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RESUMEN.

La triquinelosis es una zoonosis cosmopolita de origen alimentario
causada por la larva infectiva del nemétodo Trichinelta spiralis. £l ciclo de vida
del helminto se lleva a cabo en el mismo hospedero y presenta dos fases: una
entérica y otra parenteral. En la triquinelosis humana, ta diversidad de signos y
sintomas que se presentan durante ambas fases pueden confundir el
diagnostico clinico.

Para el diagnostico de la triquinelosis, detectando la presencia de
anticuerpos contra Trichinella spiralis se han empleado meétodos sensibles y
especificos, como el ensayo inmunoenzimatico  (ELISA) vy la
inmunoelectrotransferencia (IET). Sin embargo estas técnicas solo demuestran
el contacto del hospedero con el heliminto y no determinan si el parasito estd
en una etapa activa. Para esto (itimo se han desarroilado varias técnicas de
captura de antigeno de Tichinella spiralis en suero, sin que hasta el momento
exista una técnica diagnostica eficiente; posiblemente por la formacion de
complejos inmunes.

Con el fin de captura de antigenos en suero de Trichinella spiralis, se infectaron
experimentalmente &, hembras y machos, y se realizé una cinética de captura
de antigenos, implementé la técnica de inmunoelectrotransferencia vy
comparandola con una cinética de aparicion de anticuerpos por ELISA.
Teniéndose como resultado la nula deteccion de antigenos asi mismo se
determiné que la cantidad minima de antigeno de extracto crudo que se logré

detectar fue de 1ug. Mientras que la deteccion de anticuerpos por ELISA,

IiI



mediante antigeno de exiracto crudoe tue airegedor de la segunda semana post-
infeccion. No se encontré diferencia significativa, estadisticamente, con
respecto al genero a la intensidad de la absorbancia.

Adicionalmente, se determind la carga parasitaria en diferentes tejidos
(pierna, masculo abdominal, diafragma, lengua, corazon y intestino delgado),
mediante digestion enzimatica. Mostrandose gque la pierna fue donde se
encontrd un mayor numero de larvas por grame, mientras que el corazon se
encontré pocas larvas por gramo, en el intestino delgado no se encontraron
larvas; sin embargo, no hubo diferencia estadisticamente significativa entre los
diferentes tejidos u Organos, en jos que se encontraron larvas tampoco se

encontro diferencia estadisticamente significativa entre genero.

v



1 GENERALIDADES

1.1 INTRODUCCION.

La triquinelosis es una zoonosis cosmopolita de origen alimentario causada
por la larva infectiva (L4) del nematodo Trichinelfa, el cual se establece en el
musculo esquelético de muchas especies de mamiferos, incluyendo el del ser
humano, y el de algunas aves, por lo cual esta parasitosis constituye un
problema médico y veterinario (Despommier, 1983; Yépez, 1995). Sin embargo, a
pesar de que los hallazgos de triquinelosis humana se han documentado desde el
siglo pasado (revisado por Vega, 1991), es hasta principios de este siglo que la
parasitosis se reconocié como un problema de salud piblica.

Epiderniolégicamente, la triquinelosis tiene una distribucion mundial, pero
existen zonas endémicas mas o menos definidas con algunas areas en donde la
prevalencia es mayor. Generalmente, la enfermedad en el hombre se presenta
como brotes bien definidos por el antecedente de ingestién de carne infectada. En
los paises industrializados de Europa se han detectado brotes de triquinelosis de
manera frecuente, principaimente debido al consumo de carne cruda de cerdo,
jaball y muy recientemente de caballo; en italia, por ejemplo, se ha considerado a
la region Noreste como zona epidémica debido a que se presentan frecuentes
casos de triquinelosis (Bari ef al., 1990).

En México, los datos sobre la prevalencia y la distribucién de la parasitosis

son escasos e indican tasas diversas de infeccion. Por ejemplo en algunos



estudios hechos con muestras de cadaveres humanos en la Ciudad de México,
indican que la frecuencia de esta parasitosis es del 4.1% {Martinez-Marafion,
1974). En un estudio seroepidemiologico realizado recientemente en una zona
semi-rural de San Luis Potosi se obtuvo una prevalencia de anticuerpos
especificos contra Trichinella spiralis del 1.9% (De la Rosa ef al,,1998), lo cual
apoya la presencia de triquinelosis endémica. De hecho, Martinez-Marafién en
1985 sugiri6 que las costumbres de las poblaciones humanas favorecen la
transmisionh del helminto, ya que por un lado, se crean cotidianamente basureros
dentro y fuera de los poblados en los que se depositan desechos alimenticios y de
animales muertos y por otro, la red de carreteras en zonas rurales y forestales han
incrementado la tasa de mortalidad en animales silvesires y domesticos porque
son arrollados por los automdviles gue por ahi transitan; de esta manera, los
cadaveres quedan expuestos al consumo de animales que deambulan libremente
como el perro, el cerdo y algunos roedores.

Para apovyar el diagno6stico clinico de esta parasitosis se han empleado
técnicas parasitbgicas como la triquinoscopia y la digestién enzimatica artificial
gue ponen de manifiesto la presencia del helminto, asi como técnicas seroldgicas,
como el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) v la inmunoelectrotransferencia {(IET)
que detectan la presencia de anticuerpos en suero (Alcantara et al, 1989;
Alcantara y Correa, 1993). Sin embargo, estas técnicas no ponen de manifiesto
una parasitosis activa. Con esta finalidad, en este trabajo se traté de determinar
antigenemia en ratas infectadas experimentalmente, mediante el uso de [a IET

adaptada para détectar antigenos de la larva L.



1.2 BIOLOGIA DEL PARASITO

1.2.1_Clasificacion Taxondmica del Género Trichinella

Trichinella es un helminto que pertenece al phylum Nematoda, en donde se
encuentran agrupados cotros parasitos de importancia médica como Ascaris sp.,
Onchocerca sp. y Trichiuris sp. En el cuadro 1 se enlista la clasificacion

taxonémica de Trichinella.



Cuadro 1. Clasificacion taxondmica del género Trichinella

{Tomado de Alcantara ef al., 1992).

REINO
SUBREINQ
RAMA
GRADO
DIVISION
SUBDIVISION
‘ SUPERPHYLUM
? PHYLUM

‘ CLASE
ORDEN
FAMILIA
GENERO
ESPECIES

TIPOS GENETICOS

ANIMAL
METAZOA
EUMETAZOA
BILATERIA
PROTOSTOMIA
PSEUDOCOELOMATA
ASCHELMINTHES
NEMATODA
ADENOFOREA
ENOPLIDA
TRICHINELLIDAE
Trichinella

T. spiralis

T. nativa.

T. britovi

T. peudoespiralis
T. nelsoni

T5

T6

T8




Con base en estudios morfoldgicos, bioguimicos, biolégicos,
epidemiolégicos, clinicos, inmunolégicos y genéticos se han podido ciasificar
taxondmicamente cinco especies de Trichinelfa (Cuadro 1) y tres grupos genéticos
75, T6 y T8 (Arakawa y Todd, 1971; Britovi y Boev, 1972; Sukhneo y Meerovitch,
1979; Dick, 1933a, 1983b; Dick y Chadee, 1983; Lichtenfels ef al, 1983). Con
respecto a los tipos genéticos T5, T6 y T8, aun no se han encontrado suficientes
elementos para .diferenciarlos como grupos independientes; de hecho, el analisis
filogenético de sus secuencias genomicas, indican que se encuentran
emparentados con T. nativa y T. britovi (Snyder et al., 1993). Por otra lado, todos
Jos tipos genéticos de Trichinella presentan diferencias zoogeograficas y de
infectividad (cuadro 2) lo que hace a(n mas dificil determinar la ubicacion

taxondmica de los tipos TS, T6 Y T8,



Cuadro 2. Comparacion de las caracteristicas zoogeogréaficas e infectividad de los

diferentes grupos genéticos de Trichinelfa (tomado de Wakelin y Goyal 1996).

T8

ESPECIE GENOTIPO |DISTRIBUCION |[CARACTERISTICAS
(T1-T8) |GEOGRAFICA |BIOLOGICAS

T. spiralis T1 Cosmopolita Alta infectividad en roedores y cerdos

T. T4 Cosmopolita infecta a aves; no forma célula

pseudospiralis nodriza

T. nelsoni T7 Africa tropical Baja infectividad en ratas y cerdos;
lento desarrollo de céiula nodriza; ho
resiste la refrigeracion

T. nativa T2 Artico y subartico | Alta resistencia a la refrigeracion

T. britovi T3 Zona templada  |Baja infectividad en ratas y ratones;
baja resistencia a la refrigeracion

Trchinela 5 Region Norarico | Fenotipo de T, britovi

Trichinella T6 Area Subartica |Fenotipo de T. nafiva

Trichinefla Africa Subtropical | Fenotipo de T. brifovi




1.3 MORFOLOGIA

El adulto presenta el diametro de la parte posterior del cuerpo ligeramente
mas ancho que él de la parte anterior. Ei esdfago consta de una parte anterior de
tipo muscular y una posterior de tipo glandular denominado esticosoma, el cual
esta formado por una hilera de aproximadamente 55 células llamadas esticocitos;
los esticocitos se dividen en « y B, dependiendo del granule que secretan: los o
secretan polipeptidos mayores a 50/55 kDa y los p secretan un poiipéptido de 48
kDa. Ademas la morfologia y el gradiente de sedimentacion también influyen en la
clasificacion de los esticocitos. El intestino es abierto, de tipo tubular y se abre en
un ano casi terminal (Silberstein y Despommier, 1985).

Las hembras se diferencian de los machos par tener el extremo posterior
romo y redondeado, mientras que los segundos presentan dos apéndices
caudales lobulados sin espiculas copulatorias. Los rachos miden entre 1.4 v 1.6
mm de longitud por 40 um de didmetro, las hembras miden de 3 a 4 mm de
longitud por 60 um de didmetro (Lamothe y Garcia, 1988; Olsen, 1974). Las
hembras tienen la vulva orientada hacia la parte posterior del esticosoma; poseen
un solo ovario localizado en la parte posterior del cuerpo, en el cual se producen
ovulos de aproximadamente 25 pm de didmetro, con tres cromosomas. El macho
tiene un testicule gque produce espermatozoides de tipo no flagelar con dos o tres

cromosomas, por io que es éste quien determina el sexo de la descendencia; las



células soméaticas de las hembras fienen nimero cromosomico de 6 y 1as de los
machos de 5 (Despommier, 1983).

Las larvas recién nacidas (LRN) miden 120 pm de longitud por 7 um de
diametro y son la fase de invasién al musculo y al parecer en esta fase aun no
tienen formado el esticosoma (Kim ef al, 1983).

La larva infectiva (L1) se localiza en el misculo esquelético del hospedador
potencial (figura 1); mide aproximadamente 1.2 mm de longitud por 40 um de
diametro y se encuentra rodeada de una capsula de colagena en asociacion con el
miocito formando una unidad hospedadora Namada célula nodriza. Esta estructura
se encuentra rodeada de un plexo de vénulas formando por una accion
angiogénica provocada por el parasito; al parecer, estas vénulas tienen la finalidad,
de eliminar los desechos metabolicos, asi como de proveer nutrientes. Se ha
documentado que la célula nodriza protege al helminto del ataque del sistema
inmune del hosbedador y le confiere resistencia at congelamiento {Despommier,
1983), Las larvas L1 sobreviven in vitro en una atmadsfera anaerobia.

El ciclo de vida de este parasito se caracteriza por presentar dos fases: una
entérica, donde pasa por cuatro estadios larvarios y el adulto y fa fase parenteral,
que incluye la migracion de la LRN y el establecimiento de la larva infectiva en el

musculo esquelético (Despommier, 1977; Stewart y Giannini, 1982).



Figura 1. Esquema de la morfologia de Trichinella spiralis. En A) se representa
at macho; en B) a la hembra y a las larvas recién nacidas {LRN); en C) a la larva
infectiva (L4). Anillo nervioso (an), boca (b), capsula (cp), célula muscular {cm),
célula nodriza (CN), cloaca (c), embriones (em), eséfago (es), esticosoma (et),
intestino medio (im), intestino posterior (ip), farva infectiva (L4), larvas en
embriogénesis (LE), ovario (ov), receptaculo seminal (rs), testicuio (t), vulva {v).

{Tomado de Alcantara et al., 1992).



1.4 BIOQGUIMICA Y FISIOLOGIA,

El adulto y la larva L, son aerobios facultativos, ya que obtienen su energia
a través de fermentaciones utilizando acidos grasos mediante la via de B-
oxidacion y del ciclo de Krebs. Las larvas recién nacidas necesitan para sobrevivir
in vitro colesterol, azlcares, acidos grasos y aminodcidos (Stewart, 1983). Las
larvas Ly sobreviven in vitro en una atmdsfera de CO2 al 5%, aire al 95% por un
pericdo de 3 a 5 dias, en un medio de cultivo que contenga aminoacidos, sales y

vitaminas (Aicantara et al., 1992).

1.5 CICLO DE VIDA

La transmision del helminto es a través del consumo de larvas 1,
albergadas en tejido muscular (carne) cruda o mal cocida. En México, la
triquinelosis humana se ha asociado al consumo carne de cerdo y sus derivados y
a productos de res "adulterados” en forma intencional o inadvertida con carne de
cardo o caballo infectada (SSa., 1092). En algunos estudios epidemiotdgicos
realizados en di.ferentes partes del mundo, se ha encontrado que la parasitosis
esta relacionada con el consumo de carne de jabali o de cabalio y, dependiendo
de los habitos alimenticios de 1a poblacion, la carne de oso y de otros animales

silvestres también son una fuente de infeccion {Wiegger &f al., 1991).



De entre todos los helmintos que infectan animales, T. spiralis tiene una
caracteristica en su ciclo de vida que lo hace Unica entre todos ellos: todo el ciclo
de vida se completa en el mismo hospedador. En términos generales, el ciclo de
vida del parasito muestra dos fases claramente distinguibles: una entérica y una

parenteral

1.5.1 Fase entérica

£l hombre, al igual que cualquier otro hospedador potencial, se infecta ai
Ingerir carne cruda o insuficientemente cocida que alberga a la larva infectiva (L4);
la figura 2 ilustra el ciclo de vida de Trichinella, En el estémago, las larvas L, son
liberadas del mdsculo esquelético por accién de los jugos gastricos y tardan
aproximadamente diez minutos en emigrar e invadir el epitelio columnar y ia
lamina propria del intestino delgado. El helminto se sitia generalmente en el
duodeno ¥y yeyuno, aungue es capaz de ocupar cualquier parte del intestino
delgado (Dick y Silver, 1980).

Treinta horas después de la infeccion, la larva infectiva sufre cuatro mudas,
pasandc por cinco estados larvarios (de Ly a Ls) hasta convertirse en adufto.
Durante esta etapa de cambio, el helmintc sufre una morfogénesis extensa,
remodelando la cuticula, las células glanduiares hipodérmicas, el misculo, el
sistema nervioso, el primordic genital, el aparato digestivo y el esticosoma. El
habitat del gusano adulto consiste en una hilera de células epiteliales columnares

del intestino. Cinco dias después de la infeccién, la hembra llega a invadir de 415
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a 425 células y el macho de 140 a 152; por lo que a esta etapa se le conoce como
intramulticelular, de manera interesante, no existe desintegracién total de las
celulas del hospedador como resultado de la penetracion del heiminto
{Despommier, 1983},

Entre las 37 y las 40 horas post-infeccion (hpi), las hembras producen una
feromona de atraccion heterosexual (Belossevic y Dick, 1980). Los machos reptan
hasta ocupar una hilera de células adyacentes a la que ocupa la hembra con la
cual va a copular. La copula se efectba presumiblemente dentro del nicho
intramuiticelular dentro las siguientes 80 hpi. Se ha caicufado que el macho puede
inseminar a dos hembras, ya que el promedic de adulios encontrados en
infecciones experimentales es de dos hembras por cada macho {Olsen, 1974).‘
Después de la inseminacién, los machos mueren y son expelidos, mientras que
fas hembras penetran la mucosa intestinal, lfegando incfuso al peritoneo y a los
ganglios linfaticos mesentéricos. L.a embriogénesis dura alrededor de 90 b,

entonces las larvas recién nacidas son liberadas hacia el quinto dia después de ia

infeccion (dpi). -
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Figura 2. Ciclo de vida de Trichinella spiralis.

1.5.2_Fase parenteral

Después de que las LRN son paridas (11 dpi), se introducen en la lamina
propria del intestino hasta llegar a la circulacién arterial o conductos linfaticos,
pasan por el corazon y ios pulmones hasta flegar a invadir las células del musculo
esqueletico, donde se establecen definitivamente. En estas células, las larvas
inician un periodo de desarrolio post-embrionario creciendo exponencialmente, En
esta etapa, las larvas comienzan a enrollarse y se diferencian sexualmente. La
transformacion "de las células musculares en la célula nodriza dura
aproximadamente 20 dias, periodo en el cual el helminto induce cambios
profundos en los miocitos: las estrias desaparecen y los filamentos contractiles se
desorganizan, se incrementa el nimero de mitocondrias y aumentan la actividad
catalitica, aumenta el tamafio del nicleo y se reubica ai centro de la célula, el

glicocélix se hipertrofia y se transforma en una capa gruesa de coldgena.




Finaimente el miocito invadido se rodea de vénulas que sirven como medio de
transporie desde y hacia el interior de la célula, constituyendo una nueva unidad
hospedadora denominada célula nodriza. En el desarrollo y mantenimiento de esta
estructura, se ha propuesto la participacion de una molécula secretada pot la larva
L1 de 43 kDa, Ia cual se ha detectado en nicleo y citoplasma de ia célula nodriza
desde el dia 8 post-penetracion y hasta después de seis meses post-infeccion.
Aungue la funcion biologica de esta molécula no se conoce con precisién, se ha
propuesto que interacciona directamente con el genoma de {a célula, porque el
primer dia que se detecta coincide con el maximo aumento en el tamafio del
nicleo y nucledlo (Despommier, 1990; Despommier et al, 1991; Stewar y
Gianinni, 1982). La ¢élula nodriza mantiene viva a la larva infectiva durante toda la
vida del hospedador, aunque, se ha observado en el ser humano que la célula
nodriza se calcifica cuando la larva L1 se muere (Martinez-Marafion et al., 1974).
En lo que respecta a ia formacion de la capsula de colagena se ha
argumentade que ésta podria proteger a la farva de la respuesta inmune del
hospedador (Bagheri ef al, 1986) y que le podria conferir resistencia al
congelamiento (Pozio et al,, 1989). De hecho se ha observado que la T. nativa
rasiste el congelamiento de -10° C durante 18 meses en el masculo del lobo va-

15% C en carne de 0so polar por 12 meses (Campbell, 1983).
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1.6 EPIDEMIOLOGIA DE LA TRIQUINELOSIS EN MEXICO

La primera observacion de la larva L fue hecha por el Dr. Miguel Zifiga en
1891, quien al realizar la necropsia de un cadaver humano, observd en al musculo
un puntilleo blanquizco; el estudio histopatolégico que efecttio el Dr. Manuel
Toussaint confirmd que se trataba de la larva Ly de Trichinella, {revisado en
Mazzotti y Cavira, 1943). A partir de ese hallazgo se ha encontrado la larva Ly en
cadaveres humanos y de animales. Perrin (1942} examind por compresién 200
diafragmas y encontro el 12.5% con T. spiralis; Mazzotti en 1943 determing el 5%
de prevalencia en diafragma, después Martingz-Marafién y colaboradores en 1974
encontraron larvas L1 en el 4.1% de 1000 diafragmas; ademas, observaron mayor
frecuencia de larvas en el diafragma de cadaveres dsl género femenino. En
cadaveres de animales sinantrépicos como gatos, perros, ratas y recientemente
en caballos, se ha encontrado que la presencia de larvas infectivas es comun
(Arriaga, ef al., 1995).

A pesar de que desde finales de! siglo pasado se conocid la existencia de
triquinelosis en México, es hasta la década de los afios setenta cuando se inicia el
estudio sistematico de los casos de triquinelosis. Los principales estados de Ia
Replblica que dan a conocer estos casos son: el DF, Chihuahua, Zacatecas y
Estado de México.

Con la finalidad de establecer con precision la distribucién de la
triquinelosis, en México se han realizado diversos estudios seroepidemioldgicos

para poner de manifiesto [a prevalencia de anticuerpos especificos contra la larva
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L. Se ha observado que el 1.9% de la poblacion en Cerritos, San Luis Potosi tiene
anticuerpos (De la Rosa ef al.,, 1998). A nivel Nacional, la distribucion de la
triquinelosis humana, se ha documentado en la zona Norte-Centro del pais (figura
3). En esta zona se han registrado mas de 360 casos en los Gitimos afios

(1987,1988,1990 revisado en Correa ef al. 1997).
—
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Figura 3. Estados de la RepUblica Mexicana en los que se ha notificado la
presencia de casos o brotes de triguinosis. En obscuro se indican los estados
en los que se .han reportado oficialmente casos o brotes de triquinelosis; en
diagonales, los estados en donde se conoce de la existencia de triquinefosis pero

no se han reportado oficialmente; en blanco, los estados que carecen de reportes

{Tomado de Correa et al., en prensa).
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1.7 INMUNOBIOLOGIA

Es indudable que, por las caracteristicas del ciclo biolégico, durante Ia
mayor parte del tiempo en que T. spiralis permanece en su hospedero definitivo,
varios componentes del parasito (somaticos, de superficie o de excrecién-
secrecion) pueden inducir respuestas inmunitarias v dependiendo de las
caracteristicas de esos inmundgenos tales respuestas pueden identificarse como

del tipe humoral o celular.

1.7.1 Respuesta Humoral

l.a respuesta inmune humoral hacia fa larva Ly de Trichinella ha sido
ampliamente estudiada bajo diferentes condiciones y en distintos modelos. En
términos generales se ha descrito que esta dirigida principalmente hacia los
antigenos de superficie y del esticosoma, asi como hacia los productos de
excrecion y secrecion (Almond ef al., 1986; Ortega-Pierres et al., 1989; Parkhouse
y Ortega-Pierres 1984, Siberstein, 1983). Sin embargo, también se ha descrito que
hay antigenos inmunodominantes en la cuticula de la ldmina interior, vaina
embrionaria, glanduta hipodermal y granulos exocrinos del tracto reproductivo del
macho (Takahashi, 1997)

El estudio de la respuesta humoral de los pacientes con triquinelosis ha
puesto de manifiesto la existencia de anticuerpos de las clases IgE, IgA, IgM e

taG; la igG es |a clase principal de inmunoglobulinas que se detectan durante toda




la infeccion. En orden secuencial de aparicion, se han detectado las subclases
IgG1, 1gG3 e 1nG4; la IgG1 domina durante foda la infeccion aunque la igG4 se ha
asociado con una respuesta crdnica o repetitiva; sin embargo su presencia no
correlaciona con la presencia de IgE especifica, (Ljungstrom et af,, 1988). LalgG y
ta tgM especificas contra un extracto total de la L+ se detecta desde la segunda
semana post-infeccion (spi) y se pueden encontrar hasta después de nueve
meses incluso hasta los 10 afios pi (Dupouy-Camet et al, 1988). Mediante el uso
de la IET se ha observado que las sueros de humanos, cerdo, ratas y ratones
infectados, asf como los de conejo hiperinmunes, reconocen el mismo perfil
antigénico en un extracto total de la larva Ly, el cual estd constituido
principatmente por ocho antigenos: 38, 45, 54, 59, 73, 93 y 104 kDa (Alcantara y
Correa, 1993; Almond ef al., 19886; Arriaga ef al, 19982; Ortega-Pierres ef af,
1989). Con los productos de excrecién y secrecion, fos sueros de humanos y ratas
infectadas reconocen un duplete de 54 y 59 KDa (De la Rosa, ef al 1896).
Recientemente se ha caracterizado el epfiopo responsable de la
inmunodominancia y especificidad de los antigenos de superficie, de esticosoma y
de los productos de excrecion y secrecidn;, consiste en un polisacérido
denominado D-tivelosa constituido por un enlace fde 3,6 didesoxi-D-arabino-
hexopiranosa (Ellis et af., 1996; Ortega-Pierres ef al., 1996; Reason ef al, 1994),
el cual es un compenente de los antigenos agrupados como Tsl-1; el principal de
éstos tiene un peso molecular de 40 - 70 KDa en condiciones reductoras y de 45 -

100 KDa en no reductoras (Ortega, ef al., 1996).



1.7.2 Respuesta Celular

El estudio de la respuesta celular se ha enfocado principalmente hacia la
forma en que actla sobre Ios estados entéricos: los linfocitos T cooperadores
(TH2) median la produccidn de interleucinas IL-3 e IL-4 lo que provoca reacciones
inflamatorias en el intestino delgado, logrando con ello la expulsién de los gusanos
adultos (Grencis ef ai., 1985).

En modelos murinos de triquinelosis experimental, se ha observado que a
partir del cuarto dia post-infeccion, aumenta el nimero de las células cebadas y de
los eosindfilos que se infiltran en la mucosa y en el lumen del intestino delgado;
también se ha observado que aumenta la concentracién de histamina, de
leucotrienos y de algunas enzimas lisosomales, lo cual dafia la mucosa del
intestino delgado, acelerando los movimientos peristalticos que culminan con la
expulsion de los helmintos al décima dia post-infeccidn y con el maximo aumento
en el nimero de células cebadas. Aumentando este fendmeno probablemente se
inhibe ol desarrollo de los estados entéricos y se reduce la fecundidad de la
hembra (Despommier et al., 1977; Wakelin v Wilson, 1980). Se ha documentado
gue los eosindfilos de la circulacion sanguinea y de la cavidad peritoneal,
previamente sensibilizados, se adhieren fuertemente in vitro a la superficie de las
LRN, , iniciando de esta manera una reaccion citotéxica mediada por anticuerpos

{Gansmuller et al., 1987; Lee y Befus, 1989),
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1.8 LA ENFERMEDAD Y EL TRATAMIENTO

La gravedad de la enfermedad producida por Trichinefla spiralis, al igual
gue la producida en otras parasitosis, depende de la carga parasitaria que alberga
el hospedador. Se consideran infecciones leves aquellas en las que existen de 1 a
50 larvas por gramo de musculo, moderadas de 50 a 100 y graves mas de 100.
Las infecciones leves suelen ser asintomaticas, pero las graves se complican por
la gran variedad de signos y sintomas que se presentan (Olsen, 1974). Los
principales signos y sintomas que se presentan durante ia fase entérica son: dolor
abdominal, diarrea, nausea y vomito. El curso de la parasitosis en la fase
parenteral involucra a varios organos y sistemas como los puimones, los organos
linfoides, el sistema nervioso, el misculo estriado, el corazén y el sistema nervioso
central, en los cuales se producen dafios importantes. Durante la fase parenteral
se presenta edema facial, astenia, fiebre, escaiulrio, cefalea, malestar general,
anorexia, mialgias, artralgias, contracciones musculares, perdida de peso, sopor y
coma en infecciones severas.

Para el tratamiento de la triquinelosis se recomienda usar mebendazol a
una dosis de 1.0 g diarios divididos en varias dosis durante catorce dias {Katzung,
1984), asi como tiabendazol en combinacion con dexametasona a razén de 50 y
0.50 mglkgidia respectivamente durante 5 dias. Se recomienda el uso de la
dexarnetasona por su accidn analgésica, asi como por su funcién anti-inflamatoria
(Stevens, et al., 1993). La combinacion de estos medicamentos reduce las

manifestaciones del sistema cardiovascular y nervioso central y reduccion de los
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niveles de eosindfilos {Martinez et &/, 1988). La accidn del farmaco consiste en
unirse a receptores de glucosa por enlace covalente, obligando al parasiic a

utilizar su glucdgeno hasta matarlo por falta de energia tipo ATP (Katzung, 1984),

1.9 DIAGNOSTICO

El diagndstico de la triguinelosis humana es dificit porque durante la fase
entérica se presenta un cuadro clinico que puede ser confundido coh el de otras
enfermedades, como salmoneiosis y brucelosis e incluso intoxicacion alimentaria,
debido a que se presenta diarrea, nduseas, vomito y dolor abdominal. En la fase
parenieral e dolor muscular, la fiebre, la deshidratacién, la encefalitis, los soplos
cardiacos y la pardlisis, podrian confundirla con fiebre reumatica y problemas del
corazon asi como enfermedades como el dengue u otras febriles (Martinez-
Marafién et af., 1979; Fragoso, 1981). Las pruebas generales de laboratorio, como

la biometria hematica en la que se puede detectar eosinofilia mayor a 500

eosinéfilos/mm® y quimicas para la deteccion de la 1, 6-difosfofructoaldosa y de la
deshidrogenasa lactica, aunguse inespecificas, podrian orieniar el diagnostico de ia
triquinelosis; con el apoyo de los antecedentes epidemiologicos de la zona. El
apoyo &l diagnostico clinico durante la fase entérica puede ser complicado porque
las pruebas de laboratorio son positivas a partir de los 10 dpi (Cabral-Soto et ai,

1989; De la Rosa ef al, 1897; Pawlowski, 1883).
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Para apoyar el diagnéstico clinico de la parasitosis se han instrumentado
diferentes méto_dos, como los parasitologicos y los serologicos. Los primeros
involucran técnicas como la triguinoscopia, la digestion enzimatica del tejido
muscular y el xenodiagnéstico (Kolata, 1985: Mazzotti y Pastrana, 1943;
Zimmermann, 1983). La triquinoscopia consiste en la inspeccién por microscopia
de una muestra muscular; la digestion del tejido muscular se efectya mediante
pepsina y acido clorhidrico al 1% en agitacién continua a 37°C durante tres horas
para liberar a las larvas, que se buscan en el sedimento de la digestion, El
xenodiagnéstico se efectila cuando se sospecha que un alimento es la fuente de
infeccion; con este producto se alimentan ratas o ratones de laboratorio y después
de 30 dpi se busca la presencia de la larva infectiva en el musculo esquelético.
Mediante el uso de estos métodos se puede hacer el diagndstico definitivo de la
infeccion; sin embargo, el uso de estas técnicas se ha restringido a estudios post-
morten y ademas sélo detectan al 56% de los casos con respecto a la presencia
de anticuerpos (Au ef al., 1983).

Debido a su alta sensibilidad, especificidad y versatilidad, e! empleo de las
técnicas inmunoldgicas en el diagndstico de la triquinelosis ha sido importante
porque ha permitido identificar la enfermedad de manera retrospectiva, detectando
anticuerpos especificos. Para estos fines, los ensayos serodiagnosticos aplicados
han sido numerosos y variados, Se han usado pruebas de precipitacién de gel en
tubo; Ia fijacion de complemento, la hemaglutinacion indirecta, la flocutacion con
particulas (bentonita, colesterol, carbén) y otras mas. De igual forma los antigenos

utilizados han sido preparados a partir del cuerpo completo de larvas L de

22




componentes de superficie o bien, productos de excrecién-secresion obtenidos por
cultivo celular in vitro. Todos los ensayos han brindado diferentes resultados de
sensibilidad y especificidad diagnéstica (Lamb, 1964). Las pruebas serologicas
que actualmente se usan en el diagnostico de Ia triquinelosis son el
radioinmunoensayo (RIA), la inmunoftuorescencia indirecta  (IF1), el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) vy la inmunoelectrotransferencia {IET). El ELISA es Ia
tecnica de mas amplic uso debido a que es relativamente barata vy de facil
implementacion, lo cual permite examinar un gran nimero de muestras en un
periodo corto de tiempo (Yépez, et al., 1994),

La IET fue descrita por Towbin vy colaboradores en 1979, es un método
analitico Gtil para el andlisis de antigenos el cual permite identificar los antigenos
Utiles para el diagnéstico. La IET combina tres técnicas: Ia slectroforesis en geles
de poliacrilamidé, la transferencia de las proteinas del gel a papel de nitrocelulosa
y la reaccion inmunoenzimatica. En la electroforesis los extractos antigénicos o
extractos proteicos pueden ser sometidos, a condiciones reductoras, y al
someterse a electroforesis de poliacrilamida-SDS las proteinas se separan de
acuerdo a sus pesos moleculares, lo que parmite su identificacion posterior en la
reaccion imnunoenzimatica, haciendo que el método sea sensible. En triquinelosis,
ta técnica tiene la caracteristica de determinar los antigenos que son reconocidos
por sueros que contienen anticuerpos contra el nematodo de T, spiralis teniendo la
ventaja de dete;:tar posibles falsos positivos que se puedan presentar en ofras
pruebas inmunocldgicas. La IET, junto con ofros métodos inmunolégicos han

ayudado a clasificar un grupo de ocho antigenos de T, spiralis (TSL-1-TSL-8);
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siendo el antigeno TSL-1 el mas ampliamente caracterizado biologica e
inmunoldgicamente (Ortega, et al., 19986).

Sin embargo, debido a que la presencia de anticuerpos no pone de
manifiesto una parasitosis activa, sino el contacto gque ha habido entre el
hospedador y el parasito, actuaimente se han tratado de instrumentar diversos
ensayos inmunoenzimaticos para ia deteccion de antigenos circulantes (Takahasi
et al., 1990; Arriaga ef af, 1994).

Con las técnicas inmunoenzimaticas de captura de antigeno, se ha
obsetvado que la sensibilidad del diagnostico se encuentra entre el 25 y 30%, en
el mejor de los casos, con respecto a la presencia de anticuerpos (Arriaga ef al.,
1992; Tadeunz et al., 1994; Takahashi et al,, 1990b). Se ha supuesto que la falta
de sensibilidad se debe a que los antigenos se encuentran formando complejos
inmunes.

Por lo anterior, en este trabajo se planted determinar la presencia de
antigenos  circulantes de  Trichinefla  spiralis en ratas infectadas
experimentalmente, mediante el uso del IET,

En el estudio de la triquinelosis humana se ha observado que existe una
mayor prevalencia tanto de anticuerpos como de larvas en mujeres que en
hombres, sugiriendo que las mujeres son mas susceptibles a la infeccion que ol
hombre; aunque estas observaciones no han sido comprobadas, en modelos
experimentales se ha observado que en zorros no existe susceptibilidad de
género. Sin embargo, en ofras parasitosis por nematodos, se ha logrado

determinar la susceptibilidad por género; como se ha observado en la respuesta
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inflamatoria contra la infeccidn de la cisticercosis, en donde la mujer presenta una
fayor inflamacién que el hombre. En la filariasis linfatica se ha observado que el
hombre es mas susceptible a la infeccion después de los 11 afios. Estudios en
ratones infectados con Brugia malyi, muestran gue los machos son mas
susceptibles a la infeccion (Del Brutto, et al., 1992; Pain, et la., 1997, Rajan, et al.,
1994).

Por lo que en el presente trabajo se sugirié determinar si existia
susceptibilidad por género a la infeccion con T. spiralis, en ratas,

Un de los primeros métodos empleados en le diagnostico de la triguinelosis
fue la triquinoscopia, como ya se menciond anteriormente, la muestra ideal ha sido
el diafragma, en necropsias; sin embargo, han sido pocos los estudios enfocados
en determinar que tejido u 6rgano es el de mayor predileccion y si esto es debido
a la actividad muscular. Los autores que se han enfocado a este problema han
encontrado que en el caballo, T. spiralis tiene mayor predileccion por la lengua, vy
el diafragma, mientras que en el zorro, es el diafragma y otros los maseteros,

(Nockel y Vorgt, 1996; lonescu, 1996; Kapel, of al., 1996).
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2 JUSTIFICACION

Para apoyar el diagnostico clinico de fa triquinelosis humana, se han
instrumentado los métodos parasitologicos (que ponen de manifiesto ia presencia
de la larva infectiva en musculo esquelético) vy los que detectan la presencia de
anticuerpos especificos; estos dltimos demuestran que el hospedador ha tenido
contacto con et helminto pero no ponen de manifiesto una parasitosis activa. La
deteccion de antigenos circulantes de la larva L4 seria importante en el diagnéstico
diferencial de la triquinelosis porque, por un lado, seria indicativo de una
parasitosis activa y por otro seria de utilidad para verificar la eficacia de los
farmacos antiparasitarios. En estudios epidemioltgicos, la deteccion de antigenos
permitirfa conocer zonas con presion parasitaria.

Estudios previos, en los que se ha utilizado el ELISA como método de
captura, han observado que no tiene la suficiente sensibilidad como para ser
implementada como un método de rutina, posiblemente porque los epitopos se
encuentran formando complejos inmunes. En este trabajo se traté de determinar la
presencia de antigenos circulantes de la larva Ly en ratas infectadas
experimentalmente durante el curso temporal de la parasitosis haciendo uso de ia
inmunoelectrotransferencia. Debido principalmente a que este método obligaria a
romper los complejos inmunes debiendo dejar libres los epitopos de los antigenos
que subsecuente por la reaccion inmunoldgica se deberian evidenciar.

Por otra parte, en las observaciones hechas en otros trabajos en los que se

sospecha que la mujer es mas susceptible que el hombre a la infeccion por T.
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spiralis; 1o que al parecer, no sucede en animales infectados experimentalmente.
Se propuso determinar la susceptibilidad por género en funcion a la carga
parasitaria y a la produccion de anticuerpos en ratas

Adicionalmente, se determind la densidad parasitaria en diferentes tejidos y
organos infectados por T. spiralis, para determinar si existia preferencia de la larva
a invadir algin tejido u &rgano. Esto debido principalmente, a que no hay
suficientes trabajos al respecto y los reportados en caballos y zorros difieren en el

tejido con mayor densidad parasitaria.
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3 HIPOTESIS

Los anticuerpos especificos circulantes reaccionan con los antigenos de T,
spitalis y forman complejos inmunes. Si se desnaluraliza el suero mediante
condiciones reductoras determinadas, los antigenos de la larva L se liberaran del
complejo inmune y podrian detectarse e identificarse mediante un procedimiento

analitico come la IET.

4 OBJETIVOS

Determinar la presencia de antigenos circulantes de ia larva infectiva de T,
spiralis en muestras de sueros de ratas infectadas experimentalmente durante el

curso de la parasilosis.

Determinar si existe diferencia entre carga parasitaria entre musculo y la
produccion de anticuerpos y antigenos, asi como, si existe susceptibilidad de

género.
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1Mantenimiento de! ciclo de vida de Trichinella_spiralis

El helminto se mantuvo en ratas machos Wistar de 200 g de peso y 3
meses de edad. Cada animal se infectd por via oral con 7,000 L,. Los animales
fueron aislados en jaulas de plastico de 1.20 m x 0.70 m x 0.40 m con aserrin
estéril; se mantuvieron con agua y alimento condensado ambos esteriles y se
sacrificaron a los 40 dpi las larvas se recuperaron del misculo esquelético por

digestion.

5.2 Preparacion del antigeno de extracto crudo (EC).

El antigeno de Trichinella spiralis es uh extracto crudo (EC) de la larva
infectiva; para su preparacion, se aislaron doscientas mil larvas Lq, mediante una
solucion  digestora del muasculo esquelético de una rata infectada
experimentalmente, se suspendieron en 4.0 mL de tris hidroximetil aminometano
(tris-base) (Bio Rad; California, EE.UU.) 10 mM pH 8.0, que contenia 200 mg de L-
1-tosilamida 2-feniletil clorometil cetona (TPCK) (Sigma; St. Louis, EE.UU.}, 200
mg de N-«c-p-tosil-isina clorometil cetona (TLCK) (Sigma) y 40 pL de fenilmetil

sulfonil fluoruro (PMSF; Lakeside) 100 mM.
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Las larvas se homogeneizarcn con un triturador de tejidos manual en frio
durante 15 min, se agregaron 960 ul de desoxicolato de sodio {Gibco) 10% en
tris-base 10 mM pH 8.0 y se homogeneizd durante 15 min mas. Se dejo reposar
en frio durante 20 min y finalmente se centrifugd a 15,000 xg a 4°C durante 30 min
Se tomd el sobrenadante y se cuantificd ta concentracion de proteinas mediante el
método colorimétrico de Bradford. Finalmente el antigeno se dividio en alicuotas y

se almacend a -20°C y luego a -70°C hasta su uso (Alcantara et al., 1989).

5.3. Preparacitn de anticuerpos especificos contra el antigeno EC.

Para obtener los anticuerpos contra el antigeno EC de 7. spiralis, se
inmunizd a un conejo Nueva Zelanda de cuatre meses de edad, con antigeno EC.
La primera inmunizacion consistié en 1 mg de antigeno diluido 1:2 en adyuvante
completo de Fre.und (Difco), La mezcla se administré por via subcutanea en varios
puntos del lomo, La segunda inmunizacién se aplicd subcutaneamente una
semana después y consistio en 1 mg de antigeno diluido 1:2 en adyuvante
incompleto (Difco). La tercera y la cuarta inmunizaciones, se efectuaron en las dos
semanas siguientes y se administraron 500 pg de antigeno sin adyuvante via
intramuscular en &l muslo.

Se toemaron muestras de sangre semanalmente durante todo el periodo de
inmunizacion. Para separar el suero se dejé coagular durante 30 min a 37°C y se

centrifugd a 1,400 xg durante 10 min. El suero se separd con pipeta, se repartic en
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viales de 500 pl, se alicuotaron y se almacenaron en congelacién hasta su uso
para determinar la presencia de anticuerpos por ELISA. El criterio que se siguié
para sangrar a blanco se apoy6 en una absorbancia mayor a dos Unidades de
densidad optica después de la cuarta inmunizacion, utilizando el suero a una
dilucion de 1:2000.

Los anticuerpos se purificaron a partir del suero hiperinmune mediante una
celumna de proteina A-sefarosa de 5 mL, la cual se incubd con 5 mL de suero por
toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se eluyeron las proteinas no pegadas con
PBS pH 7.2. después se agregd glicina 0.1 M pH 2.5. La fraccion de igG obtenida
se dializd contra' PBS pH 7.2 toda una noche para eliminar el exceso de glicina. El
dializado se separé en proporciones pequefias y s¢ almacend a -20°C y luego a -
70°C hasta su uso. La pureza de las proteinas se corroboré por electroforesis en

ge! de poliacrilamida -SDS al 12% vy la actividad de anticuerpo por ELISA.

5.4 Infeccidon experimental

Se utilizaron 16 ratas Wistar de 3 semanas de edad: 8 hembras de 160-190
g de peso y 8 machos de 180-210 g de peso. Previo a la infeccion experimental, a
cada animal se le administrd mebendazol con una dosis de 1 mL por cada
kilogramo de peso cada semana, durante dos semanas. Al término del tratamiento
se les tomé una muestra de 2 mL de sangre por puncion cardiaca para corroborar

l]a ausencia de anticuerpos contra la larva infectiva (L1) de Trichinella spiralis
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Se infectaron 6 machos y 6 hembras con 5,000 L, por via oral, 1 rata de
cada género ho se infectaron. Los animales se distribuyeron en seis cajas de 4.30
x 3.20 x 0.95 m de altura y permanecieron en el vivario con agua y alimento
estériles durante 68 dias. La distribucién se hizo de la siguiente manera; las sois
ratas hembras infectadas se distribuyeron en dos cajas quedando tres en cada
caja, mientras que una rata hembra no infectada queda sola en una caja; o mismo

se realizé con las ratas machos.

5.5. Muestra de suerg.

Cada animal se anestesi6é con vapores de cloroformo y luego se punciond
por via cardiaca con una aguja de insulina {27 x 13 mm), y se le tomaron 2 mL de
sangre cada tercer dia. Para realizar la toma de muestra de manera sistematica,
los animales se dividieron en dos grupos A y B, la primera semana se tomaron
muestras a los animaies del grupo A los dias lunes, miércoles y viernes, la
segunda semana se tomaron muestras al grupo de animales B los dias martes y
iueves. Cada dos semanas se invirtid el orden de los dias de toma de muestra de

los grupos A y B. A todas las ratas se sangraron durante 10 semanas
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5.6. Tratamiento de la muestra.

La muestra de sangre se dejo coagular a 37°C durante 15 minutos. Se
desprendié el coagulo de las paredes del tubo con un aplicador de madera y
posteriormente se centrifugd a 5,000 xg. durante 5 minutos. El suero se separt del
paquete celular, dividiéndolo en dos porciones: una para determinar la presencia
de anticuerpos vy la otra para determinar antigenos. Ambas fracciones de suero se

rotularon con la identificacién del animal y dia de sangrado, las muestras se

almacenaron a -200C hasta su uso.

5.7 Digestion enzimatica de! misculo esquelético

A las diez semanas post-infeccion las ratas se eutanizaron con cloroformo y
se disectaron:; las visceras, la piel, la cabeza y la cola se cremaron. Para
determinar la carga parasitaria de diferentes tejidos, 6rganos y estructuras, se
tomaron muestras de pesc variable de aproximadamente 1g de corazén,
diafragma, lengua, pierna, parrilla intercostal e intestino delgado, asi como, el
resto de |a carne de cada rata . Las muestras individualizadas de esta manera, se
lavaron exhaustivamente con agua corriente para eliminar al maximo los residuos
de sangre y pelo. También de forma individual, todas las muestras se

fragmentaron en porciones de aproximadamente 0.3 cm’ para su digestion.
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Se prepard una solucion digestora constituida de pepsina y HCl ambos al

1%, en la cual se depositd la carne. La digestion enzimatica se llevd a cabo a

379C con agitacion continua durante tres horas. La suspension se vertié en copas
de sedimentacion y se dejé en reposo una hora a temperatura ambiente, 'as larvas
1 se recuperaron de! sedimento; luego, se lavaron con una solucion
amortiguadora de fosfatos 0.01 M con NaCl 0.015 M pH 7.20 (PBS), el
sohrenadante de lavado se elimind mediante centrifugacion a 5,000 xg durante
dos minutos. Para eliminar los residuos de tejido, las larvas se sometieron a un
gradiente de dexirosa al 80, 40 y 20%; dejandose en reposo durante 1 h a
temperatura ambiente, las larvas se recuperaron de la interface 20-40% y el
exceso de dextrosa se eliming, lavandolas como se describié anteriormente,
(Knapen ef af., 1980).

Para determinar el niimero de larvas recuperadas, se considerd un volumen
de 10 mL con PBS; de ésta solucion se tomé 100 pl y se llevaron a 1.0 mL; de
esta nueva suspension se tomaron 3 fracciones de 10 ul para contar el numero de
larvas en un microscopio estereascopico invertido con el objetivo de 20x y obtener
un namero promedio de larvas. Con este nimero promedio de larvas, se calculd ef

numero de larvas que se encuentran en tos 10 ml. iniciales.
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5.8. Deteccién de anticuerpos por el ELISA

£l metodo empleado para detectar la presencia de anticuerpos se realiz6 de
acuerdo al descrito por Alcantara et al {1989) para el inmunodiagnodstico de
triquineiosis hul;nana con modificaciones para analizar sueros de ratas, Se
utilizaron placas de poliestireno para microtitulacion (Costar; Cambridge MA.
EE.UU.). Las placas se lavaron tres veces durante cinco minutos en cada ocasion
con agua destilada; luego, el agua se vertié en una tarja y el excedente se secd
con una gasa. Las placas se sensibilizaron con 100 ul/pozo de una solucion del
EC de la larva infectiva de T. spiralis a una concentracion de 5 pg/mb. en
carbonatos 0.1 M pH 9.6 {Alcantara et al., 1993). La placa se incubd durante toda

una noche a 4°G.

Al dia siguiente el contenido de la placa se virtio en una tarja y se lavo tres
veces durante 5 minutos en cada ocasién con 200 pL de wuna solucion
amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH 7.20 con tween 20 (Sigma) al 0.5% (PBS-
Tween). Después de cada incubacion se repitié este procedimiento.

Las placas se bloquearon con 200 plL/pozo de una solucion de albdmina

sérica bovina (Sigma) al 1% en PBS-Tween y se incubo a 37°C durante 30

miinutos.

Las muestras de los sueros se diluyeron 1:2,000 en PBS-Tween y se
colocaron 100 pl/pozo de esta solucion; se incub6 a 37°C durante dos horas.

Posteriormente, se lavo con PBS-Tween v, a cada pozo se incubd con 100 pb. de
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una solucion de anticuerpos de chivo contra IgG de rata marcados con peroxidasa
(Sigma), diluidos 1:1,000 en PBS-Tween,; se incubd a 37°C durante dos horas.

La reaccién se puso en evidencia con 100 pl/pozo de una solucion de
sustrato preparada con una solucion amortiguadora de citratos al 0.1 M pH 5.0,
H2C; al 1.2% y o-fenilendiamina, 5.0 mg (Sigma) y se dejd incubar a temperatura
ambiente en obscuridad durante 10 minutos. La reaccion se detuvo con 100 plL
/pozo de una solucion 1 N de H»SO,. La lectura se realizé en un lector para

microplacas (Bio-Rad} a 490 nm (Alcantara et al., 1989).

5.9. Deteccion de antigenos en suero,

Para detectar antigenemia durante el curso de la parasitosis, las muestras
de suero de las ratas, s& sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida a!
10% en condiciénes reductoras de acuerdo a la técnica descrita por Wiegger, et
al.,(1991), Cada una de las muestras de sueroc se tomd un volumen equivalente a
60 ng de proteina sérica, adicionandole a cada suero un volumen igual de una
solucion digestora para obtener una solucion 1:2; después se sometieron a
ebuilicion durante cinco minutos a bafio maria. La solucién digestora se prepar6
con 1 mL de dodecil sulfato de sodic (SDS) al 10%, 7.4 mg de Acido
etilendinitrilotetracético, 1 mL de glicerina, 250 mL de una solucién de tris

hidroximetil aminometano hidroclorhidrico (tris-HCl) 2 M pH 6.8, 5 miligramos de
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azul de bromofgnol y agua destilada para completar 10 mL. Cada mililitro de la
solucion digestora se mezcld con 100 pL de B-mercaptoetancl (Bio Rad).

La electroforesis se llevd a cabo con un sistema discontinuo de geles: uno
inferior donde se separaron las proteinas y otro concentrador. En los cuadros 4 y 5
se enlistan las soluciones que se emplearon para preparar cada gel.

Cuadro 3. Volimenes y soluciones para preparar el gel separador y concentrador

de poliacrilamida (Wiegger ef af., 1991).

GEL SEPARADOR

solugion volumen (mL)
acrilamida 30%-n,n"-metileno-bis-acrilamida 0.8% 11.00
tris hidroximetit aminometano 2 M pH 8.8 6.00
SDS al 10% 0.30
agua destilada 11.75
persulfato de amonio {10 mg/mL) 0.50
n,n,n'n'-tretametilendiamina 0.030
GEL CONCENTRADOR

Solucion

acrilamida 30% - bis 0.8% 3.50
tris hidroximetil aminometanc hidroclorhidrico 2M pH 6.8 0.65
SDS al 10% 0.10
agua destilada 11.50
persulfato de armonio (10 mg/mL) 0.20
n,n,n'n'-tretametilendiamina 0.010
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Diez mililitros de la mezcla para preparar el gel separador se virtieron entre
dos cristales de 7.3 x 10.2 cm usando separadores de 1.5 mm de espesor,
evitando la formacion de burbujas. Después de que el gel polimerizé, el exceso de
solucién no polimerizada se eliminé con papel fitro y se colocd un peine de
plastico de 15 carriles. Posteriormente, la mezcla preparada del ge! concentrador
se colocod sobre el peine procurando evitar la formacién de burbujas. Después de
la polimerizacion se quitd el peine y se elimind el exceso de solucidn no
polimetizada, dejando secos los carriles para colocar las muestras, las cuales se
distribuyeron de la siguiente manera: el primere para el marcador de pesos
molecutares pretefiidos (Bio-Rad), los tres Gltimos carriles fueron para los testigos:
positivo, negativo y de antigeno; el testige positivo del ensayo se preparo de ia
siguiente maneré: 80 ng de suero de rata normal mas 60 ug de antigeno EC de
Trichinella spiralis; el testigo negativo se preparé con 80 pg de suero de rata
normal; el (itimo carril se utilizd para el antigeno de EC, empleando 60 ug de éste;
el resto de los carriles se utilizaron para colocar las muestras de la cinética de los
sireros de ratas infectadas experimentalmente.

l.a electroforesis se efectud en refrigeracién en una camara para
electroforesis Mini-Protean |l (Bio-Rad), en presencia de una solucion de corrida
{tris hidroximetil aminometano, 3.6 ¢; glicina, 27.6 g; SDS 10%, 12 mL; agua
destilada, 1,500 mL), aplicando una carriente de 150 vaolts durante dos horas.

Después de la electroforesis, la transferencia se llevé a cabo de acuerdo
con el método descrito por Towbin ef al. (1979). El gel se colocd en un recipiente

coen el amortiguador de transferencia (tris hidroximetii aminometano, 3.08 g;
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glicina, 14.48 g; metanol, 200 mL; agua destilada, 800 mL) durante 15 minutos. En
el mismo recipiente se colocd el papel de nitroceiulosa (NC) de 0.45 mm de poro
(Schleicher and Schuell; Keene, NH, EE.UU.) y aditamentos de |la camara de
transferencia (Sigma). La transferencia se llevé a cabo con una corriente de 400
mA, durante 70 min. a 4°C.

Después de la transferencia, la membrana se tiid con rojo de Ponceau
(Sigma) al 0.2% en acido tricloroacético 0.3% (Merck; México) para observar si la
transferencia de {as proteinas fue adecuada; se lavd con agua destilada para
eliminar el cbiorante y se blogqued con leche descremada (Sveltes-Nestle; México)
al 5% en PBS-Tween por toda una noche a 4°C. Al dia siguiente ia membrana se
dejo en agitacion continua durante 30 minufos, luego se lavo tres veces con
PBS-Tween y dos veces con PBS durante cinco minutos en cada ocasién,
repitiendo esta operacion después de cada paso. A continuacion se colocé suero
de conejo hiperinmune contra un extracto soluble de la larva de Trichinelfa,
previamente dilvide 1. 1,000 en PBS-Tween; se incubo durante dos horas a
temperatura ambiente y en agitacién continua. Luego se adicionaron anticuerpos
de chivo contra IgG de conejo marcados con peroxidasa (Sigma) diluidos en PBS-
Tween 1:1,000 durante dos horas a temperatura ambiente y en agitacion continua.
La reaccién se revelo utilizando una solucién de susfrato que contenia 10 mL

metanol al 30%, 5 mg de 4-cloro-1-naftol y 5 mL de M,0, al 30% y 50 mL de PBS

1x, La reaccidn se detuvo con agua destilada.
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Los resultados fueron analizados por el método estadistico de t-student.
para poder determinar sl existe diferencia de los resultados entre hembras y

machaos; con una p<0.05.
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6 RESULTADOS

6.1. Determinacion de antigenos circulantes

Para determinar la sensibilidad del IET para detectar antigenos en suero, se
mezclaron diferentes concentraciones del EC con sueros hiperinmunes de ratas
contra T. spiralis y las mezclas se analizaron por IET. En la figura 4 se observa
que la minima cantidad de antigeno que se puede detectar es de 1 pg/carril.

La reaccion en el sistema de captura de antigeno guedd puesta en
evidencia por los testigos positivo, negativo y de antigeno, como se observa en las
figuras 5 a la 7..Las bandas correspondientes a los pesos moleculares de 38, 44,
45, 66, 68, 70, 77 y 104 kDa, son las bandas que aparecen tanto en el testigo
positivo como en el de antigeno. Sin embargo, en la cinética, de las muestras de
sueros de las ratas infectadas, no se logré detectar antigenos en ninguna de ellas.
En la figura 6, M-4, se puede observar que las muestras de suero de una rata
macho presentan un par de bandas de 43 y 45 kDa, desde el inicio de la pre-

infeccidn, lo cual podria ser indicativo de bandas inespecificas.
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Figura 4. Determinacion de antigenos de la larva infectiva por IET. Se muastra
la curva de calibracion. Se disolvieron diferentes cantidades de antigeno (1 a 150
1ig) en un suero de rata hiperinmune contra la larva L. El testigo negativo (T-) fue
un suero de rata normal; y otro testigo con tinicamente antigeno (EC). La reaccion

se reveld con anticuerpos policlonales de conejo anti-EC.
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Figura 5. Determinacion de antigenos de la farva infectiva Ly de Trichinella spiralis
en sueros de -ratas hembras (H). En cada panel se muestra la cinética de captura de
antigenos de la larva L1 de T. spiralis, en sueros de ratas infectadas experimentalmente
con el nematodo. Mediante la técnica de IET se analizaron cada uno de los sueros
obtenidos en los diferentes dlas post-infeccion (dpi) mostrados en cada carril de cada
una de las ratas. A la izquierda se muestra el marcador de pesos moleculares en kDa y
a la derecha tres carriles que contienen el testigo positivo (T+) €l cual contiene suero de
rata normal adicionado con antigeno, el testigo negativo (T-) el cual contiene Gnicamente

suera de rata normal y el Ag: antigeno colocada directamente en el carril,
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Figura 6. Determinacién de antigenos de la larva infectiva Ly de Trichinella spiralis
en sueros de ratas machos (M). En cada panel se muestra la cinética de captura de
antigenos de la larva L1 de T. spiralis, en sueros de ratas infectadas experimentalmente
cor el nematodo. Mediante la técnica de IET se analizaron cada uno de los sueros
obtenidos en los diferentes dias post-infeccion (dpi) mostrados en cada carril de cada
una de las ratas. A la izquierda se muestra el marcador de pesos moleculares en kDa y
a la derecha tres carriles que contienen el testigo positivo (T+) el cual contiene suero de
rata normal adicionado con antigeno, el testigo negativo (T-) el cual contiene Gnicamente

suero de rata normal y el Ag: antigeno colocado directamente en el carril.
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Figura 7. Determinacién de antigenos de la larva infectiva L, de Trichinella
spiralis en ratas no infectadas. En cada panel estan fas muestras de una rata
macho y una hembra (M-A y H-A respectivamente) A la izquierda se muestra el
marcador de pesos moleculares en kDa y a la derecha tres carrites que contienen
los testigos. T+ representa al testigo positivo el cual contiene suerc de rata normal
mas antigeno de EC; el T- representa al testigo negativo el cual contiene
anicamente suero de rata normal y Ag, que es en el carril en el cual contiene

antigeno de EC.,
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6.2 Cinética de la aparicién de anticuerpos

Se realizd una cinética para detectar {a aparicion de anticuerpos contra la
larva muscular mediante (ELISA), empleando como antigeno EC. Se observo que
la respuesta humoral se detecta desde los cinco dias post-infeccion en el 50% de
los machos, y en el 67% de las hembras. A los 10 dias post-infeccion se
delectaron anticuerpos en todos los animales infectados experimentalmente.

En la figura & se observa que todas las ratas infectadas, tanto hembras
como machos, mantienen constantes los valores de absorbancia desde los 15
dias post-infeccion, aunque se detecté una diferencia de aproximadamente 0.50
unidades de absorbancia entre hembras y machos, a cual se mantuvo constante.
En promedio, el intervalo maximo de absorbancia en hembras fue entre los dias
20 y 25, mientras gue en los machos fue entre los dias 25 y 30. Tomande como
referencia el dia 25 post-infeccion en ambos géneros, no se observaron
diferencias significativas en fa absorbancia con respecto al género (p>0.05).

Una rata macho (M-4) presentd una respuesta inmediata (figura 8 panel B),

ya que desde el. primer dia se detecté un aumento en los niveles de absorbancia.

Esta misma rata presenté antigenos por IET.
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Figura 8. Cinética de aparicién de anticuerpos contra la larva muscular de Trichinella
spiralis por ELISA, En la gréfica se presentan los valores de absorbancia obtenidos de ias
muestras de suero de ratas infectadas con 5000 L4 en funcion de los dias de infeccion. En
los paneles A y B se muestran a las ratas infectadas y en el panel C a las ratas no
infectadas. Las letras H y M representan a las hembras y a los machos, respectivamente.
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6.3. Determinacion de la carga parasitaria

En la figura 9 y 10 se muestra {a densidad de larvas medida en animales
infectados experimentaimente, de acuerdo al drgano o tejido analizado. La pierna
fue el musculo del cual se recuperd la mayor densidad de larvas, tanto en
hembras como en machos con 3,086 y 3,143 L4/g respectivamente; seguido del
diafragma y parrilla intercostal con 2,135 y 858 L4/g respectivamente en hembras
1,254 y 1005 L4/g en machos. Los musculos en los cuales se encontraron menor
cantidad de larvas fueron la lengua y el corazén, en hembras correspondié a 395 y
16 Ly/g y en machos del 445 y 9 L4/g respectivamente. No se recuperaron larvas
del intestino defgado de las hembras ni de los machos.

Los tejidés que no presentaron diferencia significativa con respecto al
género, fueron el musculo de la parrilla intercostal y la lengua; y ios tejidos que si
presentaron diferencia significativa (p<0.05) con respecto al género fueron el
diafragma y la piema. Debido a que los datos del corazén quedaron muy
dispersos, tanto en hembras como en machos no se pudo determinar si existia
alguna diferencia estadistica con respecto al género. Cabe hacer notar, que los
tejidos musculares donde se presento diferencia significativa, se encontré una
mayor densidad en las hembras.

Enla figu.ra 10 se muestra la densidad de larvas infectivas recuperadas de
manera global. No hubo diferencia significativa entre hembras y machos (p>0.05).
Sin embargo con excepcion de un caso (hembra No. 6), los machos tuvieron una

carga parasitaria mas alta que las hembras.
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49



8000

8000

200G

numero de larvas por gramo
4000

0

el o

muestras de rata
mMACHOS C[1HEMBRAS]

Figura 10. Densidad de larvas |4 recuperadas en el resto del musculo de cada una
de las ratas. Los numeros del 1 al 6 representan el par de ratas M-1y H-1 al M-6 y

H-6.

50



7 DISCUSION

La variedad de signos y sintomas que se presentan pueden dificultar el
diagndstico clinico de la triquinelosis. La carga parasitaria que alberga el
hospedero induce desde una enfermedad subclinica, hasta una enfermedad grave
en cualquiera de las dos fases de la infeccion: la entérica y la parenteral, lo que
provoca sindromes y sintomas muy distintos entre si. Por estas razones, el
diagnéstico clinico, o simplemente la sospecha clinica de triquinelosis, debe ser
confirmada por otros métodos. Por esto se han implementado diferentes
procedimientos de diagnostico, tanto parasitolégico como seroldgico. Los primeros
incluyen la triquinoscopia y la digestion enzimatica, que muestran de manera
directa al parasito, pero ambos tienen muy baja sensibilidad diagnéstica; mientras
que [os segundos son ensayos que detectan anticuerpos especificos. Sin
embargo, la positividad de las muestras no indican si la parasitosis se encuentra
en una etapa activa o es el reflejo del contacto con el hospedero tuve con el
helminto. Por consiguiente, y con base en el tiempo prolongado en el que el
parasito esta en contacto directo con el tejido del hospedero, es razonable pensar
gue los antigenos del nemétodo puedan encontrarse en la circulacion sanguinea y
que esto indicarfa su presencia de una manera directa, o que haria que este tipo
de diagnastico seroldgico fuera mas confiable que la deteccion de anticuerpos.

En el presente trabajo se fraté de identificar la presencia de antigenos
circulantes para establecer una técnica alternativa en el diagnostico definitivo, asi

como determinar cuales antigenos se podrian identificar en el suero, ademas de
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determinar el tiempo en el que se pueden detectar después de iniciada la infeccién
y si los antigenos detectados permanecen o cambian durante el curso de la
infeccion,

En la determinacion de antigenos circulantes se han establecido diferentes
técnicas inmunoenzimaticas. Se ha observado que la sensibilidad diagnostica de
los ensayos varia entre 25 y 56%. (Arriaga ef al., 1995; De Ila Rosa ef af., 1997;
lvanoska ef al., 1989). Tal es el estudio desarrollado por Arriaga y colaboradores
(1995} en el qﬁe se empled el ELISA, utilizando como elementos de captura
anticuerpos de conejo contra componentes de superficie/esticosoma de la Ly y
anticuerpos monoclonales contra antigenos TsL-1 para poner en evidencia la
reaccion antigeno-anticuerpo. Se detectd antigenemia en el 54% de porcinos
infoctados experimentalmente entre la tercera y cuarta semana después de la
infeccion. La posibilidad de que los antigenos en el suero de las ratas
experimentalmente infectadas que se estudian en este trabajo se encuentren
formando complejos inmunes, es Ia razdn por la que se decidié utilizar la IET como
elemento de analisis. De hecho el procesamiento de la muestra antes de la
electroforesis, favorece la disociacién de los complejos inmunes. Por lo que se
sugiere que las condiciones experimentales usadas no fueron ideales, ya que la
IET sblo fue capaz de detectar 1 pg de antigeno, mientras gue otras tecnicas
como el Dot-blot, detectan desde 3 ng (Tadeusz et al., 1994). Los autores
manifiestan que se puede detectar antigeno en muestras de suero de ratas

infectadas experimentalmente a partir del cuarto dia post-infeccion; sin embargo,
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en muestras de la infeccion natural en seres humanos, solamente se detecto
antigeno circulante en el 45% de los casos.

Ademas de estos ensayos, se han utilizado otras técnicas para determinar
antigenemia, como le inmuncensayo estimulado por quimioluminiscecia (ECIA), el
ensayo inmunoenzimatico de fluorescencia (ELFA) y el fluoroinmunoensayo de
disociacion estimulada por lantano (DELFIA). Datos preliminares utilizando
DELFIA en suero de ratones infectados experimentaimente, indican que la técnica
detecta entre 1 y 1000 ng/mL de antigeno a los 7 dias post-infeccion (Ko, 1995).
Estas observaciones podrian indicar que los antigenos se encuentran en
concentraciones muy bajas en el suero, por lo que no pueden ser detectados por
otras técnicas actualmente disponibles como en nuestro caso el IET.

Sin embargo, la deteccion de antigenos circulantes de la larva no deberia
presentar ningln problema, debido a que la celula nodriz» se encuentra rodeada
de un plexo de vénulas, lo que permitiria el paso de sustancias del exterior hacia
el interior de la célula nodriza y en sentido contrario (Baruch y Despommier,
1991). Aunque existe la posibilidad que los antigenos liberados no lleguen a la
circulaciéon, debido a que son necesarios para mantener la funcionalidad de la
célula nodriza (Despommier, 1990; Ko, et af 1995).

En el presente trabajo, se analizé una cinética de aparicion de anticuerpos
en el suero de ratas infectadas experimentalmente, con el objetivo de relacionarlo
con la cinética de captura de antigenos, asi como, determinar si existe una
relacién entre la densidad de larvas encontradas en el tejido muscular y la

absorbancia obtenida en el ELISA para la deteccidon de anticuerpos, y ademas
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determinar si existen diferencias en la intensidad de las absorbancias entre
hembras y machos.

Se logré detectar anticuerpos de la clase 1gG, contra antigeno EC de T.
spirafis, a partir de la segunda semana post-infeccion, y ambos géneros
presentaron la misma respuesta, pudiéndose observar que no existen diferencias
enire hembras y machos. Estos resultados concuerdan con los reportados
previamente (Alizadeh, 1982; Martin ef al., 1992; Ivanoska, ef al., 1989}. En el ciclo
de vida de Trichinelfa, el tiempo de la aparicién de anticuerpos contra antigenos
sormaticos de la larva Ly corresponde al establecimiento de las hembras gravidas
en la mucosa intestinal y a la liberacion de las LRN, lo que indica gue esos
antigenos son procesados por los elementos participantes de ia respuesta inmune.

Los anticuerpos posiblemente estan dirigidos contra los antigenos de
superficie de ia l.arva L,, descritos previamente por varics autores (Appleton, et al.,
1991: Denkers, ef al, 1990; MclLaren, et al., 1987, Ortega-Pierres, et al., 1984,
Parkhouse, ef al., 1981). No obstante que el antigeno utflizado es un extracto total,
existe Ja posibilidad que también reconozca el sistema inmune de la rata
astructuras internas de la larva L,, presentandose la positividad a la segunda
semana de infeccion {Takahashi ef al., 1990a; 1980b).

No obstante que la rata M-4 (véase las figuras 6 y 8) presentd un antigeno
de aproximadamente 40 kDa, es posible que sea inespeclfico debido a una
reaccidn cruzada, identificada ya sea por el antigeno utilizado para revelar el IET o
por anticuerpos propios de la rata experimental, debido a que la rata presentd una

respuesta desde un dia antes de la infeccion. Por lo anterior, podemos concluir
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que las bandas presentadas en el IET no corresponderian a los antigenos libres
de T. spirafis o del resultado de la ruptura de los complejos inmunes, en el suero
de la rata M-4.

En lo que respecta a la carga parasitaria, se pudo observar que la pierna es
el lefido muscular por el que larva infectiva de T. spirafis tiene mayor predileccion,
mientras que en el misculo liso, (el intestino delgade), no se enconiraron larvas
comprobando que Trichineffa no tiene predileccion por este tipo de tejidos para
establecerse y el intestino delgado udnicamente es utilizade durante la
reproduccion. Del corazén, que no es un érgano del midsculo estriado, fue posible
aislar larvas L, lo cual podria explicar que algunos pacientes con friquinelosis
tengan problemas cardiacos (Stevens, ef al., 1993).

La distribucion de las larvas en los diversos tejidos musculares de la rata,
difiere de lo expuesto por otros autores quienes han registrado que en otros
animales como el caballo, los musculos con mayor densidad parasitaria son la
lengua y el diafragma, mientras que en el zorro, el diafragma y en algunos los
maseteros, son los masculos con mayor carga parasitaria. Por lo tanto,
dependiendo de la especie que se infecte sera el tejido muscular donde se
encuentre una mayor densidad de farvas {Nockel y Vorgt, 1996, lonescu, 1996;
Kapel, et al., 1996).

De todos los tejidos analizados, solamente dos presentaron mayor
susceptibilidad con respecto al género, la lengua y los musculos intercostales. Sin
embargo, con los resultados expuestos no se puede determinar que exista

susceptibilidad de género debido a que los demas tejidos no presentaron ninguna
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diferencia. Se puede concluir que no existe diferencia entre hembras y machos.
Estos resultadoé concuerdan con 'Ios ohservados en otros estudios en los cuales
se infectaron zorros de manera experimental y no se encontré diferencia de carga
parasitaria entre hembras y machos (Nockel y Vorgt, 1996). Sin embargo, los
estudios de Martinez-Marafion realizados en cadaveres humanos en 1974,
mastraron una mayor prevalencia de larvas infectivas en los cadaveres femeninos
que en los masculinos lo gue sugirié gue el género femenino era mas susceptible
que el hombre. También se ha cbservado mayor prevalencia de anticuerpos en las
mujeres (De la Rosa, et al,, 1998). Sin embargo, existe la posibilidad que las
mujeres se infecten al probar los alimentos, en el momento de prepararlos;
principalmente en las comunidades rurales donde la mujer es Ja encargada de
prepararlos (Quiroz v Landeros, 1988).

Finalmente, se pudo chservar que la carga parasitaria encontrada en el
tejido muscular de las ratas es independiente a la produccion de anticuerpos, esto
es, que las ratas de las cuales se recuperaron mas larvas, dieron una respuesta
inmunologica similar a las ratas de las que se obtuvieron menos larvas. Cabe
resaltar que la rata H-5 fue la que se obtuvo mayor cantidad de larvas que las
demas, lo que sugiere que es importante la susceptibilidad individual de cada
animal para albergar una mayor o menar nimero de larvas y esto no influye en la
produccion de anticuerpos.

lL.a captura de antigenos circulantes de 7. spiralis es primordial para la
confirmacion de una parasitosis activa en el diagnostico, asi como, para evaluar

tratamiento vy en estudios epidemicldgicos, definir areas con riesgo parasitario por
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lo que deberan desarrollarse métodos mas sensibles que puedan detectar
cantidades pequefias de estas moléculas para lograr este fin.

Por otro lado, estudiar con méas profundidad la funcion bioguimica de las
moléculas secretadas por la larva L, de T. spiralis, en la relacion hospedero-
parasito que se presenta con la célula nodriza como una forma de sobrevivencia
del parasito. También es necesario abundar los estudios para determinar la
susceptibilidad por género ya que en el modelo experimental utilizado no se
presentd susceptibilidad por género; por lo que serd necesatio realizar 1os mismos
experimentos pero con un mayor nimero de animales Ios cuales deberan ser de la
misma edad, asf como, en diferentes modeios de animales de experimentacion
para peder concluir si existe susceptibilidad por género; ya que, en el humano no
se sabe si la susceptibilidad, reportada, es debida a condiciones hiolégicas o por
costumbres sociales Asl como, determinar si la preferencia para invadir tejidos u
organos musculares esta dada en funcion a una distribucion al azar o a la
actividad bioquirnica del musculo invadido, dependiendo de la especie del

hospedador infectado.
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8 CONCLUCIONES

Bajo nuestras condiciones experimentales, con el |ET, no se pudo
demostrar la presencia de antigenos circulantes en los sueros de las ratas
infectadas experimentaimente.

A partir de la segunda semana post-infeccion se detectaron anticuerpos
especificos contra el antigeno EC de T spiralis.

De los diferentes musculos analizados, e musculo que presentd mayor
carga parasitaria fue la pierna, tanto en hembras como en machos.

No se encontro diferencia entre géneros con respecto a la carga parasitaria.
No se mostrd diferencia entre la carga parasitaria recuperada y la produccién de

anticuerpos.
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