrollo 

del ciclo de vida del pardsito. Asi, la ingesti6n de 500 o mas larvas pueden 

producir una enfermedad moderada a severa, aunque se ha reportado que esta 

misma dosis puede causar la muerte. Los sintomas que se puede presentar 

cuando los adultos se encuentran en el intestino delgado son diarrea, dolor 

abdominal, ndusea y vémito en el hombre, asi como pérdida de fluido 

gastrointestinal y mala absorcién, lo cual se asocia con inflamacién duodenal 

que coincide con la infiltracién de células inflamatorias cerca del sitio de 

infeccién. En esta etapa se puede detectar neutréfilos y un incremento en el 

numero de CC y leucocitos. Dicha inflamacién promueve la expulsién de 

parasitos adultos del intestino. En la etapa de migracién de las LRN, hacia el 

tejido muscular y su posterior enquistamiento en el musculo, se manifiesta una 

debilidad generalizada, fatiga, dolor muscular, etc., aunado a estos sintomas se 

produce ensanchamiento del bazo y ganglios linfaticos mesentéricos, 

ocurriendo una destruccién parcial de areas corticales y centros germinales de 

éstos, observandose también, un incremento en el nimero de eosinofilos en la 

sangre. La LM produce cambios en el tejido circundante, degranulacién de 

células granulociticas en el tejido cercano a la célula muscular invadida y 

asimismo ocurre un flujo de células inflamatorias, seguido de macrofagos y de 

la formacién de granulomas. 
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CARACTERISTICAS DE ANTIGENOS DE Trichinella spiralis. 

Cada fase de desarrollo de T. spiralis posee caracteristicas particulares, 

ultraestructurales como bioquimicas e inmunoldgicas. En los ultimos afios se 

ha hecho Ia caracterizacién de diferentes moléculas antigénicas de la LM de T. 

spiralis debido principalmente a la participacién de esta fase de desarrollo del 

parasito en la induccién de la inmunidad protectora. Estos antigenos pertenecen 

principalmente a la superficie y al esticosoma (érgano secretor) del pardsito. 

Parkhouse y cols. (1981) han caracterizado las proteinas de superficie de la LM 

y demostraron la presencia de glicoproteinas de peso molecular de 47 kDa y 55 

kDa, las cuales forman homodimeros para dar origen a moléculas de 90 kDa y 

105 kDa, respectivamente. Estas moléculas son reconocidas por sueros de 

hospederos infectados con el pardsito pero no por sueros infectados 

crénicamente con otras especies de nemétodos. Ademés, los autores 

demostraron que estos antigenos son especie y estadio especifico. Asimismo, 

Almond y cols. (1986) demostraron los anticuerpos de sueros de humanos 

infectados con T. spiralis reconocen preferencialmente componentes de 

superficie (S) y de excrecién/secrecién (E/S) de la LM. Takahashi y cols. 

(1991) reportaron que los sueros de humanos infectados con este pardsito 

contienen predominantemente anticuerpos de isotipos IgM que reconocen a los 

antigenos de S y de E/S. 

Por otro lado, con el objeto de estudiar detalladamente los componentes 

de superficie de la LM de este pardsito, diferentes grupos de investigacién han 

producido anticuerpos monoclonales. Asi, Ortega-Pierres y cols. (1984) 

obtuvieron un anticuerpo monoclonal (NIM-M1) el cual precipita a los cuatro 
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antigenos de superficie de la LM, previamente descritos por Parkhouse y cols. 

(1981). Ensayos inmunocitoquimicos empleando este anticuerpo monoclonal 

demostraron la presencia de epitopos compartidos en la superficie de la LM y 

de productos de E/S del pardsito, sugiriéndose que la superficie del parasito 

puede originarse en los granulos de los esticocitos (MacLaren y cols., 1987, 

Takahashi y cols., 1990). Ademds, el NIM-M1 reconocio el aparato secretor del 

adulto, lo cual tiene posiblemente implicaciones en la induccién de inmunidad, 

ya que la inmunizacion con la LM induce una expulsién acelerada del 

organismo adulto. 

Es ampliamente reconocido que los antigenos de S y los productos de E/S 

participan en la induccién de inmunidad en contra de T. spiralis (Gamble, 

1985; Ortega-Pierres y cols. 1989) y que estas moléculas son 

inmunodominantes y reconocidas por una gran variedad de hospederos, entre 

estos ratén cerdo, caballo, y humano (Arriaga y cols., 1989; Salinas-Tobén y 

cols., 1993; Yépez-Mulia y cols., 1996). Estudios recientes han demostrado que 

el epitopo responsable de esta inmunodominancia es un azucar 3,6 

didesoxihexosa (tivelosa), el cual es especifico de Trichinella (Wisnewski y 

cols., 1993). Ademads, se observé que diversos anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra la LM de T. spiralis tienen un patron de reactividad especifico 

hacia estos antigenos, los cuales se clasifican dentro del grupo TSL-1 

(Appleton y cols., 1991; Ortega-Pierres y cols., 1996). 
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RESPUESTA INMUNE CONTRA Trichinella spiralis. 

Debido a la diversidad y a la estadio-especificidad de los antigenos que 

presenta 7. spiralis, éste constituye un estimulo antigénico complejo para el 

huésped el que monta una respuesta inmunoldgica humoral y celular especifica 

(Wakelin y Denham, 1983). 

La respuesta inmune en humanos contra infecciones con T. spiralis se ha 

estudiado principalmente a nivel de la respuesta humoral, determindndose la 

presencia de diferentes clases de inmunoglobulinas dirigidas contra el pardsito, 

su cinética de aparicién, asi como el tipo de componente reconocido por estos 

anticuerpos. 

Asi, Salinas-Tobén y cols., (1996), identificaron clases y subclases de 

anticuerpos en respuesta a antigenos TSL-1 del pardsito. Los autores analizaron 

22 sueros de individuos involucrados en un brote en el Estado de México, los 

cuales se colectaron a 3, 4, 5, 7, 12, 15, 37 y 57 semanas p.i. En este estudio se 

observé una mayor respuesta de isotipos IgA, IgM e IgE en las semanas 5, 7 y 

15 p.i., decreciendo paulatinamente en la semana 37 y 57 p.i. La respuesta de 
IgG alcanzé un pico méximo en la semana 5 p.i. y ésta se mantuvo hasta la 

semana 57 p.i. En este estudio se sugiere que los isotipos IgA e IgG, pueden ser 

usados como marcadores en una infeccién temprana y pueden ser usados en el 

diagnéstico y en estudios seroepidemioldégicos de triquinelosis humana. Otros 

autores han sugerido que la presencia de IgG, e IgE pueden usarse como 

marcadores de una infeccién crénica (Ljungstrom y cols., 1988). 
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Mediante inmunoelectrotransferencia (IET) se ha podido encontrar que los 

pacientes con triquinelosis, presentan un perfil inmunoldgico altamente homogéneo, 

ya que reconocen principalmente ocho antigenos de alto peso molecular y que al 

parecer corresponden a antigenos de superficie de la LM de T. spiralis, que también 

son detectados por anticuerpos policlonales o monoclonales de cerdos, conejos, ratas 

y ratones (Ortega-Pierres y cols., 1984; Appleton y cols., 1988; Arriaga y cols., 

1989; Denkers y cols., 1990; Appleton y cols., 1991). 

En modelos experimentales de triquinelosis, se induce la produccién de 

diferentes clases de anticuerpos contra distintos estadios del pardsito, asi como 

en contra de distintos antigenos del organismo (Crandall y Crandall, 1972). De 

esta forma, se ha reportado que inmuglobulinas de la clase IgG, e IgG. de 

ratones infectados reaccionan principalmente con antigenos de células del 

esticosoma y cuticula de la LM, mientras que los anticuerpos de la clase IgA e 

IgM presentan reactividad contra la membrana del pardsito (Takahashi y cols., 

1991). 

Estudios de Santamarina y cols. (1988) demostraron que antigenos 

provenientes de las fases enterales de 7. spiralis (pre-adulto y adulto), asi como 

de la LM inducen fa produccién de IgE, participando en reacciones de 

hipersensibilidad inmediata. 

Por otro lado, la respuesta celular inducida por 7. spiralis analizada 

experimentalmente en ratén y rata, se ha enfocado principalmente hacia la fase 

entérica (primer sitio de contacto con el pardsito), caracterizada por la expulsion 

acelerada de los pardsitos adultos, por la prevencién de su crecimiento y por la 
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disminucién de la fecundidad de la hembra (Despommier y cols., 1977; 

Wakelin y Wilson, 1980; Rothwell, 1989; Ramaswamy y cols., 1996)). 

A este respecto, se sabe que la inmunidad hacia 7. spiralis es timo 

dependiente y que el grado de resistencia a la infeccién esta influenciado por 

genes del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) (Grencis y cols., 

1985; Wakelin y cols. 1985). Asimismo, diferentes autores demostraron que 

células T de animales infectados responden especificamente a componentes de 

la LM in vitro, produciendo componentes que in vivo inducen mastocitosis, 

eosinofilia y una expulsién acelerada de los parasitos del intestino (Krco y cols., 

1982, Riedliger y cols., 1986). 

Ademéas, en modelo murino se ha observado que durante la infeccién con 

T. spiralis se induce preferencialmente la poblacién de linfocitos cooperadores 

TH2 (Grencis y cols. 1991). La induccién de TH2 se relaciona con los cambios 

inmunes observados en animales infectados con el pardsito, como son: 

inflamacién intestinal, mastocitosis, eosinofilia, niveles altos de IgE, ya que las 

células TH2 producen IL-3, IL-4 e IL-5. Estas moléculas son importantes puesto 

que pueden ademas de regular el nimero de CC y eosinéfilos de la sangre 
periférica (Dillan y Mac Donald, 1986), pueden también participar en la 
produccién de IgE (Mossman y cols., 1986). Romagnani (1992) sugirié que 
debido a que en general en infecciones por helmintos intestinales se induce una 
respuesta TH2 y considerando que las CC son productoras de IL-4, es posible 
que estas sean estimuladas por antigenos de pardsitos intestinales y produzcan 
tempranamente IL-4 regulando la fase temprana de respuesta TH2 (FIGURA 2). 
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FIGURA 2. Participacién de células cebadas en la induccién de una respuesta 

inmune tipo TH2, contra el parasitos helmintos. 

Tomado de Romagnani, 1992. 

También, se ha visto que la produccién de IL-2 varia entre cepas de 

ratones con fenotipos diferentes para la expulsién de T. spiralis (buenos, 

medianos y bajos respondedores). Sin embargo, esta variacién no se relaciona 

directamente con el haplotipo de H-2 ni con el fenotipo de expulsién del 

parasito de una cepa individual, por lo que se ha sugerido que los genes que 
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regulan la produccién de IL-2 no se relacionan con aquellos que regulan la 

expulsion del parasito adulto (Zhu y Bell, 1990). 

Se considera que en la triquinelosis experimental, la expulsion rapida de 

los organismos adultos de T. spiralis es a través de un proceso inflamatorio 

inespecifico en el intestino de animales infectados (Love y cols., 1976; Bell y 

McGregor, 1979; Bell y cols., 1982). El hecho de que el pre-adulto y LM del 

pardsito induzcan la expulsién del adulto (Bell y cols., 1982; Wakelin y cols., 

1979), podria explicarse en base a que el drgano secretor del adulto es 

reconocido por el anticuerpo monoclonal NIM-1 que reacciona con los 

antigenos de superficie y de E/S de la LM, lo que sugiere la presencia de 

epitopos compartidos en el adulto y la LM de 7. spiralis. 

Durante una infeccién primaria, se considera que se presentan varias fases: 

la primera, est4 representada por la expulsién de la larva infectiva, 

posteriormente, durante la segunda fase los pardsitos sobrevivientes se 

establecen, maduran y son expulsados, dejando a una pequefia poblacién 

residual (tercera fase). En infecciones secundarias la fase estacionaria se acorta 

y los pardsitos son expulsados a una mayor velocidad (Rothwell, 1987), de tal 

forma que el proceso de expulsién en el intestino de ratones en una infecién 

secundaria se da entre 5 y 8 dias p.i. y en ratas se da en horas (Larsh, 1963). 

En relacién a la participacién de CC en el proceso de expulsién, estudios 

en los que se emplearon ratones W/W y S1/S deficientes en CC mostraron que 

la infeccién con .T. spiralis era prolongada,'la fecundidad del pardsito 
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aumentaba y se recuperon mas LM de animales infectados deficientes en CC 

que en animales normales (Alizadeh y Murrell, 1984). 

Asimismo, en ratones W/W el transplante de médula ésea 6 CC de bazo 

de ratones normales restablece esta poblacién de células, acelerando la 

expulsién de los organismos adultos (Oku y cols., 1984). Por otro lado, en cepas 

de ratones con fenotipos respondedores, el aumento en el numero de CC se nota 

a partir del cuarto dia de la infeccién, el cual coincide con el momento de la 

expulsién de los parasitos intestinales, declinando posteriormente (Alizadeh y 

Wakelin, 1982). A este respecto, McElroy y Befus (1987) demostraron con 

anterioridad la participacién de histamina producida por CC en el proceso de 

expulsién. Los autores utilizaron un antagonista de ésta y obtuvieron en ratones 

una reduccién considerable de la expulsién del pardsito. Asimismo, la 

liberacién de ciertas proteasas por CC de mucosa intestinal (RMCPII) se han 

asociado con Ja expulsién rapida de los organismos adultos de 7. spiralis, 

sugiriéndose una relacién entre resistencia a la infeccién con una liberacion 

répida de esta proteasa por CC (Woodbury y cols., 1984; Huntley y cols., 1990; 

Tuohy y cols. 1990) (TABLA 2.). La funcién de estas proteasas no se ha 

determinado, pero se sugiere que son las responsables de los cambios en la 

permeabilidad del epitelio intestinal promoviendo asi el paso de moléculas en el 

lumen del intestino (King y Miller, 1984). Por otro lado, se ha demostrado in 

vitro que las proteasas de tipo II pueden degradar méleculas de tipo colagena 

presentes en la cuticula de Necator americanus, alterando la integridad 

- estructural de la cuticula de este pardsito (McKean y Pritchard, 1989). 
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Tabla 2.--Niveles de Proteasa II producida por células cebadas intestinales 

(CCI), determinados en lavados intestinales de cepas de ratones con diferente 

capacidad de respuesta contra la infeccién de 7. spiralis. 

  

Lg Proteasa II /mg de proteina 

  

  

Dias p.i. NIH? SWR? BIOS 

0 0.06 0.06 0.00 

6 6.95 6.95 0.87 

9 131.82 8.42 5.41 

12 12.74 2.63 4.81 

15 32.94 36,09 3.74 

20 15.75 18.42 9.35 

32 1.44 3.80 2.99 

38 8.39 11.20 4.38 

  

Los ratones fueron desafiados en el dia 32 post-infeccién. 

a) respuesta buena; b)respuesta moderada; c)respuesta baja. 

Tomado de Tuohy y cols., 1990. 
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Otros mediadores liberados por CC como los leucotrienos, inducen una 

hipersecrecién de mucus e incrementan la peristalsis, impidiendo posiblemente 

el establecimiento de la infeccién y promoviendo la expulsién de los parasitos 

(King y Nutman, 1992). 

En cuanto a la participacién de IgE en la expulsién de T. spiralis, Ahmad y 

cols. (1991), demostraron que la transferencia pasiva de esta immunoglobulina, 

purificada de sueros de ratas infectadas con el parasito era capaz de mediar la 

expulsion rapida de organismos adultos en ausencia de otras Igs. Sin embargo, 

la participacién de IgE en el proceso de expulsién es controvertida. Asi, 

Watanabe y cols. (1988) empleando ratones de la cepa SJA/9 deficientes en IgE 

infectados con T. spiralis, demostraron que los nameros de LM en estos ratones 

y en ratones controles eran muy similares, lo que sugirié que las IgE especificas 

contra el pardsito no participan en la respuesta inmune protectora. Mas 

recientemente, Negrao-Correa y cols. (1996), demostraron la presencia de IgE 

en el lumen intestinal de ratas infectadas con T. spiralis, determinado por IET 

que estas IgE reconocia antigenos de la LM y del adulto del pardsito. 

Considerando Io anterior se ha sugerido que las CC y anticuerpos de la 

clase IgE interactian con diversas moléculas del pardsito provocando liberacién 

de mediadores de la respuesta inflamatoria por estas células (Woodbury y cols. 

1984; Tuohy y cols., 1990). 

Por otro lado, la participacién activa de otras células inflamatorias como el 

caso de eosindfilos en el fendmeno de expulsién de los organismos adultos de 

T. spiralis ha sido documentada. 
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Wilkes y Goven (1984), observaron en ratones BALB/c infectados con T. 

spiralis, aumento en el numero de eosinéfilos en médula ésea, sangre periférica 

e intestino delgado a partir del dia 7 de la infeccién, alcanzando el pico maximo 

al dia 10 en médula ésea y al 14 en sangre periférica e intestino delgado; 

mientras que Pincus y cols. (1986) encontraron que el aumento de eosindfilos 

dependia de la cepa de ratén, presentando dos picos de eosinofilia en sangre 

periférica, el primer incremento entre los dias 5 y 9 y el segundo entre el dia 16 

y 22 de la infeccién. 

Sin embargo, existen evidencias que indican que los eosindfilos son un 

componente minoritario en los infiltrados celulares inducidos durante una 

infeccién con este pardsito (Lamas y cols., 1992). Ademas, el bloqueo de la 

repuesta de eosinofilos in vivo por administracién de anticuerpos contra IL-5 no 

afecta el proceso de expulsién (Wakelin, 1993). 

No obstante, los eosindfilos han sido relacionados en la prevencién de la 

infeccién. Algunos estudios in vitro han demostrado que los eosindfilos de la 

circulacién sanguinea y de la cavidad peritoneal de ratas y de humanos, son 

capaces de destruir las LRN y asi prevenir su establecimiento en el miusculo. 

Asi, ensayos de citotoxicidad mediada por anticuerpos, muestran que los 

eosindfilos se adhieren y destruyen a las LRN de 2 h de edad (Kazura y Grove, 

1978; Wakelin y Denham, 1983; Gansmuller y cols., 1987; Lee y Befus, 1989). 

Poco se sabe acerca de los mecanismos de dajfio dirigidos hacia la LM, sin 

embargo, se ha visto in vitro que los eosinéfilos se adhieren mediante la unién 
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de anticuerpos a las LM en condiciones aerébicas y anaerébicas y que esta 

adherencia se inhibe por la presencia de leucotrienos (Pincus y Cammarata, 

1985). 
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BIOLOGIA DE LAS CELULAS CEBADAS 

Las CC se derivan de precursores hematopoiéticos pluripotenciales 

presentes en la médula ésea y que en los humanos expresan el antigeno CD34 

(Kirshenbaum y cols., 1991). Los progenitores de las CC migran a los vasos 

periféricos como células inmaduras y luego experimentan diferenciacion in situ 

a través de la accién de sustancias presentes en el microambiente local (Abbas y 

cols., 1993). Durante el desarrollo y bajo la influencia de la IL-3, factor 

estimulador precursor de diferenciacion y crecimiento de las CC (FECC) y de la 

IgE, los precursores Ilegan a diferenciarse para formar este linaje celular 

(Ashman y cols., 1991), 

Las CC maduras se encuentran distribuidas por todo el cuerpo, 

principalmente localizadas cerca de los vasos sanguineos, de los nervios o por 

debajo del epitelio, en la superficie de la piel, en el sistema respiratorio, en el 

tracto gastrointestinal y genitourinario, adyacentes a los vasos sanguineos o 

linfaticos. Dado que este tipo de células se encuentran en tan diversos, es 

amplia la oportunidad de tener contacto con pardsitos, bacterias u otros 

patogenos o con antigenos ambientales, siendo asi como los componentes de 

éstos pueden en un momento dado activar a las CC (Bissonnette y Befus, 1990; 

Bissonnette y Befus, 1993; Galli,1993; Befus, 1994; Malaviya 1996). 

Actualmente se reconoce la existencia de heterogeneidad poblacional en 

CC en ratas, identificandose dos subpoblaciones de CC: una directamente 

ligada a mucosas (CCM), y otra directamente asociada a tejido conectivo 

(CCTC). Un rango principal que distinge a las CC son propiedades de tefiido y 
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sensibilidad a agentes de fijado. Las CCM se tifien solamente con azul de 

toluidina ya que contienen sulfato de condroitina como el principal componente 

de los proteoglicanos, pero con poca cantidad de histamina. La tincién 

metacromatica en CCTC se realiza con azul alcalino y rojo de safarina-O, 

demostrando la presencia de heparina en grandes cantidades como principal 

proteoglicano y 15 a 20 veces mas cantidad de histamina (Enerback, 1966). 

Estas poblaciones son distintas en cuanto a su respuesta a factores de 

crecimiento y diferenciacién liberados por células del sistema inmune (Befus y 

cols., 1987). Asi, las CCM proliferan en respuesta a infecciones por helmintos, 

dependiendo de citocinas derivadas de linfocitos T, como son IL-3 e IL-4 

(Romagnani, 1994). La neutralizacién de estas citocinas mediante anticuerpos 

da como resultado la ausencia de mastocitosis (Madden, 1991). Mientras que el 

desarrollo de CCTC es independiente de factores producidos por estos linfocitos 

y es més dependiente de factores producidos por fibroblastos (factor de 

crecimiento de células cebadas 6 SCF)(Abbas y cols., 1993). 

Estas dos subpoblaciones de CC también difieren en sus propiedades 

morfolégicas e histoquimicas en cuanto al contenido de mediadores y en cuanto 

a su activacién e inhibicién con diferentes moléculas (Befus y cols., 1986). Asi, 

la localizacion en tejidos de las diversas poblaciones de CC es importante en 

cuanto a la defensa del hospedero y en su contribucién para procesos 

inflamatorios y alergénicos. En la tabla 3 se muestra algunas de las 

caracteristicas de las CCM y las CCTC. 

Las CC expresan receptores de alta afinidad para la region FC de IgE 

(FceRI) y receptores de baja afinidad para la regiones Fe de IgG (Katz y cols., 
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1990; Tigelaar y cols., 1971). FeyRII e FeyRIII son miembros de la familia de 

receptores de reconocimiento inmune, los cuales también incluyen el receptor 

de células T (TcR) y el receptor de células B (Keegan y cols., 1992; Reveth y 

Kinet, 1991). Ambos receptores FceRI y FcyRII] consisten de distintas uniones 

con cadenas a (FceRI-a y FeyRIII-a), cuyos dominios extracelulares son 

miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas. FceRI-o. esta asociado en 

la membrana con cadenas B (FceRI-B Be) y cadenas y (FceRI-y o y,), formando 

un complejo tetramérico (Metzger, 1983). La subunidad B se extiende a través 

de la membrana plasmatica y representa un canal iénico transmembranal. Es asi 

que la transduccién de sefiales via receptores FceRI es mediada por 

aminoacidos presentes en los dominios del citoplasma de las cadenas B y y 

(Reth, 1989). 
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TABLA 3. Diferencias estructurales y funcionales entre CCM y CCTC en ratas. 

  

  

  

  

  

  

  

  

        

Pardmetro CCTC CCM 

Localizacion en tejidos Submucosa del intestino delgado, Mucosa del intestino delgado, 

piel , musculo lamina propia. 

esquelético,superficies serosas. 

Tincién Histoquimica: 

Azul alcalino + + 

Safarina-O + - 

Sulfato de Berberine. + : 

Contenido de Histamina (pg/ce}) 

1-30 0.1-2.0 

Proteinasas RMCPI! RMCP2 

Proteoglicanos Heparina Condrintin sulfato. 

Metabélitos Araquidénicos 

(pg/cel): 

LTC, - 29 

LTB, - 12 

PGD, 7.5 - 13.0 4.7 

Respuesta a secretagogos: 

IgE + antigeno + + 

Ton6foro de Calcio + + 

Sustancia P + + 

Componente 40/80 + - 

Dextran/fosfatidilserina + - 

Inhibicién de ativacién: 

Cromaglicato desodio + , - 

Teofilina + - 

Quercetin + + 

Doxantrazol + + 
  

Tomado de MeNeil y Austen 1995. 
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Cuando las CC son expuestas a antigenos multivalentes especificos 0 a 

complejos inmunes, unidos a sus receptores FceRI o FcyRIII dan como 

resultado una serie integrada no-citolitica de eventos de expresién de 

“activacién”. La activacién por la unién de receptores da como resultado la 

degranulacién celular 0 exocitosis, caracterizada por la liberacién de un numero 

de mediadores preformados con actividad bioldgica, la biosintesis y secrecion 

de nuevos mediadores derivados de acido araquidénico y la sintesis 0 secrecion 

de un amplio panel de citocinas.(FIGURA 3). 

los mediadores sintetizados de novo después de la activacién inciuven. el 

factor activador de plaquetas (PAF), diferentes citocinas, metabolitos del acido 

araquidénico y al 6xido nitrico (NO3); entre los preformados almacenados en 

los granulos citoplasmaticos se encuentran histamina, proteoglicanos, 

proteinasas, factores quimitacticos y TNF-a (Bissonnette y Befus, 1993). 
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ESTIMULOS | MEDIADORES 

PREFORMADOS 
ws8 HISTAMINA 

PROTEOGLICANOS 

IONOFORO DE PROTEASA 

CALCIO FACTORES 

QUIMIOTACTICOS 

TNF-a 

SUSTANCIA P 

SINTETIZADOS DE 
INTERLEUCINAS NOVO 

PGD, LTB4, LTC4, 

OXIDO NITRICO 
INTERLEUCINAS 

  

ANTIGENOS PARASITARIOS ? 

Y =Receptor de IgE     
  

FIGURA 3.- Activacién de células cebadas, mediante diferentes estimulos y 

liberacién de mediadores. 

Los mediadores que son liberados por las CC se dividen a su vez en 

solubles e insolubles. Los primeros son aquellos que se encuentran en la 

circulacién después de Ja liberacién como: histamina, serotonina, proteasa II (de 

rata), triptasa (de humano), exoglicosidasa y factores quimiotacticos para los 

neutr6filos y eosindfilos. Los mediadores insolubles incluyen heparina, sulfato 

de condroitina, proteasa I (de rata), carboxipeptidasa, peroxidasa y superdxido 

dismutasa, entre otras. 
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Por otra parte, el numero de citocinas producidas por CC es amplio y sus 

acciones y funciones son complejas. Se sabe que algunas de ellas juegan un 

papel muy importante en infecciones por helmintos (Del Prete y cols., 1994), 

como es el caso de la IL-4 e IL-10, que participan activamente en la regulacién 

de la repuesta inmune. Asimismo, las CC de roedores y de humanos son fuente 

prominente de TNF-o (Bissonnette y Befus, 1990, Gordon y Galli, 1991). Esta 

molécula se encuentra preformada en grandes cantidades y tiene efectos 

importantes en procesos inflamatorios. 

Por otro lado, entre las funciones biolégicas de los mediadores liberados 

por CC se encuentran contracciones musculares en el tracto gastrointestinal y 

bronquial, vasodilatacién, incremento en la permeabilidad vascular, provocan la 

activacion sensorial de células nerviosas (histamina); incrementa la secrecién de 

fluido y moco provocando la contraccién del musculo liso (histamina, 

prostaglandina D2 [PGD2], péptido sulfito, leucotrieneos, triptasa y quimasa). 

Algunas mdleculas como TNF-a, PAF y leucotrieno C4 (LTC4) pueden causar 

vasoconstriccién; otras como leucotrieno B4 (LTB4), PAF y algunos factores 

quimiotacticos pueden reclutar y activar neutréfilos y eosindfilos o junto con 

histamina inhibir la sintesis de TNF-a a partir de los macrofagos (Vannier y 

cols., 1991). 

Ademas, un nimero de efectos immunomoduladores son mediados por 

histamina, incluyendo inhibicién mitogénica y proliferacién de células T 

inducidas por antigenos e inhibicién de neutréfilos, el enrequecimiento de la 

actividad de células NK, también aumenta la quimiotaxis de neutréfilos y 

eosinofilos (McNeil y Austen, 1995). 

29  



  

De esta forma, la localizacién de las CC asi como su gran potencial en la 

producci6n de diferentes mediadores de procesos inflamatorios hacen de ellas 

componentes celulares importantes en la respuesta inmune contra pardsitos, 

especialmente helmintos intestinales. 
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ANTECEDENTES 

Las enfermedades infecciosas por parasitos helmintos, son un problema de 

salud publica y veterinario en muchas partes del mundo, incluyendo nuestro 

pais, ocupando uno de los primeros lugares como causa de morbilidad que 

afectan principalmente a la poblacién infantil] (Maziel y cols., 1982; Cedillo- 

Rivera 1990). 

La mayor parte de las helmintiosis se sitian en la luz intestinal; sin 

embargo, algunas de ellas tienen diseminacién sistematica y se alojan en 

diversos tejidos. Ejemplos de estas son la fasciolosis, cisticercosis y 

triquinelosis (Kumate y cols., 1994). La mayoria de las infecciones helminticas 

son crénicas 0 sub-agudas y sélo en algunas ocasiones se adquiere proteccién 

contra la infeccién. Los mecanismos involucrados en la respuesta inmune 

contra enfermedades helminticas no se conocen en detalle; esto puede deberse a 

que éstas son muy diversas, ademas de presentar diferencias con respecto a la 

interaccién huésped-pardsito y de que el ciclo de vida de cada pardsito es muy 

complejo, comprendiendo varias fases de desarrollo. Ademas, en términos 

generales el estudio de Ia infeccién por pardsitos helmintos tiene otra limitante, 

como es el no contar con modelos experimentales que permitan reproducir su 

ciclo de vida y por lo tanto llevar a cabo estudios sobre la respuesta inmune del 

huésped contra el parasito. 

A pesar de esto, en algunas helmintiosis se ha demostrado que el tipo de 

respuesta inmune inducida contra cada fase del ciclo de vida del pardsito es 
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muy diferente, siendo en algunos casos del tipo humoral y en otros del tipo 

celular. 

El avance en el estudio y manipulacién de mecanismos inmunoldgicos en 

la relacién huésped-pardsito esta intimamente ligada con Ia identificacién de 

antigenos protectores (estructurales y moleculares), asi como la determinacién 

de las fases de desarrollo del pardsito que son vulnerables a la respuesta inmune 

del huésped y los mecanismos efectores que participan en la destruccién del 

parasito. 

La mayoria de las investigaciones realizadas sobre la inmunidad en 

infecciones por helmintos intestinales para las cuales existen modelos 

experimentales, se han realizado sobre la inmunidad gastrointestinal. Estas 

indican que los mecanismos de defensa de la mucosa en el intestino esté 

dividida en tres componentes principales: exclusién inmune, regulacién inmune 

y/o eliminacién inmune (Brandtzaeg, 1985), La exclusién inmune representa la 

primera linea de defensa y se refiere a la proteccién de la superficie de la 

mucosa por medio de anticuerpos (IgA e IgM secretoras) y otros factores 

innatos; la regulaci6n inmune es un complejo mecanismo de defensa de 

segunda linea, involucra la respuesta celular especifica, en las placas de Peyer y 

de tejidos linfoides asociados, incluyendo la diferenciacién y la activacion de 

células B y la interrelacién entre subpoblaciones de células T; por otro lado, la 

eliminacién inmune involucra un numero de reacciones inflamatorias con una 

amplificacién y aumento de actividades de proteccién en la capa de la mucosa. 
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de ja clase IgM, también son transportados a través del epitelio, sin embargo, 

los anticuerpos de la clase IgG pasan al lumen del intestino como resultado del 

proceso inflamatorio inducido, siendo degradados rapidamente. Asimismo, la 

IgE se encuentra en la mucosa intestinal, pero su origen es incierto, 

sugiriéndose a las CC como posibles responsables de su transporte en la lamina 

propia. 

Por otro lado, anticuerpos de la clase IgG, pueden inactivar la biologia de 

antigenos parasitarios solubles y mediar el reconocimiento de moléculas de _ 

superficie del parasito promoviendo la adherencia de eosinéfilos, macréfagos y 

neutrofilos. Asimismo, anticuerpos de las clases de IgG e IgM activan el 

complemento originando la adherencia de fagocitos a la superficie del parasito 

(Roitt, 1991). Como resultado de esto, estas células liberan enzimas lisosomales 

y otros factores citotéxicos que llevan a la destruccién del helminto. 

En relacién al estudio de la triquinelosis, enfermedad causada por el 

parasito del género Trichinella resulta de gran interés, no sélo porque la 

enfermedad representa un problema de salud en muchas partes del mundo, sino 

porque proporciona un buen modelo para el estudio de enfermedades causadas 

por helmintos. El ciclo de vida de este pardasito, asi como los sintomas asociados 

con la enfermedad pueden ser reproducidos en animales de investigacién 

incluyendo ratas y ratones. Ademas, su ciclo de vida se realiza en tres diferentes 

compartimientos de un mismo hospedero (incluyendo una fase intestinal y una 

parenteral) y en un tiempo relativamente corto, lo que hace posible estudiar la 

relacion huésped-parasito, asi como obtener diferentes fases de desarrollo del 

parasito para su estudio en condiciones experimentales. 
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LM de T. spiralis en la activacién de CC, ya que estas moléculas son 

inmunodominantes e inducen una respuesta inmune protectora (Ortega-Pierres y 

cols., 1989; Robinson y cols., 1991). El estudio de la participacién de estos 

antigenos en la induccién de una respuesta inflamatoria local a través de los 

cambios en la produccién y liberacién de moléculas mediadoras de respuesta 

inflamatoria por CCM intestinal, permitiria entender el proceso de expulsién; la 

cual se da tempranamente después de una infeccién primaria asi como la 

induccién de una respuesta TH2. Ademés, este tipo de estudio permitira 

contribuir al conocimiento de los mecanismos involucrados en la respuesta 

inmune local en contra de T. spiralis, ademds de ofrecer perspectivas para 

entender los mecanismos inmunes que se desarrollan en enfermedades causadas 

por otros pardsitos hemintos. 
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JUSTIFICACION 

El proceso de expulsién del organismo adulto de T. spiralis es considerado 

como un importante mecanismo de defensa del hospedero. La participacion de 

células cebadas (CC) y de IgE ha sido ampliamente demostrada, sugiriendo la 

interaccién de ambos componentes y la liberacién de mediadores de 

inflamacién como histamina, proteasas y leucotrienos (Huntley y cols. 1980, 

Tuohy y cols., 1990; Woodbury y cols., 1984). 

Estudios en modelos animales indican una correlacién temporal entre la 

mastocitosis de mucosa y la expulsién de parasitos adultos de 7. spiralis en una 

infeccién primaria (Alizadeh y Murrell, 1984). Asimismo, se observa una 

asociacién entre la liberaci6n de mediadores inflamatorios (proteasas, 

leucotrienos) de CC de rata con la pérdida del pardsito (Moqbel R. 1987, Tuohy 

y cols., 1990). La liberaci6n de mediadores quimicos se asocian con un 

incremento en la permeabilidad intestinal, activacién de  eosindfilos, 

hiperproduccién de moco, e incremento en la peristalsis, propiciando un medio 

hdstil para el parasito. 

Por otro lado, durante la fase intestinal de la infeccién por T. spiralis se 

reconoce actualmente la induccién preferencial de células cooperadoras del tipo 

TH2 (Grencis y cols., 1991). A este respecto, Romagnani (1992) ha sugerido 

que una posible explicacion a la induccién de TH2 por helmintos intestinales 

sea la activacion temprana de CC por antigenos parasitarios y dado que este tipo 

celular produce diferentes interleucinas, entre ellas IL-4, sea a través de esta que 

se lleve a cabo una induccién de TH2 y una inhibicién de TH}. 
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Lo anterior requeriria de la activacién de CC por antigenos de T. spiralis 

mediante un mecanismo independiente de IgE, lo cual seria de gran importancia 

no solo en la respuesta inmune innata en contra del organismo adulto en una 

respuesta primaria, sino también en la regulacién de una clase de mecanismos 

inmunes que finalmente determinan el curso de la infeccién. 

En la literatura existen evidencias que indican que antigenos de N. 

brasiliensis y A. suis, inducen la degranulacién directa de CC (Murray y cols., 

1968). En el caso 7. spiralis no se han determinado moléculas del pardsito 

capaces de inducir una activacién de CC independiente de IgE. Sin embargo, se 

sabe que la LM induce la expulsién del adulto y que esta fase de desarrollo del 

parasito induce una respuesta inmune protectora. Entre las moléculas de la LM 

mejor caracterizadas se encuentran los antigenos de superficie, los cuales son 

componentes inmunodominantes, reconocidos por una gran variedad de 

hospederos (Arriaga y cols., 1989; Salinas-Tobon y cols., 1993; Yépez-Mulia y 

cols., 1996). Considerando lo anteriormente mencionado, resulta de gran 

relevancia analizar la estimulacién de CC por antigenos totales y de superficie 

de la LM de T. spiralis mediante un mecanismo independiente de IgE. Para 

determinar este tipo de activacién se mediran los niveles de histamina presentes 

en sobrenadantes de CC de ratas no infectadas con el pardsito, activadas con 

diferentes concentraciones de las dos preparaciones antigénicas de T. spiralis. 

La cuantificacién de histamina se realizara empleando un método fluorométrico 

(Siraganian, 1974). 

Asimismo, debido a que el contenido de histamina en las CC de peritoneo 

(CCP) es mayor que el de las células cebadas de mucosa (CCM), los ensayos de 
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activacién se realizaran empleando CCP. Como control negativo se incluiran 

CC sin tratamiento con el antigeno y como control positivo CC en presencia del 

ionéforo de calcio A23187. En este trabajo de tesis también se realizara un 

analisis comparativo con CCP provenientes de ratas infectadas con T. spiralis, 

activadas con los antigenos parasitarios. 

Los resultados que se obtengan de este estudio seran de gran importancia 

para el entendimiento de la participacién de las CC en el proceso de expulsion 

del organismo adulto de T. spiralis durante la fase temprana de este proceso, asi 

como de la regulacién temprana de la respuesta local contra este pardsito. El 

conocimiento generado de este estudio con T. spiralis podra extrapolarse a otras 

infecciones por helmintos intestinales. 
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OBJETIVO GENERAL 

e Analizar la estimulacion de células cebadas de peritoneo de rata, por 

antigenos estadio especificos de Trichinella spiralis mediante un mecanismo 

independiente de IgF. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

e Determinar de la liberacién de histamina de células cebadas de peritoneo 

de ratas no infectadas (independiente de IgE) e infectadas (dependiente de 

IgB) como marcador de activacién, estimuladas in vitro con antigenos totales 

y de superficie purificados de la larva muscular de 7. spiralis, empleando un 

ensayo fluorométrico. 

e Determinar la cinética de !a liberacion de histamina de células cebadas de 

peritoneo de ratas tanto sensibilizadas y no sensibilizadas con T spiralis. 

estimuladas con antigenos totales y de superficie purificados del parasito. 

e Evaluar la dosis-respuesta de la liberacién de histamina en la estimulacién 

por antigenos del parasito en los mecanismos dependiente e independientes 

de IgE. 
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METODOLOGIA 

MANTENIMIENTO DEL CICLO DE VIDA DE Trichinella spiralis Y 

OBTENCION DE LA LARVA MUSCULAR DEL PARASITO. 

EI ciclo de vida de T. spiralis se mantuvo en ratas de la cepa Sprague Dawley 

de tres a seis meses de edad, las cuales se infectaron experimentalmente con 

3,000 LM del parasito, por via intragastrica de acuerdo al método descrito por 

Dennis y cols. (1970). 

Posteriormente, ratas infectadas con el pardasito fueron sacrificadas 28 dias p.i. 

A estas se les quité la piel; las extremidades y la cabeza fueron cortadas, 

retirando las visceras, quedando unicamente el esqueleto y el tejido muscular, los 

cuales fueron macerados. El material obtenido se colocé en una solucién de 

pepsina-HCl al 1% (Pepsina, P-7125. Sigma Chemical C.O. St. Louis M.O., 

U.S.A.; HCl, 208426 Merck-México, $.A. Edo. de Méx.) y se incubé durante 3 h 

a 37°C con agitacién constante. La mezcla de digestién se tamizé y se vertid en 

un embudo grande dejando las larvas sedimentar por 10 min. Una vez realizado 

lo anterior, las larvas se colectaron en tubos falcon cénicos (Corning-Costar. 

Cambridge, M.A., U.S.A.) de 15 mL y se centrifugaron a 2500 rpm por 3 min en 

una centrifuga clinica (Centrifuga Sorvall SRMC 14 Du Pont. N.J., U.S.A.). El 

sobrenadante se decanté y las larvas fueron lavadas varias veces en amortiguador 

de fosfato salino (PBS) (ANEXO A). Para la determinacién del numero de larvas 

obtenidas, éstas se resuspendieron en bacto agar al 0.2% (Bacto-Agar 0140-01 

Difco Laboratories, Detroit Michigan U.S.A.) y se hizo una dilucién 1:100, 

tomandose S$ alicuotas de 5 wL, las cuales se observaron al microscopio éptico 
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(BHA, Olympus, Tokio Japén) procediéndose a contar las larvas y calculandose 

el promedio de estas. 

Las larvas asi obtenidas se emplearon para mantener el ciclo de vida del 

parasito y en la preparacién del extracto total (ET) soluble de la LM. 
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OBTENCION DEL EXTRACTO TOTAL DE LA LARVA MUSCULAR DE 

Trichinella spiralis. 

El extracto total (ET) soluble de la LM a partir del cual se purificaron los 

antigenos de superficie (S), se obtuvo siguiendo el método reportado por 

Parkhouse y cols. (1981). Asi, un paquete de 1.0 mL de LM se resuspendié en 1 

volumen de amortiguador de trisma-base 10 mM, pH 8.3, (Sigma Chemical C.O. 

St. Louis, M.O., U.S.A.) conteniendo inhibidores de proteasas (N-o-p Tosil-L- 

Lisina Clorometil cetona (TLCK) 50 g/mL diluido en etanol, Fenilmetil- 

sulfonil Fluoruro de (PMSF) 25 jig/ml diluido en isopropanol y L-1-Tosilamida- 

2-fenil etilclorometil cetona (TPCK) 174 g/mL diluido en agua). Los 

inhibidores empleados son de Sigma Chemical C.O. St. Louis, M.O., U.S.A. 

Los pardasitos se homogenizaron durante 20 min a 4° C con un homogenizador 

manual (Poter Wheaton Seant life; Springfield N.J., U.S.A). Posteriormente, se 

agregé Deoxicolato de Sodio (DOC) al 4% homogenizando los parasitos y 

dejandose reposar durante 20 min. Pasado este tiempo se homogenizaron 

nuevamente por otros 20 min. El extracto se clarificé mediante centrifugacién a 

12,000 rpm por 30 min a 4°C en una centrifuga eppendorf (5415 C. Brinkmann 

Instruments Inc. Germany). 

Por otra parte, para la obtencién del ET que fue utilizado en los ensayos de 

activaci6én de CC, los pardsitos se homogenizaron como se describid 

anteriormente, pero sélo se utilizo PBS sin DOC, para evitar dajio a las células 

siguiendo el método descrito por Jarvis y Pritchard (1992). 
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La cuantificacién de los antigenos proteicos se hizo mediante el método de 

Lowry y cols., (1951) (ANEXO D), con algunas modificaciones. En la 

cuantificacién del ET obtenido con DOC, la curva estandar se preparé con 

albumina sérica bovina (ASB) a difentes concentraciones, afiadiéndose DOC a 

una concentracion final de 4%.



  

IMNNUNOPURIFICACION DE LOS ANTIGENOS DE SUPERFICIE DE 

LA LARVA MUSCULAR DE Trichinella spiralis 

La purificacién de los componentes de S de la LM se realizé mediante una 

columna de afinidad empleando el anticuerpo monoclonal NIM-M1 (el cual 

reconoce antigenos de S de este estadio de desarrollo del pardsito) acoplado a 

Sefarosa 4B de acuerdo al método descrito por Parkhouse (1984). 

El anticuerpo monoclonal unido a Sefarosa 4B se empacé en una columna 

(Bio Rad; C.A., U.S.A) de 1.3 x 30 cm. La columna de afinidad se lavé con un 

volumen de agua bidestilada y amortiguador Alkali-strip (ANEXO A) y se 

equilibré con un amortiguador de Columna (ANEXO A) hasta que el pH de la 

resina fuera igual al de la solucién. 

Posteriormente, el ET de la LM (aproximadamente 20 mg) se centrifugo a 

130,000 rpm por 10 min en una microultracentrifuga (Air-F uge, Beckman), para 

descartar precipitados que pudieran interferir con la cromatografia. El 

sobrenadante se pasé sobre la columna tres veces y esta se lavé con amortiguador 

de columna hasta que la Densidad Optica (D.O) de las fracciones colectadas 

fuera de 0.0, midiendo la absorbancia a 280 nm en un espectrofotémetro (DU-65, 

Beckman). La elucién del antigeno adherido a la columna se realizé en 

condiciones de pH basico, empleando dos tipos de amortiguadores: Pre-strip 

(ANEXO A) y Alkali-strip. El cambio de amortiguador se realizé de acuerdo a la 

D.O. de las fracciones colectadas y el material eluido fue colectado en fracciones 

de 0.5 mL. Las fracciones recuperadas durante la elucién con Alkali-strip que 

contenian proteina, fueron inmediatamente neutralizadas a pH 8.3 por adicién de 
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una solucion de Tris-HCI 1M. De acuerdo al patron de eluci6n, las fracciones que 

contenian ‘proteina se juntaron y se dializaron extensivamente con amortiguador 

Tris-HCI 20 mM pH 8.3. La concentracién de proteina de las muestras colectadas 

se determin por el método de Lowry y cols., (1951), modificado. En algunos 

casos sé requirié concentrar las muestras, para lo cual se empled Acuazide 

(Calbiochem, San Diego, Ca. USA). 

Al término de la elucién, la columna se reconstituyé con dos volimenes de 

amortiguador de columna, dos voliimenes de agua bidestilada y con PBS, hasta 

que el pH de la resina fuese igual al de este ultimo. La resina se preservé en PBS 

con Azida de Sodio al 0.1%. 
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA BAJO 

CONDICIONES REDUCTORAS (PAGE-SDS). 

El analisis electroforético de las proteinas del ET crudo y de los antigenos de S 

purificados de la LM de T. spiralis se realizé en geles de poliacrilamida al 10 % 

en presencia de SDS, de acuerdo al método descrito por Laemmli (1970). 

En el analisis electroforético se empleé6 una camara de electroforesis 

miniprotean (Hoeffer Scientific Instruments, San Foo. Ca. USA). Para preparar 

los geles, se afiadid el gel espaciador al 10% (ANEXO B) entre los vidrios, 

inmediatamente después se agregaron 2 mL de Isopropanol para lograr una 

polimerizacién uniforme del gel. Posteriormente, se lavé el gel espaciador con 

agua para eliminar el isopropanol y se colocé un peine de 10 pozos, 

adicionandose el gel concentrador al 5% (ANEXO B) dejandose polimerizar por 

15 min. Después de esto, el peine se retiré y los pozos se lavaron con el 

amortiguador de corrida (ANEXO B). En cada pozo se cargaron 50 jig de 

proteina, a los cuales se les aiiadié primeramente el amortiguador de muestra 5X 

(ANEXO B) y se hirvieron por 5 min en presencia de B-Mercaptoetanol (Bio 

Rad, Richmond, Ca. USA). La mezcla se mantuvo en hielo hasta que se carg6 en 

el gel. El corrimiento electroforético se realizé con amortiguador de corrida, 

inicialmente a 100 V hasta que penetrara la muestra al gel concentrador y 

después se aumenté el voltaje a 140 V y se dejé correr por espacio de 2 h. 

En el analisis electroforético se incluyeron Marcadores de Bajo Peso 

Molecular (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia): fosforilasa b (94 

kDa, albtimina (67 kDa), ovalbamina (43 kDa), anhidrasa carbonica (30 kDa), 

47



  

inhibidor de tripsina (20 kDa) y lactoalbumina (14 kDa). Una vez transcurrido el 

corrimiento electroforético, los geles se tifieron con azul de Coomasie al 0.1% y 

se destifieron posteriormente con acido acético al 7.5% y metanol al 50%. 
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DETERMINACION DE Ig TOTALES E IgE ESPECIFICAS CONTRA LA 

LARVA MUSCULAR DE Trichinella spiralis EN SUEROS DE RATAS 

INFECTADAS CON EL PARASITO, EMPLEANDO EL METODO DE 

ELISA. 

El ELISA se realiz6 siguiendo el método descrito previamente por Arriaga y 

cols., (1989). Las placas de ELISA (Nunc-Inmuno Plate, Iter Med, Dinamarca) se 

sensibilizaron con el ET de la LM de T. spiralis a una concentracién de 20 

Hg/mL en amortiguador de carbonatos (ANEXO A). El acoplamiento se llevé a 

cabo incubando la placa toda la noche a 4 °C y posteriormente los sitios en los 

que no se adhiri6 el antigeno se bloquearon con PBS-Tween-20 al 0.5 % y ASB 

0.5 % a temperatura ambiente por 1 h. Las muestras de suero de ratas no 

infectadas e infectadas con la LM de T. spiralis, se diluyeron 1:10 en PBS- 

Tween-20 al 0.5% y ASB 0.5% y se incubaron 4 h a 37 °C. Posteriormente la 

placa se lavé con PBS-Tween-20 al 0.5 % 3 veces durante 3 min cada una. En el 

caso de la determinacién de IgE especffica contra T. spiralis, se agregaron 100 

LL del conjugado anti-IgE de rata acoplado a peroxidasa (Serotec U.K.) diluido 

1:250 en PBS-Tween-20 al 0.5 %. La placa se incubé 1 h a 37 °C. Para 

determinar la presencia de Ig totales en el suero de las ratas, se afiadié un 

conjugado cabra anti-Ig Totales de ratén a una dilucién 1:2000 por 1 h a 37°C. 

Posteriormente las placas se lavaron con PBS-Tween-20 al 0.5 % como se 

mencion6 anteriormente. Una vez realizado lo anterior, se adicionaron 100 pL 

por pozo de amortiguador citratos-fosfato (ANEXO A), con 4 mg/mL de o- 

fenildiamina y 4 pL de H,O, al 30% y se dejé desarrollar el color por 15 a 20 

min aproximadamente. La reaccién se paré adicionando 50 j1l de H,SO, 2.5 M. 
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La D.O. se ley6 a 492 nm en el elector de ELISA (Labsytems integrated EIA 

Management System, Inc. Boston M.A., U.S.A.). El punto de corte se calculd 

considerando el promedio de la D.O. de los sueros de ratas no infectadas 

(controles negativos) mas 3 desviaciones estandar. Los sueros de ratas infectadas 

con valores de D.O. similares 0 por arriba del punto de corte se consideraron 

como positivos. 
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AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE CELULAS CEBADAS DE 

PERITONEO (CCP) DE RATA. 

Para el aislamiento de CCP se sacrificaron por separado ratas no infectadas y 

ratas infectadas con T. spiralis (20 a 25 dias p.i.). Las CCP, fueron obtenidas en 

los diferentes experimentos de 2 ratas Sprague Dawley de 300 a 350 g, de peso, 

mediante un lavado de la cavidad peritoneal, de acuerdo a lo recomendado por 

Lee y cols., (1985). Las ratas fueron colocadas en un desecador conteniendo 

toallas de papel remojadas con 4 a 5 mL de éter, para anestesiarlas y 

posteriormente sacrificarlas por dislocacién cervical. Posteriormente, se les 

realiz6 una incisién en la garganta y se sangraron para eliminar una posible 

contaminacién por eritrocitos. Se procedié a desprender la piel, para exponer el 

miusculo por medio de un corte longitudinal, sobre el abdomen y se inyectaron 15 

mL de amortiguador de Hepes-Tyrode (ANEXO C) (Sigma Chemical C.O. St. 

Louis M.O. U.S.A.), dentro de la cavidad peritoneal, seguido de un suave masaje 

en el abdomen. Posteriormente, se hizo una incisién en la linea media y se 

colecté el amortiguador con una pipeta de transferencia (ELKAY Labystems, 

Inc. Boston M.A., U.S.A.), depositando el fluido en un tubo falcon cénico de 

centrifuga de 50 mL (Corning Costar Cambridge, M.A., U.S.A.), manteniendo 

las células en hielo. Posteriormente, se centrifugaron los tubos a 1300 rpm 

durante 5 min a 4°C. El sobrenadante y la pastilla que contiene el paquete celular 

se resuspendieron en 5 mL de amortiguador Hepes-Tyrode. Las células 

recuperadas fueron colocadas cuidadosamente en un gradiente discontinuo de 

80/30% de percoll estéril (Pharmacia Ltd, Uppsala Suecia) (ANEXO C), de 

acuerdo al método descrito por Lee y cols., (1985). 
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Los gradientes se formaron en tubos falcon cénicos estériles de 50 mL 

(Corning Costar Cambridge, M.A., U.S.A.) que contenian en la fase inferior 15 

mL de percoll al 80 % y en la fase superior 20 ml de percoll al 30%. Se utilizé un 

gradiente para el material celular proveniente de 2 ratas. Las células en el 

gradiente fueron centrifugadas a 1600 rpm por 20 min a 4°C en una centrifuga 

Sorvall SRMC. 14 (Du Pont. Washintong U.S.A.). 

El paquete celular conformado por CCP, se lavé 2 veces en amortiguador 

Hepes-Tyrode y se resuspendié en PBS para proceder a su conteo. El conteo de 

CCP se realizé mediante una dilucion 1:2 empleando azul de toluidina (Azul de 

Toluidina al 0.5 %, HCl 0.5 N, pH de 0.5). Para medir la viabilidad celular se 

utiliz6 azul de tripano al 0.4% en solucién salina isoténica 0.85% (Brinkmann 

Instrumensts Inc Germany Alemania), utilizando 20 jl de medio conteniendo 

células y 20 yl del colorante. El conteo celular se hizo en una camara de 

Neubauer (Propper Manufacturing C.O., Inc. N.J., U.S.A.) empleando un 

microscopio éptico (BHA, Olympus Tokio Japon). Las células cebadas se 

estabilizaron en amortiguador Hepes-Tyrode por 2 h a 37 °C en una incubadora 

(Multiblock Lab-Line. Mod. 2050 Illinoise U.S.A.), con atmésfera himeda de 

COg al 5%. Una vez estabilizadas, las CCP se lavaron con Hepes-Tyrode y se 

procedié a estimularlas con las diferentes concentraciones de las preparaciones 

antigénicas. 
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EXPOSICION DE CELULAS CEBADAS DE PERITONEO DE RATA A 

ANTIGENOS DE Trichinella spiralis. 

Las CCP de rata se trataron con ET y antigenos purificados de § de la LM de 

T. spiralis, a diferentes concentraciones. El ET se prob6 a 0.001, 0.01, 0.1 0.15, 

0.5, 1, 5, 10 y 50 ug/mL y los antigenos de S a 0.001, 0.005, 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 

0.3 y 0.5 ug/mL. En estos ensayos se incluyeron como controles negativos a CCP 

de rata sin tratamiento (liberacién espontdnea) y como controles positivos a CCP 

en presencia del Ionéforo de Calcio A23187 a una concentracién de 2.5 pM. 

Estos experimentos se realizaron tanto con CCP de ratas no infectadas como de 

ratas infectadas con la LM de T. spiralis. 

La liberacién de histamina se evaluo de la siguiente forma: 

En tubos eppendorf de 0.5 mL se incubaron 25 x 10° CCP recién purificadas 

contenidas en 0.1 mL de amortiguador Hepes-Tyrode-ASB a las cuales se les 

afiadieron las diferentes concentraciones de las dos preparaciones antigénicas, 

obteniéndose un volumen final de 0.2 mL. Los tubos se incubaron durante 30 

min a 37°C y posteriormente se colocaron en hielo y se centrifugaron a 3000 rpm 

durante 4 min a 4°C. El sobrenadante obtenido se transfirié a tubos eppendorf. 

Tanto las pastillas como los sobrenadantes se guardaron a -70°C para la 

determinacién de histamina. Se realizaron 2 ensayos por triplicado cada uno. 
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CUANTIFICACION DE HISTAMINA LIBERADA POR CELULAS 

CEBADAS DE PERITONEO DE RATA EXPUESTAS A ANTIGENOS DE 

Trichinella spiralis. 

La determinacién de histamina se realizé mediante el método fluorométrico 

descrito por Siraganian (1974). Las pastillas obtenidas de las CCP estimuladas 

con cada una de las concentraciones antigénicas y de los controles positivos y 

negativos se resuspendieron en 200 uL de amortiguador Hepes-Tyrode y se 

hirvieron por 10 min, colocandose posteriormente en hielo. Los tubos con los 

sobrenadantes correspondientes también se hirvieron por 10 min y se 

mantuvieron en hielo, Una vez preparados los diferentes lotes de tubos, se les 

agregé 20 wL de Acido Tricloroacético (TCA) (Merck), al 25% (para precipitar 

proteinas), resupendiéndose en el vortex y permitiendo que se Ilevara a cabo la 

reaccién por 10 min. Una vez transcurrido este tiempo, los tubos se centrifugaron 

a 8000 rpm por 10 min y 190 uL de cada tubo, sin tocar el precipitado se 

transfirieron a una placa Fluoro Nunc MaxiSorp F-96 (Nunc-Inmuno Plate, Iter 

Med, Dinamarca). Una vez colocadas las muestras en la placa, se agregaron 20 

uL de NaOH 4N (Merck) a cada pozo y se resuspendieron en el vortex por 

agitacién lenta durante 5 min. Después, se agregaron 50 pL de o-ptaldialdehido 

(OPT) (Merck), (preparado en ese momento a una concentracién de 1.3 mg/mL 

de metanol, Sigma 99% grado espectrofluorométrico) y la placa se agité 

lentamente en el vortex, exactamente durante 4 min. Para estabilizar la 

fluorescencia del producto se agregaron 26 WL de HCI 3N (Merck) a cada pozo, 

agitandose la placa por 15 a 20 min en el vortex. El volumen final por pozo fué 

de 286 uL. 
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La placa se leyé en un espectrofluorémetro Labsystems Fluoroskan II con un 

filtro de excitacién de 345 y uno de emisi6n de 455 (Filtros 6,6 en el Fluoroskan 

II). La calibracion del espectrofluordmetro se llevé a cabo previo a la lectura de 

las muestras. Para esto, se colocaron en la primera columna de una placa 

Maxisorp, 8 controles blancos conteniendo amortiguador Hepes-Tyrode, en la 

siguiente columna 8 pozos con el estandar control (concentracién total de 

histamina presente en 25 x 10° CCP sin antigeno), ambos controles con el 

tratamiento de fluorescencia mencionado anteriormente y en la siguiente 

columna se dejaron los pozos vacios. La placa donde se encontraban las muestras 

fueron leidas con el valor de calibracién (100) establecido durante la calibracién 

del aparato. Los valores de D.O. del sobrenadante y de su pastilla respectiva, se 

sumaron considerandose como el contenido de histamina total presente en las 

CCP. 

La liberacién esponténea se calculé de tubos controles negativos que 

contenian CCP en amortiguador Hepes-Tyrode sin antigeno, mediante la 

siguiente formula: 

%liberacién esponténea = D.O. del sobrenadante X 100 

D.O. Total (sobrenadante + pastilla) 
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Por otro lado, el porcentaje de histamina liberada por CCP activadas con cada 

una de las preparaciones antigénicas a las diferentes concentraciones se 

determino de acuerdo a la siguiente formula: 

% de liberacién =D,O.sobrenadantes - D.O. sobrenadante control negativo(liberacién espontanea) X 100 

D.O. Total (sobrenadanie + pastilla) 

A los porcentajes de liberacién de histamina obtenidos de las muestras se les 

resté el porcentaje de liberacién espontanea. 

Para la determinaci6n del porcentaje de liberacién de histamina se realizaron 

dos experimentos por triplicado para cada uno de las preparaciones antigénicas 

asi como para CCP de ratas no infectadas e infectadas con T. spiralis. 
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RESULTADOS 

ANALISIS DEL EXTRACTO TOTAL DE LA LARVA MUSCULAR DE 

Trichinella spiralis. 

EI ciclo de vida de T. spiralis se mantuvo en ratas infectadas de la cepa 

Sprage Dawley, de las cuales se obtuvieron LM del pardsito. A partir de las 

cuales, se preparé un ET proteico en presencia o ausencia de DOC al 4%. La 

utilizaci6n de ambos procedimientos resulté eficiente, obteniéndose de 7 a 10 

mg/mL y 8 a 12 mg/mL respectivamente. Ademas, mediante geles de 

poliacrilamida al 10% en presencia de SDS se caracterizé ef ET (FIGURA 4) 

observandose un patrén proteico con pesos moleculares de 20 a 200 kDa, no 

mostrando degradacién de proteinas. 

57



  

kDa 

    

  

FIGURA 4. Anilisis electroforético del extracto total (ET) de la larva muscular 

(LM) de T. spiralis. El ET de la LM del parasito (50 yg de proteina), se obtuvo 

en: a) presencia de Deoxicolato de Sodio (DOC) y b) en ausencia de DOC, se 

separé electroforéticamente en geles de acrilamida al 10% en presencia de SDS 
bajo condiciones reductoras. Los marcadores de peso molecular empleados 

como estandar se indican en kDa a la derecha de la figura. 
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ANALISIS DE ANTIGENOS PURIFICADOS DE SUPERFICIE DE LA 

LARVA MUSCULAR DE Trichinella spiralis. 

A partir de 20 mg de ET de la LM de T. spiralis se procedié a purificar 

los antigenos de S del parasito. Esta purificacién se llevé a cabo mediante una 

cromatografia de afinidad empleando el anticuerpo monoclonal NIM-M1 unido 

a Sefarosa 4B. De las fracciones colectadas se obtuvieron 260 ng/mL con Pre- 

strip a pH de 9.3 y 1 mg/mL Alk-strip a pH de 11.5. Los antigenos de S 

purificados se analizaron en un gel de poliacrilamida-SDS al 10%, la cual 

revel6 la presencia de 4 componentes con pesos moleculares de 47,52,67,73 

kDa (FIGURA 5, carril c) similares a los reportados por Ortega-Pierres y cols. 

(1989). Los antigenos de S asi purificados se emplearon posteriormente en 

ensayos de activacién de CCP. 
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FIGURA 5 Anilisis electroforético de los antigenos de superficie (S) 

purificados de la larva muscular (LM) de T. spiralis, en geles de acrilamida al 

10% en presencia de SDS bajo condiciones reductoras. El extracto total (ET) 

(carril a) se pasé por una columna de afinidad empleando el anticuerpo 

monoclonal NIM-M1 para la purificacién de los antigenos de S. En el carril b se 

muestran los antigenos del ET que no se pegaron a la columna de afinidad yen 

el carril c los antigenos purificados con el amortiguador Alkali-strip. Los 

marcadores de peso molecular empleados como estdndar se indican en kDa en 

el carril d. 
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DETERMINACION DE Ig TOTALES E IgE ESPECIFICAS CONTRA 

LA LM DE T. spiralis EN SUEROS DE RATAS INFECTADAS CON 

PARASITO, EMPLEANDO EL METODO DE ELISA. 

Se analizé la presencia de anticuerpos contra T. spiralis en sueros de 

tatas por ELISA. De estas mismas ratas se purificaron las CCP empleadas en lo 

ensayos de activacién. Los resultados obtenidos en el ELISA (FIGURA 6), 

muestran que los sueros de ratas infectadas con T. spiralis tuvieron valores de 

D.O. por arriba del punto de corte calculado, el cual fue de 0.579 y 0.088 para el 

caso de Ig totales y de IgE especificas contra el parasito respectivamente. 
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FIGURA 6. Determinacién de la presencia de anticuerpos contra T. spiralis en 

sueros de ratas no infectadas (N) e infectadas experimentalmente con el pardsito 

(1), empleando el ensayo de ELISA. El ensayo se realizé empleando el extracto 

total de la LM de T. spiralis y los sueros se diluyeron 1:10. Como segundo 

anticuerpo se utilizé en el caso de Ig totales (panel A) un conjugado anti-ratén 

acoplado a peroxidasa mientras que para la obtencién de IgE especifica contra 

T. spiralis (panel B), se utiliz6 un conjugado anti-IgE de rata acoplado a 

peroxidasa. Como controles negativos se incluyeron sueros de ratas no 

infectadas (N). La linea punteada representa el valor de punto de corte. Los 

sueros corresponden a ratas a partir de las cuales se obtuvieron las células 

cebadas, empleados en los ensayos de activacion. 
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ANALISIS DEL AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE CELULAS 

CEBADAS DE PERITONEO DE RATA. 

Al realizarse el aislamiento de CCP de ratas no infectadas e infectadas 

con la LM de TY. spiralis, se observé que el rango promedio de células 

recuperadas de 6 ensayos, después de la separacién en gradientes discontinuos 

de percoll, fue de 150 X 104 a 180 X 104 CCP/rata no infectada y de 180 X 104 

a 200 X 104 CCP/rata infectada con el pardsito. La pureza con la que se 

obtuvieron las células fue del 99% (determinada mediante exclusién con azul de 

toluidina) y la viabilidad del 99 y 95% respectivamente, (mediante azul de 

tripano) (TABLA 4). Las CC asi purificadas se estabilizaron en amortiguador 

Hepes-Tyrode por 2 h a 37 °C en presencia de CO. Posteriormente estas CCP 

se emplearon en los ensayos de activacién con diferentes preparaciones 

antigénicas de la LM de T. spiralis. En los experimentos en los cuales las CCP 

se obtenian con menos del 95% de viabilidad y el 90% de pureza, estas eran 

desechadas, Ademas, si la observacién microscépica de las CCP aisladas 

mostraba la presencia de degranulacién, la preparacién de las células no se 

utilizaba en los ensayos de activacién. Lo anterior se Ilevé a cabo con la 

finalidad de disminuir el porcentaje de liberacién espontanea de histamina. 

63



TABLA 4. Porcentaje de viabilidad y pureza de células cebadas aisladas de 

peritoneo (CCP) de ratas no infectadas e infectadas con T. spiralis, purificadas 

mediante gradientes discontinuos de Percoll 30-80%. 

  

  

  

CCP/rata Viabilidad Pureza 

(%) (%) 

150 x 10° 

Ratas no a 99.0 99.0 

infectadas 180 x 10¢ 

180 x 10° 

Ratas a 99.0 97-99 

infectadas 200 x 10°             

a) Los rangos de valores presentados en la tabla fueron obtenidos de 6 

experimentos
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FIGURA 7. Porcentaje de histamina liberada por CCP de ratas estimuladas con 

el extracto total (ET) de la larva muscular (LM) de T. spiralis. 25 X 10° CCP de 

ratas no infectadas (barras blancas) e infectadas con T. spiralis (barras obscuras) 

se incubaron durante 30 min a 37 °C con diferentes concentraciones del ET de 

la LM de T. spiralis. Los valores de liberacién espontanea de histamina de las 

CCP no tratadas con los antigenos se restaron y los valores absolutos se indican 

en la figura. Como controles positivos se incluyeron CCP tratadas con 2.5 uM 

de Iondforo de calcio A23187 (Ica), en células no sensibilizadas (barras 

blancas) y células sensibilizadas (barras obscuras). 
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Por otro lado, cuando las CCP de ratas no infectadas se estimularon con 

los antigenos de S purificados de la LM de T. spiralis, (FIGURA 8) se observo 

un maximo de liberacién de histamina a 30 ng/mL (28%) disminuyendo a 

concentraciones de 50 y 100 ng (porcentajes de histamina no mayores del 10%). 

El Iondforo de calcio A23187 (2.5 4M), indujé una liberacién de histamina del 

55%. En cuanto a la liberacién de las CCP de ratas infectadas con 7. spiralis 

estimuladas con el antigeno de S, se obtuvo un pico de liberacién de histamina a 

la concentracién de 10 ng/mL (35%) decreciendo a concentraciones a (30, 50 y 

100 ng/mL) a porcentajes no mayores del 15. Las CCP de ratas infectadas 

estimuladas con el Iondforo de calcio A23187 liberaron 50% de histamina. 

Estos resultados son el promedio de dos ensayos con tres repeticiones cada uno. 
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FIGURA 8. Porcentaje de histamina liberada por células cebadas de peritoneo 

(CCP) de rata, estimuladas con antigenos de superficie (S), de la larva muscular 

(LM) de T. spiralis. 25 x 10° de CCP de ratas no infectadas (barras blancas) e 

infectadas con el parasito (barras, oscuras), se incubaron durante 30 min a 37 °C 

con los antigenos de S§ a diferentes concentraciones. Los valores de liberacién 

espontanea de histamina de CCP no tratadas con los antigenos, se restaron y los 

valores absolutos se indican en la figura. Como controles positivos se 

incluyeron CCP tratadas con 2.5 mM de Ion6foro de calcio A23187 (Ica), tanto 

para células no sensibilizadas (barras blancas) como para células sensibilizadas 

(barras oscuras). 

68



  

DISCUSION 

La participacién de células cebadas en la induccién de la expulsién rapida 

de adultos de Trichinella spiralis mediante un proceso inflamatorio en el 

intestino de animales infectados, ha sido demostrada ampliamente por diferentes 

autores. Asi, en estudios realizados en modelos animales, se ha observado una 

correlacién temporal entre la cinética de la mastocitosis intestinal y la expulsion 

rapida de organismos adultos Trichinella spiralis (Alizadeh y Murrell, 1984; 

Mogbel y cols., 1987; Tuohy y cols., 1990) y de forma paralela se ha determindo 

la liberacién de mediadores proinflamatorios producidos por las células cebadas. 

En este contexto, la liberacién de mediadores quimicos se ha asociado con un 

incremento en la permeabilidad celular, activacién de eosinéfilos, 

hiperproducci6n de moco y un incremento en la peristalsis, sugiriendo la 

participacién de estos mediadores en la expulsion rapida del pardsito. 

Sin embargo, todos los estudios sobre expulsién del parasito realizados 

hasta la fecha se han hecho directamente con animales infectados con Trichinella 

spiralis 0 con células cebadas sensibilizadas previamente, no habiendose 

estudiado la posible activacién de las células cebadas mediante un mecanismo 

independiente de IgE, es decir, cuando la activacion ocurre directamente en las 

células cebadas por antigenos parasitarios. Lo anterior es posible considerando 

que el proceso de expulsién del adulto ocurre de manera temprana durante una 

infeccién. 

Ademds, en el estudio de otros parasitos, como Ascaris suis y 

Nipostrongilus brasilensis, se han caracterizado compuestos parasitarios capaces 

de inducir directamente la degranulacién de células cebadas (Murray y cols., 
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1968). Asimismo, existen evidencias que indican que reacciones de 

hipersensibilidad inmediata puede llevarse a cabo en ratones deficientes de IgE 

(Oettgen y cols., 1994), 

Cabe mencionar, que los mecanismos que contribuyen a la capacidad del 

huésped para resistir, destruir y eliminar una infeccién parasitaria, caen dentro 

de dos categorias referidas como inmunidad innata (natural) y una inmunidad 

adquirida (adaptativa). La inmunidad innata provee a el hospedero con un nivel 

inmediato de proteccién antes de que la respuesta inmune adquirida se vuelva 

efectiva contra el pardsito (Mécheri y David; 1997). Para que una célula 

participe en una respuesta inmune innata requiere, por un lado, que tenga 

multiples receptores, que pueda diferenciar entre lo propio y lo extrafio, ademas 

de poder responder de manera rapida al estimulo. Asi, las células cebadas 

pueden ser consideradas como un prototipo celular que combina caracteristicas 

de la respuesta inmune innata y adquirida (esta ultima mediante la participacién 

de receptores para IgE). Malaviya y cols. (1994), demostraron que las células 

cebadas pueden unirse a lectinas especificas para manosa expresadas en 

enterobacterias, fagocitandolas y matandolas. Esto claramente indica que las 

células cebadas son capaces de procesar el antigeno, funcién clasica atribuida 

principalmente a macréfagos, activar y eliminar sin intervencién de la IgE, a 

microorganismos infecciosos. 

Ademis, se ha sugerido que las células cebadas pueden elaborar y secretar 

diversos compuestos con actividad biolégica (histamina, proteoglicanos, 

mediadores lipidicos, proteinasas y citocinas) como respuesta a una variedad de 

estimulos, incluyendo antigenos bacterianos, parasitarios, a través de receptores 

conservados, ademas de una estimulacién dependiente de IgE. Aunado a lo 
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diferenciacién. Para asegurar que la respuesta de activacién medida por 

liberacién de histamina siempre se utilizaron células cebadas que presentaron 

porcentajes de la liberacién espontanea menores al 5%. Asi, los resultados 

obtenidos con células cebadas de peritoneo de ratas no infectadas indican que 

con el extracto total y los antigenos de superficie de la larva muscular el 

maximo porcentaje de histamina liberada se obtuvo con 500 ng y 30 ng siendo 

de 45 y 28 respectivamente. En los ensayos de activacién de células cebadas de 

peritoneo de ratas infectadas con Trichinella spiralis, los resultados obtenidos 

muestran que la dosis requerida para lograr una maxima estimulacién en las 

células cebadas de peritoneo fue de 100 ng de extracto total y 10 ng de antigeno 

de superficie respectivamente. Los porcentajes de histamina liberados fueron de 

36 para extracto total y de 35 con los antigenos de superficie. En términos 

generales, se observd que con las células cebadas de peritoneo de ratas 

infectadas se obtuvo porcentajes de histamina liberadas similares a los obtenidos 

con células cebadas de peritoneo de ratas no infectadas, pero se requirié menor 

concentracién de las preparaciones antigénicas para lograrlo, 

Para corroborar que la respuesta de células cebadas de ratas infectadas era 

especifica, se determinéd en los sueros de ratas infectadas con Trichinella spiralis 

los niveles de anticuerpos especificos por ELISA; asi se demostré la presencia 

de anticuerpos especificos dirigidos contra el pardsito. Cabe mencionar que este 

tipo de ensayo serolégico se considera como un método sensible para el 

diagnéstico de la triquinelosis, por lo que de esta forma se confirméd que las 

ratas infectadas efectivamente tuvieron anticuerpos IgE especificos contra 

Trichinella spiralis. En base a esto, se puede sugerir que en los ensayos de 

activacion, en el caso de células cebadas de peritoneo obtenidas de ratas 
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infectadas, los anticuerpos del isotipo IgE participaron en la liberacién de 

histamina observada. 

Como conclusién de este proyecto se puede decir que tanto el extracto total 

como los antigenos de superficie de la larva muscular de Trichinella spiralis 

pueden inducir de manera directa la liberacién de histamina por células cebadas 

de peritoneo de rata. Este es el primer reporte que demuestra la activacién de 

células cebadas de peritoneo independiente de IgE por antigenos caracterizados 

de la LM de Trichinella spiralis. Si este tipo de estimulacién de células cebadas 

de peritoneo ocurre in vivo podria explicar el papel que juegan las células 

cebadas en el proceso de expulsién de Trichinellas spiralis en la etapa temprana 

de una infeccién primaria. Considerando la reactividad de las células cebadas 

hacia los componentes de la larva muscular de Trichinella spiralis, es 

importante mencionar que los antigenos de superficie de la muestran epitopos 

compartidos con productos de secrecién/excrecién de la larva muscular y del 

organismo adulto (McLaren y col., 1987), lo cual explicaria lo observado por 

otros autores en relacién con la capacidad de la larva muscular para inducir la 

expulsién del adulto. 

Sin embargo, el mecanismo por el cual estos antigenos estimulan a las 

células cebadas de peritoneo requiere ser estudiado, resultando de gran interés 

que los antigenos de superficie tengan un alto contenido de carbohidratos y en 

especial a tivelosa, el cual es un carbohidrato especifico de pardasitos del género 

Trichinella que le confiere la inmunodominancia a estas moléculas (Wisnewski 

y cols., 1993). A este respecto, como se menciono con anterioridad existen 

evidencias de la unién de células cebadas a lectinas para manosa presentes en la 

superficie de estas lectinas (Malaviya y cols., 1994), por lo que seria de gran 

73



  

importante determinar si en las células cebadas existe un receptor especifico 

para la tivelosa de los antigenos de superficie de Trichinella spiralis, 

estimulando mediante este mecanismo a las células cebadas. Lo anterior tendria 

gran relevancia en la participacién de las células cebadas en la defensa del 

hospedero mediante una respuesta inmune innata. 

Ademas, seria de interés investigar si los antigenos de superficie de la larva 

muscular de Trichinella spiralis, interacthan con el receptor para IgE mediante 

la parte glucosilada de las moléculas, para lo cual se requeriria el empleo de 

técnicas de microscopia confocal y fluorescencia. Asimismo, determinar si los 

antigenos de superficie compiten con anticuerpos anti-receptor IgE 6 con los 

mismos anticuerpos del isotipo IgE. Por otro lado, se tiene el conocimiento de la 

capacidad de las células cebadas para producir interleucinas similares a las 

producidas por células TH2 como son: IL-3, IL-4 e IL-10 seria interesante 

analizar la posibilidad de la activacién de células cebadas por antigenos de 

Trichinella spiralis con la liberacién de interleucinas que pueden ser 

involucradas en la regulacién de la respuesta inmune local en contra de 

Trichinella spiralis. De suceder lo anterior, se daria apoyo a la sugerencia hecha 

por Romagnani (1992), en el sentido de la participacién de células cebadas en la 

induccién temprana de una respuesta del tipo TH2, la cual se observa 

principalmente en infecciones por helmintos intestinales y que se sugiere es 

mediada principalmente por IL-4. Este tipo de estudios permitira a largo plazo el 

uso de farmacos utiles en el control de ciertas parasitosis. 
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CONCLUSIONES 

El extracto total de la larva muscular de Trichinella spiralis es capaz 

de inducir 1a liberacion de histamina de células cebadas de periotoneo de 

ratas no infectadas e infectadas con el parasito a concentraciones de 500 

ng/mL y 100 ng/mL. 

Los antigenos de superficie de la larva muscular de Trichinella 

spiralis, son capaces de inducir la liberacién de histamina tanto en 

células cebadas de peritoneo de ratas no sensibilizadas como en células 

sensibilizadas con el pardsito a las dosis de 30 (28%) y 10 ng/mL (35%) 

respectivamente. 

Los antigenos de superficie de la larva muscular de Trichinella 

spiralis estimulan la liberacién de histamina en ausencia de IgE 

especifica en contra de Trichinella spiralis. 
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ANEXO A 

AMORTIGUADORES 

PBS 
Cloruro de Sodio 150 mM, Fosfato de Sodio Dibdsico 16 mM, Fosfato de Sodio 

Monobasico mM, ajustar el pH a 7.3. 

Alkali-strip 
Dietilamina 50 mM, Dexoxicolato de Sodio al 2% pH 11.5 

Amortiguador de Columna 
Tris-HC1] 20 mM, Dexoxicolato de Sodio al 0.5% pH 8.3 

Pre-strip 
glicina 50 mm, Dexoxicolato de Sodio al 2% pH 9.3 

Amortiguador de Carbonatos 
Carbonato de Sodio 1.59g, Bicarbonato de Sodio 2.93g, pH 9.6 

Amortiguador para Electroforesis 
Tris-base 3.02g, glicina 14.41g y Sml de SDS al 20%, aforado a 1 litro pH a 8.3 
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APENDICE B 

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA BAJO 

CONDICIONES REDUCTORAS (SDS-PAGE). 

Para la elaboracién de geles de poliacrilamida en presencia de Duodecil Sulfato de 

Sodio (SDS-PAGE) fue necesario preparar las siguientes soluciones stock. 

Amortiguador para el gel concentrador (BGC 8X). 
Tris-base 2 M pH 6.8 (50 mL), SDS al 20% (4mL), aforar a 100 mL con agua 

bidestilada. 

Amortiguador para el gel espaciador (BGC 5X). 

Trisma base 2 M pH 8.8 (187.5 mL), SDS 20%(5 mL), aforar a 200 mL con agua 
bidestilada. 

Acrilamida 30%/Bisacrilamida 0.8%. 

Acrilamida 60 g, N’N’-metilen-bis-acrilamida 1.6, Glicerol 60 mL, aforar a 200 mL 

con agua bidestilada y posteriormente filtrar varias veces. 

Amortiguador de Muestra 5X. 

Trisma base 2M pH 6.8 (0.78 mL), SDS 205 (2.5 mL), Glicerol (0.97 mL), Azul de 

Bromofenol al 2% en glicerol al 60% (25L), llevar a 5 mL con agua bidestilada. 

PREPARACION DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS AL 10%. 

BGC 8X (0.25 mL), H,O (1.41 mL), Acril/Bisacrilamida 30: 0.8%(0.33mL), 

N’,N’,N’,N’-Tetrametiletilenediamina (TEMED)(1.5 wL), Persulfato de Amonio 

(APS) 10 % (12 pL). 

ESPACIADOR AL 10%. 

BGE 5X (1.88 mL), H,O (1.41 mL), Acril/Bisacrilamida 30: 0.8%(3.16mL), 
TEMED (5 uL), APS 10 % (20 pL). 
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APENDICE C 

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA EL AISLAMIENTO DE 

CELULAS CEBADAS DE PERITONEO (CCP) DE RATA. 

Amortiguador Hepes-Tyrode. 

Hepes-Tyrode 1.43g, NaCl 4.0g, D-giucosa 0.50g, KCI 0.10g, CaCl, 0.074g. 

Después de ser disueltos los ingredientes en ese orden se afiaden: NaHPO, .2H,0 

0.03, ajustar el pH a 7.3 y aforar 500 mL. 

Percoll Isoténico. 

  

  

  

    
  

    

# de gradiente 1 2 3 

Stock 

percoll 25 mL 50 100 

Ca-Mg libre 2.3 mL 4.7 9.4 
HBSS (10X) 

Hepes-Tyrode (IM 0.25 mL 0.5 1.0 

HCI (1N) (gotas) 2-3 4-6 8-12           
Medio de cultivo para células cebadas (RPMI). 
RPMI 2X (50 mL), Suero Fetal Bovino 5% (5 mL), Bicarbonato de Sodio 7.5% (1 
mL), Hepes 2M (pH 7.4) (1M), L-Glutamina 200 mM (1 mL), Penicilina- 
Estreptomicina (100 X)(2mL), ajustar a pH de 7.3 y aforar a 100 mL. 

Preparcion del gradiente (30-80 %). 

  

  

  

    

# gradien 1 2 3 

RPMI | | PERCOL RPMI | | PERCOL RPMI | | PERCOL 

20mL 30 14 6 28 12 42 18 

50mL 50 3.2 12.8 6.4 25.6 9.6 38.4                               
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ANEXO D 

CUANTIFICACION DE PROTEINAS DE EXTRACTOS TOTAL Y 
PURIFICADO DE LA LARVA MUSCULAR DE T. spiralis. 

La concentracién de proteinas se determinéd mediante el método Lowry y cols., 
(1951)con algunas modificaciones. Para hacer la curva patron, diferentes 
concentraciones de ASB (Fraccién V, sigma, ST. Luis MO. EUA), fueron 
empleadas (10,20,40,60,80 y100 mg/mL). E! protocolo empleado se describe a 
continuacién: 

a) Volumenes tomados apartir del Stock de ASB ( Img/mL). 
b) Solucién de DOC al 10%. 
c) Solucién preparada apartir de mezclar 1 volumen de sulfato de cobre 
pentahidratado al 0.5% y 1 volumen de tartrato de sodio y potasio al 2%, mas 50 
volumenes de carbonato d sodio al 2% en hidréxido de sodio al 0.1N: 

  

  

    
  

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 
a) ASB - 10 20 40 60 80 100 
(uL) 
H,0 500 490 480 460 440 420 400 490 
(uL) . 

Muestra (u - - - . . . . 10 
  

b)Deterge 50 50 50 50 50 50 50 50 
(uL) 
    c) Sol. E. 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 

(mL)                     

Se mezclé el contenido de cada tubo y se dejé reposar 10 min a T.A. Posteriormente 
a cada tubo se le adicionaron 250uL de reactivo de Folin-Ciocalteus (Merck, 
Darmstadt, Alemania) diluido 1:2 y 500uL de Dodecilsulfato de sodio (SDS) al 5%, 
Los tubos se agitaron en un vortex y se incubaron por 30 min a T.A.. Una vez 
realizado esto se leyé la absorbancia a 750 nm, en un espectrofotémetro DU-65, 
Beckman. La concentracién de proteinas de los extractos totales y purificados se 
calculd por interpolacién con la curva patron de Albumina. 

ESTATES ND HEB 
SUR GE LA bisuiarece  
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