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1. RESUMEN

La trichinellosis es una enfermedad parasitaria zoonética y cosmopolita que afecta a
mamiferos, entre ellos el hombre. La infestacién se debe al consumo de carne
deficientemente cocida, proveniente del cerdo en nuestro pais. Diversos estudios
avalan la eficiencia de la administracién de inmunoterapia por via sublingual, pero
aun no se ha demostrado la acci6n sobre la respuesta inmunitaria. Se ha caracterizado
un antigeno inmunodominante la proteina de 45 KDa. En este trabajo se plantea
como objetivo comparar el efecto protector del inmunégeno de 45 kDa de
Trichinella spiralis (T. spiralis) administrado por via sublingual y via tradicional
(parenteral) en murinos infectados con 7. spiralis. Dentro de los materiales y
métodos se utilizaron 36 murinos (hembras de la cepa Long Evans), 6 para la
infeccién y purificacién del antigeno de 45kDa, 30 para formar los grupos de trabajo,
control sano (6 murinos), control infectado (6 murinos), y 24 para los grupos
experimentales, se inmunizaron 2 grupos con 4 dosis (0, 7, 14 y 21 dias) del
inmunégeno de 45 KDa de T. spiralis, uno por via sublingual y otro por via
parenteral y se retaron con 500 larvas infectantes (LI) de 7. spiralis 7 dias después de
la ultima inmunizacién y dos grupos més se infectaron con 500 LI y se inmunizaron
a las 4 semanas postinfeccion por ambas vias. La respuesta se evalud por: técnicas
directas: compresién de tejido para observar las caracteristicas morfologicas de la
célula nodriza, digestion artificial para cuantificar la carga parasitaria .y tincién de
azul tripano para viabilidad de LI de T. spiralis, y caracteristicas histolégicas por
medio de la técnica de tincion con Hematoxila-Eosina y técnicas indirectas como
Intradermorreaccion (IDR), Dot-Elisa, Microinmunodifusiéon doble (MIDD),
Inmunoelectrotransferencia (IET) e Inmunofluorescencia (IFI) para determinar la
respuesta humoral con anticuerpos de clase IgG, IgM e IgA, se concluyo que el
antigeno de 45kDa de T. spiralis es una alternativa para la prevencion, control y
tratamiento ya que en cada unos de los grupos experimentales disminuyo la carga
parasitaria, siendo la via sublingual la més efectiva con una disminucion del 50% de
la carga, ademas se logro activar la respuesta inmunoldgica por via humoral desde la
tercera inmunizacion por ambas vias, el analisis estadistico arrojo que el estudio
presenta un P value < 0.05 mostrando que es estadisticamente significativo, con un

nivel de confianza del 95%.



1.1 ABSTRACT

The trichinellosis is a cosmopolitan zoonotic parasitic disease that affects mammals,
including man. The infestation is due to consumption of poorly cooked meat from
the pig in our country. Several studies support the effectiveness of the administration
of sublingual immunotherapy, but has not yet demonstrated the action on the immune
response. We have characterized an immunodominant protein antigen 45 KDa. This
paper therefore seeks to compare the protective effect of 45 kDa immunogen of
Trichinella spiralis and sublingually administered parenterally infected with T.
spiralis in murine. Within 42 murine materials and methods (female Long Evans
strain) is used, 6 are used for infection and 45kDa antigen purification, 30 to form
working groups, healthy (6 murine) Control, infected (6 murine), and 24 for the
experimental group, 2 groups with 4 doses (0, 7, 14 and 21 days) of the 45kDa
immunogen of Trichinella spiralis, a sublingual and another will be immunized
parenterally and challenge you with 500 infective larvae (LI) of Trichinella spiralis 7
days after the last immunization and two more groups will be infected with LI 500
and immunized at 4 weeks post-infection by both routes. The response was evaluated
by compression of tissue to observe the morphological characteristics of the mother
cell, artificial digestion and trypan blue staining to quantify the parasitic load and the
viability of 7. spiralis LI, and histologic characteristics by technique Hematoxila-
eosin staining and indirect techniques such as intradermal (IDR), Dot-ELISA, double
Microinmunodifusion (MIDD), Immunoelectrotrasference (IET) and
immunofluorescence (IFI) to determine the humoral antibody response of IgG, IgM
and IgA, it was concluded that the 45 kDa antigen of T. spiralis is an alternative for
the prevention, control and treatment as in each of the experimental groups decreased
parasite burden, being the most effective sublingual with a 50 % charge in addition
he managed to activate the immune response via humoral from the third
immunization by both routes, statistical analysis showed that the study has a P value

<0.05 showing that it is statistically significant, with a confidence level of 95% .



2. INTRODUCCION

La trichinellosis es una enfermedad parasitaria zoonética que afecta a mamiferos
silvestres y domésticos, se trasmite de modo accidental al hombre por ingestion de
came o productos céarnicos insuficientemente cocidos, procedentes de animales
infectados (llic et al., 2012; Gu et al., 2013; Bruschi y Dupouy-Camet, 2014; Chu et
al., 2014; Cui et al,, 2014; llic et al, 2014; Wang et al., 2014; Wei et al., 2015;
Zhang et -al., 2016), Trichinella puede infectar a mas de 150 tipos de animales,

incluyendo seres humanos, cerdos, roedores y caninos (Yang et al., 2014).

Es una enfermedad que no sélo afecta la salud publica al afectar a pacientes
humanos, si no también representa un problema econdmico en la produccidon animal
porcina y la seguridad alimentaria (Cui ef al., 2014; Gao et al., 2014; Lia et al., 2014;
Wang et al., 2014). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la clasifica como
una de las principales enfermedades parasitarias de transmisién alimentaria de mayor

impacto mundial (FAO/WHO, 2014).

Debido a la importancia zoonoética, los principales esfuerzos en muchos paises se ha
centrado en el control y eliminacién del parasito en la cadena alimentaria (Gajadhar
et al., 2009; Molina et al., 2012). Es importante mencionar la dificultad y baja
incidencia de deteccion de la enfermedad, el ineficiente control sanitario en la canal
del cerdo contaminado y la practica frecuente de matanza clandestina en animales de

traspatio.

Trichinella spiralis (T. spiralis) se encuentra entre los patdgenos con mayor
complejidad antigénica, esta enfermedad tiene problemas al diagnostico en los
humanos y animales, pero la técnica de Western Blot (WB) detecta el patrén
caracteristico del triplete inmunodominante de la enfermedad de 43, 45 y 48kDa
caracteristico de la enfermedad (Maldonado et al, 2007; Salinas et al, 2007),
mientras otros autores manejan que el triplete caracteristico es 45, 49 y 53kDa (Ilic et

al, 2014).



Las vacunas son la tecnologia sanitaria mas eficaz, junto con los programas de
inmunizacion, son intervenciones de mayor rentabilidad en salud publica, se logran

mayores beneficios (Solorzano et al., 2004).

El predominio global de la enfermedad es dificil de evaluar se calcula que 11
millones de personas pueden ser infectados (Wei et al,, 2011; Lia et al., 2014; Yang
etal., 2015), mientras que Ilic ef al., en el 2014 estiman que el nimero de casos en el
mundo es de 2,500 personas por afio. Los estudios en México sugieren que la
parasitosis se distribuye en la zona centro del pais, sin embargo la situacién actual de
la trichinellosis humana no refleja la verdadera situacién epidemioldgica de la
enfermedad parasitaria en México, permite mantener al parasito muy cerca de la
poblacién humana, en forma de infeccién de los cerdos de traspatio y otros animales
como el caballo, que eventualmente y sin control sanitario, puede usarse como carne

de consumo (Medina et al., 2006).

Los habitos alimenticios de la poblacion son inadecuados, ya que cuando un animal
muere disponen de su carne como alimento y abandonan los restos sobre la superficie
del suelo dejando que los perros, cerdos, consumidores de carrofia y otro tipo de

animales se alimenten de ello.

La importancia de este estudio se fundamenta en conocer nuevas alternativas para el
control y/o erradicacién de la enfermedad parasitaria causada por 7. spiralis, y como
ya se ha mencionado una de las mayores contribuciones para muchas enfermedades

son las vacunas, las cuales ayudan a proteger al organismo de patégenos.

En los ultimos afios, se han realizado muchos esfuerzos para desarrollar una vacuna
contra la enfermedad, incluyendo vacunas a base de extractos de larvas crudos,
productos de excrecion-secrecion (ES), ADN, o proteinas recombinantes, los cuales
han inducido inmunidad protectora parcial en modelos animales (Gu et al., 2013),

como ratones, ratas y cerdos.



3. DEFINICION DEL PROBLEMA Y
JUSTIFICACION

La patologia causada por la trichinellosis ha afectado la calidad de vida de los
humanos, pérdidas econémicas en la ganaderia (principalmente en la porcinocultura)
y afeccion en la vida silvestre de varias especies animales. Es una enfermedad

zoonotica, endémica y cosmopolita que sigue estando vigente.

A lo largo del tiempo se ha estudiado la biologia de T. spiralis, asi como el
comportamiento inmunolégico que presenta el hospedero, para buscar métodos de
control, erradicacién y tratamiento de la trichinellosis. El desconocimiento por parte
de los servicios de salud (diagnostico inadecuado al no realizar diagnostico
diferencial con otros trastornos gastrointestinales y el desconocimiento en la
sintomatologia de la enfermedad) ha propiciado que no se haya eliminado o existan
mecanismos de control estandarizados para la enfermedad. Ademas de la resistencia
por el manejo inadecuado de los tratamientos que cada vez es mayor a los diferentes
farmacos utilizados para el tratamiento, favoreciendo la permanencia de la

enfermedad.

La importancia del estudio radica en conocer una nueva alternativa para evitar que se
adquiera la enfermedad, asi como la disminucién de la afeccion por ésta, y mejoria

en la sintomatologia, todo esto evitando la toxicidad que presentan muchos farmacos.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Comparar el efecto protector del inmunégeno de 45kDa de Trichinella spiralis
administrado por via sublingual y via parenteral en murinos infectados con

Trichinella spiralis.

4.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la cinética de la respuesta inmune humoral en animales al
administrar el inmunégeno de 45 KDa via sublingual y retarlos con LI de T
spiralis, por medio de las técnicas de Dot ELISA, Western Blot,
Inmunofluorescencia, para determinar los anticuerpos de clase IgG, IgM e
IgA.

2. Determinar la cinética de la respuesta inmune en animales a los cuales se les
administré el inmunégeno de 45 kDa via parenteral y retarlos con LI de T.
spiralis, por medio de las técnicas de Dot ELISA, Western Blot,
Inmunofluorescencia, para determinar los anticuerpos de clase IgG, IgM e
IgA.

3. Comparar los dos esquemas de inmunizacién ante la infeccion por T. spiralis.

4. Comparar las modificaciones morfologicas y la viabilidad de la célula
nodriza en murinos tratados con el inmundgeno de 45 KDa por medio de
Compresion de Tejido y las modificaciones histologicas por Hematoxilina-
Eosina.

5. Evaluar el mecanismo inmunolégico de hipersensibilidad retardada por la
aplicacion del inmunodgeno de 45kDa de 7. spiralis por medio de la Triple
respuesta de Lewis.

6. Cuantificar la carga parasitaria y viabilidad de LI de 7. spiralis en control
infectado por 7. spiralis ¢ inmunizados por via sublingual y via parenteral
con el antigeno de 45 KDa, por digestion artificial y tincidn de azul tripano.

7. Verificar de la reproduccion del ciclo biologico de los diferentes grupos en

ratones BALB/c.



5. HIPOTESIS

La aplicacion con el inmunégeno de 45 kDa de Trichinella spiralis, via sublingual y
via parenteral confieren proteccion contra la infeccion por Trichinella spiralis a

modelo murino.



6. ANTECEDENTES

6.1 Generalidades

En los ultimos 30 afios, la humanidad ha observado la emergencia o reemergencia de
las enfermedades infecciosas. Los procesos que han conducido a la emergencia de
estas infecciones son diversos y complejos destacindose el deterioro del ambiente, el
cambio climatico, la evolucion y resistencia de los microorganismos a las drogas de
eleccion, el deterioro de los sistemas de salud, el incremento de los viajes y de las
migraciones y maxime las deficientes condiciones de vida y la pobreza. En el siglo
XXI, las enfermedades infecciosas continian afectando a la poblacién mundial e
incrementan la carga de enfermedad, discapacidad y muerte. Mas alld de la
enfermedad per se, los agentes infecciosos pueden desestabilizar las poblaciones, las

economias y los gobiernos (Guzman, 2012).

La prevencion y el control de todas estas enfermedades es fundamental para la salud
a escala individual, nacional, regional y global. En este contexto, el desarrollo de la
ciencia, y en particular de los nuevos conocimientos con relacion a la patogenia de
las infecciones, la relacion huésped-parasito, el desarrollo de drogas y vacunas, el
desarrollo de mejores sistemas de vigilancia y politicas de salud, la aplicaciéon de los
avances cientificos, la capacitacion del personal y el intercambio de informacién a
todos los niveles son fundamentales para la mejor prevencion y el enfrentamiento de
estas entidades. En este sentido, las sociedades cientificas desempefian un papel
fundamental, aunando especialistas muchas veces de diferentes disciplinas, pero con
un objetivo comun, el enfrentamiento de las enfermedades infecciosas y parasitarias,
asi como la facilitaciéon del intercambio cientifico y el desarrollo de la ciencia

(Guzman, 2012).

El nimero de enfermedades producida por helmintos excede al de la poblacién
humana; y de ésta, se estima que mas de 11 millones de individuos podrian estar
infectados por 7. spiralis en todo el mundo (Wei et al., 2011; Lia ef al., 2014; Yang
et al., 2015), los parasitos del género Trichinella son algunos de los patogenos
zoonoticos mas extendidos en el mundo (Tolnai er al., 2014), la modulacion de la
respuesta inmune por helmintos implica las proteinas excresion-secresion liberados
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por estos parasitos, incluyendo proteasas, inhibidores de proteasa, homologos de
alérgenos, las enzimas glucoliticas, lipidos y glicanos (Wang et al., 2014). T. spiralis
es el agente etiolégico de la mayoria de las infecciones humanas y muertes causadas

por trichinellosis a nivel mundial (Bien ef al., 2012).

La trichinellosis es una enfermedad endémica y zoonoética en todo el mundo (Mitreva
et al; 2011; Bien et al, 2012; Yera et al, 2013) y una de las mas importantes
trasmitidas por alimentos (Wei et al., 2011; Gu et al., 2013; Yang et al., 2015), una
enfermedad que no sélo es considerada como un problema de salud publica (Correa,
2006; Gottstein et al., 2009; Wang et al., 2014) sino que también representa un
problema econémico en la produccién animal porcina y la seguridad alimentaria (Gu
etal., 2013; Lia et al., 2014; Yang et al., 2015), por eso los principales esfuerzos en
muchos paises se ha centrado en el control y eliminacion de trichinella en la cadena
alimentaria (Gottstein, 2009). La trichinellosis a causa de su baja especificidad para
reproducirse y mantenerse en todos los ambientes, su amplio rango de infeccién ha
sido posible por la adaptacién y evolucion de distintas especies y genotipos dentro
del género (Steffan, 2006).

Se conocen tres ciclos epidemiologicos:

1. Silvestre. Se presenta en carnivoros que se alimentan de presas vivas o de
cadaveres de animales infectados, el hombre puede ser involucrado como
hospedero accidental.

2. Doméstico. Esta relacionado principalmente en la porcinocultura, su principal via
de transmision es por la ingestion de cerdo, ratas y animales salvajes.

3. Sinatrépoco. Que es una combinacién entre el silvestre y el doméstico, en él
intervienen gatos, perros, zorros, asi como algunos otros animales silvestres

(Martinez, 1998).

En Meéxico se sabe que la enfermedad tiene una frecuencia de hasta del 8.1% de la
poblacion en general (Correa, 2006). El neméatodo T. spiralis es la causa mas comin

de la trichinellosis humana (Mitreva et al., 2011).



6.2 Epidemiologia

Trichinella fue observada por primera vez en el afio 1828, en muisculos procedentes
de autopsias de cadaveres humanos en el hospital Guy de Londres en Peacok y por
Hilton en 1833 sin que llegaran a establecer la naturaleza del agente, el
descubrimiento se le atribuye a James Paget estudiante del primer afio de medicina
en el hospital San Bartolomé de Londres en 1835. El zodlogo britanico Richard
Owen en 1835, estudid porciones de musculo pertenecientes a Paget y descubri6 el

parasito al cual llamé Trichina spiralis (Ramirez, 1981; Lloyd, 2000).

La trichinellosis ha sido documentada en 55 paises y es considerada como una
enfermedad emergente/reemergente, en las ultimas décadas, muchos brotes de
triquinelosis humana han sido reportados (Figura 1) (Wei et al, 2011; Cui et al,
2014), la infeccion tiene una tasa de mortalidad del 0.2% (Lia ez al., 2014).

Herbst en Alemania en 1845 observoé la trichinella en el gato y fue el primero en
seflalar que un animal que come carne infectada desarrolla el parasito en los
musculos; logré infectar un tejon con carme de cerdo infectada y posteriormente
alimentd con la carne de tejon a tres perros jovenes, reproduciendo la enfermedad
(Ramirez, 1981). Leuckart en 1856 y Virchow en 1859 que en el nuevo huésped las
larvas de trichinella son liberadas de los quistes por la digestion, después de la
ingestion de carne contaminada y se desarrollan posteriormente en el intestino. En
1863, debido a los severos brotes en Alemania (Arriaga et al; 1995, Jansen et al;
2008). El género fue reclasificado con el nombre actual de 7. spiralis, por Raillet en

1985 debido a que el primero ya habia sido dado a otro organismos (Steffan, 2006).

En la Unién Europa las infecciones por Trichinella, se relacionan con el consumo de
animales importados y las practicas de consumo del hombre, las infecciones de los
ultimos afios en Francia e Italia ha sido por el consumo de carne de caballo (Lloyd,

2000).

En Estados Unidos menos de 100 casos ocurren al afio, esto de manera esporadica en
casos aislados por el consumo de animales salvajes y por la costumbre de algunas

personas de consumir carne mal cocida, en los ultimos 80 afios afect6 a cerca de 10 a
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15 millones de personas y su prevalencia es muy similar a Europa y Asia, al igual
que en Japon y China, donde de 1990 a 1999 se presentaron 5 412 casos, de los
cuales 24 murieron. Las infecciones por Trichinella en paises de Latinoamérica
principalmente Argentina, Chile, Uruguay, México y en las Islas Bahamas es
considerada endémica y evoluciona en brotes esporadicos, la existencia del parasito
se ha demostrado en estudios necropsicos con un porcentaje aproximado entre el 4 y
el 15%, la infeccién es rara en paises que han adoptado leyes que limitan la
alimentacién de desperdicios crudos en cerdos criados comercialmente (Chavez et

al., 2006).

En México, la infeccion por Trichinella fue descrita por primera vez en 1981 por
Zufiiga. Por otra parte, se ha reportado una incidencia de alrededor de 2.5% de la
poblacion general, por lo que es considerado un problema de salud publica (Latin
salud, 2001). Se reportaron casos esporadicos en pacientes con afiliacion al Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) entre 1976 y 1985, especialmente en algunos
estados como Zacatecas, Durango, Estado de México, Guanajuato y Distrito Federal
(Fig. 1), estos casos fueron ocasionados por la ingestion de carne de cerdo cruda o

mal cocida y salchichas (Carrada, 1992).

En el mundo Zacatecas

a) b) c)

Fig. 1. Distribucién Geogrifica de T. spiralis: en las tres imagenes se aprecia en color morado
obscuro la distribucion geografica del parasito, a) En el mundo, b) México y ¢) Zacatecas (Chéavez,
2012).

La trichinellosis es una enfermedad que constituye un problema de salud publica

(Valencia, 2003; Cui ef al., 2014; Wang ef al., 2014). Es una zoonosis cosmopolita,
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sobre todo en aquellos paises en vias de desarrollo, estrechamente relacionada a

hébitos culturales ya a la dieta (Valencia, 2003).

En la Tabla 1, se muestra la relaciéon de casos de trichinellosis reportados a nivel

mundial en el periodo de 1992 a 1997 en donde la fuente principal es el cerdo

(Venturiello et al., 2000; Wang et al., 2014), que concuerda con el reporte publicado

por ProMed-mail (Fig. 2), donde el 64% de los brotes de trichinellosis proviene del
cerdo, 16% de caballo y 12% de Jabali (Bruschi y Dupouy-Camet, 2014; Cui ef al.,

2014).

Tabla 1.

Relacién de casos de trichinellosis reportados a nivel mundial (Chavez,

2012).

1999 =3 Cerdo (embutidos)
Argentina 1995-1997 1274 3 Cerdo
Canada 1995 9 2 Animales salvajes
Chile 169 1 Cerdo
China 1992-1996 776 4 Oso salvaje, carnero y cerdo
China 2004-2009 | 1387 4
Eslovaquia 7 - Cerdo, animales salvajes
Espaiia 1995-1996 86 - Oso salvaje
Francia 24 - Oso salvaje y caballo
Italia 36 - Oso salvaje y cerdo
Letonia 142 - Oso salvaje y cerdo
Libano 1995 200 - Cerdo
Lituania 1995-1996 593 1 Cerdo y oso
México 1993-1995 282 - Cerdo
Polonia 1992-1997 | 5711 - Cerdo y oso
Rumania 1997 2027 - Cerdo
Rusia 1993-1997 | 3092 2 Cerdo (80%), perro y oso
Tailandia 104 1 Cerdo
USA 36 - Animales salvajes
Yugoslavia 1995-1996 | 11806 2 Cerdo
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Fig. 2. Fuente de brotes de trichinellosis informados en ProMed-mail (1993-2000)

6.3 Morfologia

Actualmente, el género consta de 12 especies distintas y/o genotipos (como se

muestra en la Tabla 2) (Lia ef al., 2014) que se clasifican ademas como encapsulado

o no encapsulados, de acuerdo a la formaciéon o no de una envoltura de colageno

alrededor de la célula de musculo infectado, ademéas que ya se cuenta con

informacion acerca de la distribucién geografica y del hospedador que afecta (Tabla
3) (Mitreva et. al. 2011, Brushi y Dupouy-Camet, 2014).

Nemathelmintos

Nematoda

Tabla 2.

Enpoplida

17 e

Trichinella

Clasificacion taxonémica de Trichinella spiralis (Lia et al., 2014).

spiralis

nativa (12)

britovi (T3)

pseudoespiralis (T4)
murrelli (T5)
nelsoni (T7)

papua (T10)
zimbabwensis (T11)
T6

T8

T9
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Tabla 3.
Especies de trichinella, distribucién y hospedador en el hdbitat natural (Bien er
al., 2013)

Mamiferos domésticos y

T spiralis - Cosmopolita e
Areas érticas y

T. nativa - subart.lcas de_ (Carnivoros silvestres
América, Asiay
[Europa
Canada, Alaskay

Trichinella T6 algunas zonas de |Carnivoros silvestres
[EUA

o Zonas templadas  [Mamiferos silvestres y
g T. britovi 13 de Europa, Asiay [raramente cerdos
capsula Eo i

Africa domésticos

Trichinella T8 Suda.fn.ca y Carnivoros silvestres
Namibia

T. murelli TS patae Unidos'y Carnivoros silvestres
el sur de Canada

Trichinella T9 Japon Carnivoros silvestres

T. nelsoni T7  |Africa [Mamiferos silvestres

T. patagoniensis T12  |Argentina IPuma

AanY ; Mamiferos silvestres, aves

T. pseudoespiralis T4 Cosmopolita y cerdos domésticos

Papta, Nueva Cerdos salvajes y
Sin L T10  lGuinea y Tailandiajcocodrilos de agua salada
Chpsula Zimbabue,

9 bk e T11 Mf)zafnblque, ICocodrilos del Nilo y
[Etiopiay lagartos
Sudafrica

6.4 Estadios caracteristicos del ciclo vital de T. spiralis

En la Figura 3, se muestran las caracteristicas estructurales del parasito en los tres

estadios: larva recién nacida (LRN), parasito adulto (hembra y macho) y larva
infectante (LI) (Bien et al., 2013; Lia et al., 2014).
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Bl Célubas musculares

=0 Fluidos internos
Primordio genital
Anillo pervioso

Alpha @
Alpha 1
Alpha 2

Intestino distal

Fig. 3. Esquema de composicion de los parisitos adultos hembra y macho y de larva muscular
(Imagen tomada y modificada de Despomier, 2004).

1. Larva recién nacida (LRN) (Fig. 3): mide 100 pm x 6 pm, cuenta con espolon

cefalico, estilete bucal y un esticosoma (con 50-55 esticocitos que contienen
granulos) cuya importancia radica en su poder antigénico. Vive en el citoplasma e
induce la agregaciéon de mitocondrias, alargamiento de nticleo, hipertrofia del
glucocdliz en cubierta gruesa de coldgeno formada por una compleja red de
vénulas que se cree facilitan el transporte de nutrientes (Chavez, 2004). Las LI
comienzan a enrollarse y se completa la forma de quiste (1 mes

aproximadamente), presentan la fase de invasion al muisculo.

2. Parasito adulto: Los adultos son blanquecinos y filiformes.

a) Hembra: mide de 3-4 mm con un didmetro de 35 a 70 pm, es monovarica y
vivipara con capacidad de parir entre 200 y 1500 LRN, dependiendo de la
especie y del hospedador implicados, el tiempo de fertilizacion hasta el
nacimiento puede ser de 3 dias. Presenta una vulva situada a la region

esofagica, se identifica utero, receptaculo seminal, oviducto, ovario y sus
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células somiticas tienen seis cromosomas (Fig. 3). En la hembra gravida, la
porcion anterior del utero contiene numerosas LRN en etapas diversas de
desarrollo, en la parte posterior contiene huevos también en grados diversos
de desarrollo (Reveles, 1997).

b) Macho (Fig. 3): es mas pequeiio que la hembra mide de 1.4 a 1.6 mm de
longuitud y 40 a 60 pm de diametro, poseen un par de mamelones
copulatorios a cada lado del orificio cloacar con dos pares de papilas detras
de ellos que sirven como organos de sujecion durante la copula, es
monorquido, el testiculo ocupa completamente la mitad posterior de la

cavidad del cuerpo, es de forma cilindrica (Ramirez, 1981).

3. Larva Infectante (LI): Son encapsuladas o enquistadas en el misculo. La capsula
se empieza a formar hacia los 21 dias después de la infeccion, esta constituida por
una membrana interna procedente de la fibra muscular invadida y una membrana
externa homogénea e hialina, derivada del sarcolema, se encuentran enrolladas en
espiral en lo que se conoce como célula nodriza, que mide de 300 a 400 pm de
largo por 150 a 200 um de ancho (Riva et al., 1990). El parasito no permanece
inmoévil, presenta cuerpo cuticular, abertura oral, esofago, anillo nervioso,
esticosoma. El esticosoma estd en la parte posterior, posee granulos secretorios
altamente antigénicos que descargan en la luz del eséfago, compuesto de 50-55
esticocitos, estos granulos son: a0, al, a2, f y y (Chavez, 2004) (los alfa secretan
polipéptidos mayores de 50 a 55 kDa y los beta un polipéptido de 48 kDa). Estos
secretan material antigénico en las primeras 30 horas post-infeccién y son capaces

de inducir una respuesta inmune (Reveles, 1997).

6.5 Ciclo de vida

T. spiralis muestra especificidad de hospedador entre los mamiferos, completa su
ciclo de vida en un tnico hospedador (Gu ef al,, 2013; Lia et al., 2014; Cvetkovic et
al, 2014; Othman et al., 2016), no tiene una fase de vida libre y vive como un
parasito intracelular en células del musculo estriado (Mitreva ef al.,, 2011; Bruschi et
al., 2014), a diferencia de otros parasitos intracelulares, T. spiralis ocupa las células
muscu]arés del hospedador sin matarlo, lo que lo convierte en unos de las simbiontes

parasitarias de mayor éxito (llic ez al., 2012)
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El ciclo de vida de T. spiralis comienza cuando el tejido muscular que contiene la
primera etapa de larva es ingerida por el hospedero (Mitreva et al., 2011; Airas et al.,
2013; Yera et al., 2013), las larvas pueden sobrevivir por afios en el hospedero (40

afos en el ser humano) (Gao et al., 2014) se diferencia principalmente en tres fases.

1. Entérica (intestinal). El hospedador consume carne contaminada (cruda o mal
cocida) que contiene larvas infectante (LI) (Fig. 4) (Wang et al., 2014; Chu et al.,
2014; Yang et al., 2015), las cuales son liberadas en el estémago por accion de
enzimas digestivas (Kang et al,, 2011; Park et al, 2012; Bien et al, 2013;
Cvetkovic et al., 2014; Wei et al., 2015; Zhang et al., 2016) y son transportadas
por medio de peristaltismo a las dos terceras partes del intestino delgado, el
parasito sufre cuatro mudas (Riva et al., 2011; Ilic et al., 2012; Park et al., 2012;
Yang et al., 2014), para convertirse en adulto, donde se diferencia en hembra o
macho (Cvetkovic et al., 2014) (con un promedio de dos hembras por macho).
Después de que el macho copula a la hembra, muere y es expulsado, las hembras
penetran profundamente en la mucosa intestinal, la embriogénesis dura alrededor
de 90 horas y las LRN son liberadas hasta el quinto dia post-infeccion, midiendo
0.08 mm (Riva et al., 2011; Ilic et al., 2012). La presencia de los nematodos en el
intestino inicia una serie de cambios estructurales, celulares y fisiolégicos. Los
cambios en la fisiologia incluyen aumento de la actividad propulsora intestinal,
mastocitosis mucosa, hiperplasia de células caliciformes y el aumento de la
secrecion de moco. Un aumento en eventos apoptoticos se describe en las células
de la lamina propia de las vellosidades durante la trichinellosis intestinal (Yang-

Rong et al., 2014).

2. Sistémica. Las LRN viajan a través del mesenterio linfatico y torrente circulatorio
(Riva et al., 2007; Brushi et al., 2014; Chu et al., 2014; Yang et al., 2015), entran
a circulacién general via porta y son distribuidas en todo el cuerpo (Kang et al.,
2011). Se cree que poseen un estilete bucal en la parte interior del eséfago y se
cree que con €l puede entrar a las células musculares sin descartar la posible

accion de enzimas (Riva et al., 2007).
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3. Muscular. En las células musculares las LRN inician un periodo de desarrollo
postembrionario creciendo exponencialmente y desarrollindose sin mudas.
Induciendo la formacion de la célula nodriza y de un sistema de vascularizacion
periférica a modo de red de vénulas que permite el intercambio de nutrientes y
desechos (Riva et al., 2007; Kang et al., 2011), encargandose de su metabolismo
por largos periodos mientras el hospedador continte vivo, cuando el hospedador
muere, la capsula de colageno generada permite que en el tejido en
descomposicion la larva sobreviva por largos periodos manteniendo su capacidad
para ciclar en un nuevo hospedador (Riva et al., 2007), para ello hay una
organizacion de las células satélites y ya que son células progenitoras situadas
dentro de la pared celular lo que permite la reparacion de las células del musculo
(Ilic et al., 2012), se cree que la formacion de la célula nodriza estd orquestada por
las moléculas (proteinas de excresion-secrecion) elaborados por el parasito (Park

et al., 2012).

6.5.1. Formacion de la célula nodriza

La formacioén de la célula nodriza consecuencia unica de la asociacion de la célula
huésped con la larva L1 de T. spiralis y otras especies de células formadoras de
célula nodriza. Es de suponer que sus funciones son: alimentacién y proteccién
contra la respuesta inmune del huésped. La célula nodriza madura es
morfoldgicamente distinta de cualquier otro tipo de célula de mamifero; ninguna otra
condicion patoldgica induce una célula tan radicalmente diferente, y sin embargo,
funcional. El complejo celular puede sobrevivir en el huésped humano durante hasta
30 afios, y en la mayoria de otras especies de mamiferos todo el periodo de vida del
animal. Para que esto ocurra, el gusano debe inmuno-suprimir el anfitrién, sin
embargo, nada se sabe sobre el o los mecanismo(s) empleado por el parasito. El
mecanismo(s) por el cual la larva recién nacido entra en la célula huésped no se
conoce, pero la evidencia morfoldgica da pistas sobre el proceso en general. En el
tejido muscular, la larva penetra fuera del capilar y luego se prepara contra la célula

muscular adyacente (Trichinella.org, 2014).
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Fig. 4. Formacién de la célula nodriza
Las larvas entran al misculo, donde hay un dafio mitocndrial y secrecién de proteinas de tyvelosa para
asi dar paso a la formacion e integracion de la larva y capsula de colédgeno dentro de la célula
muscular.
(http://www.trichinella.org/bio_nursecell. htm#invasion)
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Al hacerlo su extremo anterior presiona la membrana del sarcolema hasta el punto de
ruptura. Entonces, es muy probable que su estilete, haga un agujero en la membrana,
provocando que la célula huésped explote. Los sucesos morfoldgicos que resulta en
la formacién del complejo celular se producen durante un periodo de 14-16 de dias
de tiempo después de que el gusano ha entrado en la célula muscular (Fig. 5)
(Trichinella.org, 2004).

Las proteinasas secretadas por organismos parasitos pueden estar involucrados en
una amplia variedad de funciones adaptativas tales como penetracion en el tejido, la
migracion de las larvas, la evasién inmune, retraso de la coagulacion sanguinea, la

digestion, la muda y la degradacion de la matriz celular (Park ef al., 2012).

Fig. 5. Ciclo de vida de Trichinella spiralis
El ciclo de vida empieza al consumir carne infectada con LI principalmente de cerdo, caballo y
accidentalmente por el consumo de roedores; puede diferenciarse en tres fases: entérica (A), sistémica
(B) y muscular (C), donde se desarrolla el estadio: adulto, LRN y LI y da paso a la liberacién de la
larva enquistada (1), desarrollo de parasitos adultos y reproduccién (2), Liberaciéon de LRN (3),
entrada de LRN a células musculares (4) y formacién de la célula nodriza (5), (Trichinella.org,

2004).
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En la Figura 5, se muestra el ciclo de vida completo de T. spiralis. La trichinellosis
se adquiere por consumo de carne conteniendo LI enquistadas (1) de 7. spiralis. Las
LI son liberadas (2) de los quistes e invaden la mucosa del intestino delgado, donde
se desarrollan hasta convertirse en adultos (3) la hembra mide aproximadamente 2.2
mm de longitud y el macho 1.2 mm. Después de una semana, las hembras, eliminan
LRN (4) que migran hacia el musculo estriado, donde se enquistan (5). EI
enquistamiento se completa en 4-5 semanas y las LI enquistadas pueden permanecer
viables durante varios afios. La ingestién de LI enquistadas perpetua el ciclo. Las
ratas y roedores, en general, son los responsables primarios del mantenimiento de la
endemicidad de esta parasitosis. Los animales carnivoros/omnivoros como los cerdos

o los 0sos comen roedores parasitados o carne de otros animales.

Tabla 4.

Tiempo en el que pasa cada fase de la infeccién

12 2 - etraciy desolo lario
30 2 Copula de formas adultas en mucosa intestinal
567 6 Vivipopostura y migracion larvaria de LRN
10 6 LI en células musculares

6.6 Cuadro clinico

El desarrollo de la enfermedad y las manifestaciones clinicas se basan en la
patogencidad de 7. spiralis, asi como el estado nutricional del hospedero, sexo, edad.
La sintomatologia de la trichinellosis es a menudo confundida con otros sindromes
clinicos principalmente con problemas gastrointestinales, por lo cual puede ser mal
diagnosticada (Lloyd, 2000). Los sintomas de la enfermedad se ponen en manifiesto
cuando el nimero de LI ingerido es igual o superior a 50-70 LI (Colcagno et al.,
2005), las manifestaciones clinicas de la enfermedad suelen ser inespecificas (Cui et

al, 2014).
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Laverde et al., 2009, menciona que los cerdos no presentan signos propios de la
trichinellosis, excepto los animales inmunodeprimidos infectados con altas cargas
parasitarias que pueden padecer fiebre, edema periorbitario, disnea, menor
conversion y reduccion en la ganancia de peso en un 20 a 40 %, sin embargo en un
estudio realizado en cerdos infectados con el parasito, estos presentaron los signos
caracteristico atribuidos a la enfermedad como pelo hirsuto, dificultad y disminucién
de movilidad y diarrea caracteristica de la respuesta celular a la infeccién (Chavez,

2004).

En el perro, se puede presentar un cuadro clinico manifestado por anorexia,
emaciacién y dolor muscular. En infecciones superiores a 1x10° larvas infectantes

puede producirse la muerte del animal (Berumen et al., 2002).

En humanos existen sintomas clinicos caracteristicos para cada fase de la infeccién

por 7. spiralis, estos sintomas se describen a continuacion:

a) Fase Intestinal: La mayoria de los individuos que han sido infectados por
ingestion de carne contaminada con 7. spiralis no presentan sintomas. En las
primeras 24 h, a partir de la ingesta de carne infectada, la penetraciéon de LI a
la pared intestinal ocasiona diarrea acompafnada con dolor abdominal,
nauseas, vomito de una semana de duraciéon (Gottstein et al; 2009; Tay ef al.,
2002; Gao et al., 2014). La primera semana de fase intestinal en pacientes
con infecciones moderadas o severas va acompaiiada de un dolor abdominal,
diarrea, estrefiimiento, vomito, malestar general y fiebre leve, estos varian en
severidad y solo duran algunos dias. Estas manifestaciones clinicas son
similares a aquellas causadas por otros desordenes entéricos como la
intoxicaciéon por alimentos o indigestion, hecho que hace mas dificil el

diagnostico correcto (Chavez, 2012).

b) Fase sistémica (parenteral): Desde la semana 2 a la 6 después de la infeccidn,

la fase intestinal sigue presente pero los sintomas disminuyen. En esta etapa,
se desarrollan las larvas recién nacidas (LRN) que pueden causar neumonia,
encefalitis, nefritis, peritonitis, mialgia difusa, edema periorbital o facial,

conjuntivitis, fiebre, salpullido cutaneo, disfagia, dificultad para abrir la boca,
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insomnio, pérdida de peso, sensaciones de nervios periféricos, impulsos de
calor, voz rasposa, bronquitis, hemorragias en astilla en los surcos de las ufias
y en la retina, problemas visuales y un estado tipo paralitico. Raramente
pueden manifestarse sintomas neurolégicos que ocurren al término de la
segunda semana de infecciéon y que provocan un estado generalizado de

ansiedad (Capo y Despomier, 1996).

c) Fase de muerte: Esta fase puede ser debida a una miocarditis que ocurre en el
20 % en los casos de los pacientes hospitalizados. En la Tabla 5 se muestra el

cuadro clinico de Trichinella spiralis.

Expectativa
de muerte

Entrada de larva al musculo

Larva muscular

Ac/ELISA
AELISA

Eosinofilia
Edema periorbital
Fiebre

Dolor muscular y
sintomas relacionados

Diarrea, nausea

y vomito
Convalecencia (severa)
Convalecencia (moderada)

Convalecencia (leve)

Fase parenteral
Migracion de LRN
Fase enteral

1

3

: i
&t
af ?
1
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e g
o
Incubacién : A e g B
. 2 3 4 & 6 7 8 9 10 1 32 13 16 6m 1a
Semanas después de la ingestion de camne infectada
Fig. 6. Cuadro clinico de T. spiralis de acuerdo al tiempo de infeccién
Se muestran los principales signos y sintomas presentados durante las semanas después de la
infeccion por 7. spiralis dentro de estas (eosinofilia, edema periorbital, fiebre, dolor
muscular, diarrea, vomito, nausea, etc.).

(Trichinella.org, 2014).
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6.7 Inmunologia

Las infecciones parasitarias desencadenan una serie de mecanismos de defensa
inmunitarias caracteristicos, unos mediados por anticuerpos y otros por células. La
eficacia de cada uno de estos tipos de respuesta depende del parasito implicado y de
la fase de la infeccién (Makedonka and Douglas, 2006) y han desarrollado diferentes
mecanismos de evasion que permitan el establecimiento de la infeccién con el menor
dafio posible al hospedador (llic ef al., 2012), incluyendo la expresién de epitopos
similares a los presentes en hospedador, antigenos derivados de T. spiralis que
evolutivamente estin conservados en el parasito y en el huésped podrian ser
causantes de la evasion de la respuesta inmune, sueros analizados reaccionaron con
mayor frecuencia a un componente de 53kDa, por lo cual se considera a esta proteina
como un buen candidato para realizar mas estudios sobre los mecanismos de

inmunomodulacién mediada por 7. spiralis (Radovic et al., 2012).

Los parasitos helmintos son de mayor tamafio y tienen estructuras y ciclos de vida
mas complejos, esto hace que presenten un mayor nimero de antigenos y que
algunos tengan especificidad de estadio del ciclo de vida, muestran distinta
morfologia segin se encuentren en su fase de vida libre o en sus distintos
hospedadores. Aunque muchas de las proteinas de superficie se expresan en todos los
estadios del ciclo de vida, la cantidad relativa y el grado de glucosilacion de las
moléculas varian entre las diferentes etapas, lo que explicaria la variacion antigénica
que se presenta a lo largo del ciclo de numerosos helmintos (Gémez-Lucia et al.,
2007), la modulacién del sistema inmune por parasitos helmintos se logra en parte
por las células dendriticas, ya que son potentes inductoras de la respuesta de Th2
(conocidas como las células colaboradoras o helper que reaccionan frente a

helmintos) y respuestas regulatorias (Ilic e al., 2012).

Los antigenos (Ags) que desencadenan la produccién de anticuerpos se encuentran

en su mayoria caracterizados en dos grupos:

a) Grupo de respuesta rapida (detectados en las capas internas de la cuticula,
hemolinfa, saco embrionario, glandula hipodermal y granulos exocrinos en el tracto

reproductor del macho), detectables dos dias después de la infeccidén, comparten
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antigenos de fosforilcolina (PC). Se encuentran presentes en LI y gusanos adultos

(diferentes en ambos estadios) (Takashashi, 1997).

b) Grupo de respuesta lenta (lo encontrados en la superficie (cuticula) de la larva y de
los granulos excretores de los esticosomas) estan directamente expuestos al sistema
inmune del huésped, y son los principales antigenos diana, que inducen las
respuestas inmunes (Takashashi, 1997; Wang et al, 2014; Chavez, 2012), se
detectan s6lo hasta pasadas cuatro semanas de la infeccion que cargan antigenos de
| productos excretorios y secretorios (ES) de la larva, el mas estudiado es la TSLI
(altamente inmunogenico), contienen residuos de tyvelosa. Varios autores describen
como antigenos inmunodominantes de la LI el triplete de 45, 48 y 53kDa, que es
conocido en diferentes modelos experimentales (raton, rata, conejo, cerdo y el
hombre) (Chavez, 2012). Pesos moleculares entre 40 y 70 kDa, Ag de 45-55 kDa
activan mastocitos por medio de un patrén de IgE independiente promoviendo una

respuesta Th2.

Los antigenos de Excresion-Secresion (ES) de Trichinella spp. pueden inducir una
fuerte respuesta inmune que implica la generacion de anticuerpos especificos y puede
ser muy importante para el serodiagndstico, ya que son facilmente atacados por el

sistema inmune del huésped (Cvetkovic et al., 2014; Wang et al., 2014).
Dentro de los antigenos ES mas importantes se encuentran:
6.7.1. Proteina 45kDa

Dentro de los antigenos ES més importantes se encuentra la proteina de 45 kDa de T.
spiralis, ademas de que se encuentra dentro del triplete caracteristico de la
enfermedad y se ha encontrado en varias especies animlaes. Se han llevado a cabo
investigaciones en proteinas de trichinella con énfasis en las de ES de LI musculares
debido a dos razones: tienen prominente y estrecha antigenicidad especifica y puede
jugar un papel importante en la formacion de las células nodrizas después de ser

secretada en las células musculares del hospedero (Nagano e al., 2009).
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La proteina de 45 kDa B- y y esticocitos de los 6rganos secretores de LI musculares,
por medio de analisis de bioinformatica se identifico que la proteina de 45 kDa es
una serina proteasa similar a la tripsina (Nagano er al., 2009; Park et al, 2012),
Ademas, informaron que la glicoproteina de 7. spiralis, era la proteasa serina y
localizada alrededor de la cépsula de colageno (Romaris ef al., 2002). Todorova ef al.
mostraron que las proteinasas secretadas de gusanos adultos de T. spiralis

degradados fibrindgeno y plasmindgeno, y la degradacion era susceptible a la accion

de la serina, cisteina, y proteinasas inhibidores de la aspartil (Todorova y Stoyanov,
2000).

Tabla 5
Esquema de etapas implicadas en el ciclo de vida de Trichinella spiralis 'y

respuesta inmunélogica (Bruschi y Dupouy-Camet, 2014).

Entrada de larvas musculares
Invasion de los enterocitos Captacion, procesamiento y
Liberacion de antigeno esticosomal reconocimiento de antigenos, respuesta
Exposicion de antigeno de superficie inicial Th1
Maduracion de adultos Respuesta anticuerpos
Liberacion de larvas recién nacidas (LRN) Respuesta de células mastil
Exposicion de antigenos de adultos y LRN Comienza inflamacion intestinal
Expulsion de gusanos adultos Respuesta anticuerpos
Migracion de LRN Respuesta de células mastil
Inflamacién aguda
Cambio a respuesta Th2
Invasion de musculos Respuesta anticuerpos
Formacion de célula nodriza Eosinofilia
Liberacion de antigenos esticositos Disminucién de inflamacion intestinal
Formacion de capsula Inflamacion en musculo
Consolidacion de respuesta Th2

La respuesta inmune especifica e inespecifica a trichinellosis (Tabla 5), esta regulada
tanto en su naturaleza como en su intensidad y duracién por una serie de factores:
carga parasitaria, estadio del parasito y de las caracteristicas del huésped (edad, sexo,
estado nutricional, hormonal e inmunolégico). T spiralis de acuerdo al estadio en

que se encuentre en el huésped (LI, adulto o LRN) va a desencadenar la produccion
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de anticuerpos (Acs), los cuales estan dirigidos a los diferentes sitios anatémicos del

parasito (cuticula, esticocitos, etc.) (Chavez, 2012).

Contreras ef al., 2001, indicaron que la respuesta de los anticuerpos especificos en un
individuo infectado por T. spiralis, estd en relacion, con el numero de larvas
ingeridas y el tiempo transcurridos de la ingestion de la LI. La sensibilidad

dependera de la técnica y antigeno utilizados en el diagnéstico.

El gusano T. spiralis adulto vive en el intestino del huésped, las LRN emigran a
través de los capilares a circulacion, por diferentes 6rganos llegando a misculo
donde maduran definitivamente a la LI, quedando alojado en musculo
indefinidamente. 7. spiralis posee variedad de antigenos de superficie en las distintas
fases de su ciclo vital. Para poder establecerse antes que se produzcan las reacciones
inmunitarias especificas del huésped, los parasitos deben superar los mecanismos de
defensa preexistentes (Roitt et al., 2000). Numeroso estudios han demostrado que la
infeccién con 7. spiralis produce una proteccion pdderosa y duradera contra una
nueva infeccion. Esta proteccion es la culminacion de una secuencia de respuestas
del hospedero en las cuales el anticuerpo juega un papel principal (Takahashi ez al.,
1990).

Las células dendriticas (DCs) se encuentra entre las primeras células que tienen
contacto con los agentes infecciosos, por lo tanto son necesarias para el desarrollo de
la respuesta inmune adaptativa, a pesar que estas células adquieren una forma
inmadura bajo la influencia de antigenos de 7. spiralis su estado activo se refleja en
la capacidad para presentar antigenos a las células T y para producir citoquinas. Las
citoquinas producidas por las CDs son sefiales importantes para la iniciacion y
regulacion de la respuesta inmune a patégenos (Ilic ef al., 2012). La IL-12 como
citoquina proinflamatoria tiene un papel importante en la polarizacién de la respuesta

inmune hacia Th1 y la IL-10 hacia la respuesta a Th2.

Varios estudios indican que metaloproteinas de matriz (MMPs): MMP9 y MMP2 son
marcadores de la respuesta inflamatoria y actuan sobre diversas biomoléculas,
incluyendo citoquinas, hormonas y quimiocinas, regulando de esta manera la

respuesta inmune, MMP9 (gelatinasa de 92kDa) esta implicada en diversos procesos
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de inflamacién, incluyendo la acumulacion de células inflamatorias, la curacion de la
lesion tisular los procesos de remodelacion, esta se encuentra aumentada de los 7 a

los 14 dias PI y disminuye su actividad a los 28 dias (Bruschi ez al., 2014).

Dado que el ciclo de vida del parésito posee tres fases se evidencian diferentes

fendbmenos inmunoldgicos en cada una de las fases:

a) Fase intestinal

La respuesta inmune montada contra 7. spiralis es una combinacién de respuestas
dirigidas contra los diferentes estadios del parasito los cuales son antigénicamente
diferentes (Philipp et al., 1981). Numerosos cambios celulares tienen lugar en el
intestino produciéndose un aumento significativo en el nimero de células
calciformes, mastocitos, neutrofilos y eosinoéfilos (Nuiiez, 2011; Brushi et al., 2014),
junto con una alteracion y pérdida de células epiteliales y alteraciones morfoldgicas
de las vellosidades intestinales. Los cambios celulares, junto con el desarrollo de
inmunidad, son dependientes de linfocitos T. Durante las primeras horas de la
infeccidn se produce una respuesta con citoquinas de tipo ThO y Thl tanto en ratas
como en ratones, sin embargo poco después comienza a predominar una respuesta de
tipo Th2, la cual es esencial para dar fin a la fase intestinal de la infeccion. Tanto la
IL-4 como la IL-13 son suficientes para facilitar el desarrollo de una respuesta
inmune de tipo protectiva. No esta aun claro como las células Th2 promueven el
rechazo de vermes de la mucosa intestinal (Nuiiez, 2011; Ilic ef al., 2012) aunque las
citoquinas (IL-9, IL-10 e IL-13) y otros mediadores solubles liberados por los
mastocitos podrian ser los responsables (Nuiiez, 2011; Blum ez al., 2013), la
infeccion por helmintos provoca una fuerte respuesta de tipo Th2 lo que resulta en

altos niveles de IgE, eosinofilia y mastocitosis intestinal (Watabe, 2014).
Lawrece et al; 2000 demostraron que el 6xido nitrico participa en el mecanismo de

inflamacion del epitelio intestinal, observandose cambios en las poblaciones

celulares incluyendo las mastocitosis e hiperplasia criptica.
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Ademas de los cambios celulares a nivel del epitelio intestinal existe un aumento en
la sintesis de IgA e IgE en fluido intestinal. Se postula a la IgA como la

inmunoglobulina fundamental de la fase intestinal de la parasitosis (Bell, 1998).

Se desencadena una respuesta inmune celular y humoral, proceso multifactorial que
incluye varios isotipos de anticuerpos, factores del complemento y mediadores
solubles, pero la respuesta no es totalmente efectiva debido a la rapida evolucion de

los estadios parasitarios (Venturiello et al., 2007).

b) Fase sistémica

Las caracteristicas inmunologicas mds importantes de la infeccién son el aumento de
los niveles séricos de inmunoglobulinas, particularmente de IgE y la eosinofilia
causantes del mantenimiento de la respuesta inmune hacia el fenotipo Th2. A las
pocas semanas de la infeccion, los sueros presentan anticuerpos dirigidos contra la
cuticula de la LRN, que son capaces de opsonizar la larva activando células efectoras
que dan muerte mediante el mecanismo de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (CCDA) (Nufez, 2011), también se ha demostrado una reaccion
inflamatoria significativa de parénquima pulmonar, desarrollando hiperplasia del
tejido linfoide asociado a los bronquios (BALT) antes y durante el paso NBL a través
del pulmon. Esta inflamacion se caracteriza por la presencia de mastil células y
eosinodfilos dispersos por todo el parénquima pulmonar, la hiperplasia de células
caliciformes y la produccion local de citocinas, quimiocinas, y anticuerpos (Falduto
et al., 2015), en esta fase también se encuentra un aumento en sangre periférica de

linfocitos y neutrofilos (Airas et al., 2013).

¢) Fase Muscular

Se cree que los antigenos de excrecion-secrecion de larvas musculares son los
responsables de la induccion de la respuesta inmune de la parasitosis, estos
productos, por un lado, participan en el establecimiento del parasitismo y por otro
lado, desempefian un papel clave en la induccién y modulacion de la respuesta
inmune del huésped. Productos de ES de Trichinella spp. contienen algunas proteinas

funcionales, tales como proteinas de choque térmico, endonucleasas, proteinasas,
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proteinas quinasas, inhibidores de proteinasa, las superoxido dismutasas,

glicosidasas, etc., la mayoria glicoproteinas (Cvetkovic et al., 2014).

Durante esta fase de la parasitosis humana se producen cambios fenotipicos en la
poblacion de linfocitos T. Las células mononucleares de sangre periférica secretan
citoquinas de tipo Th2 e INF cuando éstas son estimuladas con un extracto crudo de
larvas musculares (LM). Los linfocitos presentes en esta poblacion celular son
predominantemente CD8+, produciéndose ademas un descenso concomintante del

recuento de linfocitos CD4+ (Nuiiez, 2011).

De los tres estadios que se desarrollan durante el ciclo de vida de T. spiralis. El de la
larva muscular ha sido estudiado de manera mas amplia. Esto se debe, en gran
medida, a que varios informes demostraron que la respuesta inmune que se genera en
el hospedero hacia este estadio del parasito genera una inmunidad protectora y
resistencia a la reinfeccion (Arriaga et al, 1995; Cvetkovic ef al., 2014). Por otro
lado, se considera que la alta inmunogenicidad de la larva permite emplear algunos
de ellos en ensayos de diagnéstico. Asi, varios componentes de este estadio han sido
caracterizados, aun cuando los atributos funcionales de éstos no han sido
completamente definidos, su utilidad en el diagnéstico de trichinellosis, asi como su
papel protector en contra de la infecciéon por el parédsito, han sido ampliamente

demostrados (Arriaga et al., 1995).

Flisser et al; en el 2002, encuentran una mayor cantidad de anticuerpos en hembras
(3.8%) que en machos (1.2%), con lo que se puede considerar que el sexo confiere
cierto grado de proteccion. Son mas susceptibles los machos porque las hembras

presentan una mejor respuesta inmunolégica.

Al entrar en contacto 7. spiralis con el hospedero se provoca una fuerte respuesta
inmune y con ello una rapida expulsion de parasitos, reduccién en la capacidad de
reproduccion y en el numero de larvas implantadas en el musculo ademas de un
deterioro de la movilidad de los gusanos en el intestino, por ello se tiene la necesidad

de identificar antigenos que evocan estas respuestas en el desarrollo de herramientas
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de inmunodiagnéstico y para entender la base de la inmunidad protectora (Takahashi,

1997).

6.8 Diagnostico

En general el diagnostico clinico precoz de la trichinellosis es dificil por la falta de
signos y sintomas. Este se basa en los antecedentes epidemioldgicos y clinicos,
analisis clinicos. Resulta dificil dado que las manifestaciones clinicas son comunes a

otras enfermedades (intoxicacion alimentaria, gripe, reumatismo, dermatomiositis).

En trichinellosis podemos hablar de tres tipos de diagndstico: sospecha,

confirmatorio y de certeza.

a) Diagnostico de sospecha: dado por el contexto epidemioldgico, clinico y los datos

de laboratorio como: leucocitos (15.000-50.000/mm?>), hipereosinofilia (mayor a 500
eosinéfilos/mm?®), hipergammaglobulinemia y la elevacién de enzimas musculares
como la creatinfosfoquinasa, la lactato deshidrogenasa y la aldolasa (Murrell y

Bruschi, 1994).

b) Diagnostico confirmatorio: se basa en la deteccion de anticuerpos séricos dirigidos

contra el estadio pardsito de LM. Los métodos actualmente empleados son la
inmunofluorescencia indirecta (IFI), el ELISA y la inmunoelectrotransferencia (IET)
(Nuiiez, 2011). ELISA utilizando antigenos de ES de larvas musculares de T. spiralis
es el método seroldégico mas utilizado para el diagnoéstico de trichinellosis
recomendado por la Comision Internacional de Trichinellosis (ICT), sin embargo la
principal desventaja de la deteccidén de anticuerpos anti-trichinella es la ocurrencia de
una alta tasa de falsos negativos durante la etapa temprana de la infeccién y la
reaccion cruzada de antigenos de 7. spiralis con otras enfermedades parasitarias
(paragonimiasis, esquistosomiasis, clornorchiasis, cisticercosis, anisakiasis, etc.) (Cui

etal., 2014),

c) Diagnéstico de certeza: basado en la deteccion de las LM en musculo mediante

biopsia y técnicas histoquimicas. Cabe destacar que esta metodologia posee baja

sensibilidad (Nufiez, 2011) a las infecciones tempranas (Cui et al., 2014).
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Para llevar a cabo la deteccion de T. spiralis es a través de dos métodos:

1) Métodos directos: Se realiza inspeccién de musculo en canales, principalmente en
cerdo (en musculo de diafragma, lengua y musculo masetero) y comprende la
compresion de tejido, la digestion artificial y las técnicas moleculares, que incluye
técnicas como PCR multiple que es sensible y ripido que pude identificar

inequivocamente una sola larva de la especie.

2) Los métodos indirectos o inmunoldgicos: Los métodos inmunoserologicos
antiguamente empleados incluian a la Hemoaglutinacion indirecta (HAI), la
Floculacién de bentonita (FB) y la Contrainmunoelectroforesis (CIEF). Estas
reacciones utilizaban como antigeno parasitario un homogenado total de larva
muscular (LM) (inico estadio adecuado para realizar el diagnostico de esta
parasitosis). Estos métodos, poseian una sensibilidad epidemiolégica y analitica
limitadas dado que se trata de reacciones de interaccion secundaria, donde el nivel
de anticuerpos circulantes requeridos para que dichas reacciones sean positivas

debe ser elevado (Nuiiez, 2011).

En la actualidad, las reacciones empleadas para la deteccion de la parasitosis son la
inmunofluorescencia indirecta (IFI), que emplea como antigenos cortes de
cri6fosfato de LM, el ELISA y la Inmunoeletrotransferencia (IET). Estas dos tiltimas
metodologias emplean como antigeno los denominados productos de Excrecion-

Secrecion de LM (ES) (Nuiiez, 2011).

Se considera que la serologia es adecuada para la vigilancia e investigacién
epidemioldgica en animales domésticos y fauna, siendo las siguientes técnicas las
recomendadas para realizar dichas actividades:

e Prueba de floculacidn en bentonita. Utilizada en los afios 60's

e Pruebas de inmunoflourescencia directa e indirecta

e Hemoaglutinacion indirecta

e ELISA

e Dot-ELISA

e Inmunoelectrotransferencia
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e Pruebas de fijacion de complemento

e Técnicas de precipitacion en gel

En la Tabla 6 se muestra un comparativo en cuanto a sensibilidad, especificidad e
indice de Youden de los métodos inmunoserologicos mas empleados para la

deteccion de Trichinella (Nufiez, 2011).

Tabla 6.

Comparativo porcentual entre los métodos inmunoserolégicos

empleados para la deteccion de trichinellosis

La prueba de ELISA (Enzyme-LikendInmunosorbetAssay) que es un método
alternativo para la deteccion relativamente répida por medio de serologia para la
infeccion de 7 spiralis, tiene la ventaja de que puede detectar la infeccion antes de la
matanza (Chavez, 2012), la principal desventaja de la deteccion de anticuerpos IgG
es la ocurrencia de una alta tasa de resultados falsos negativos durante la etapa

temprana de la infeccion (Wang et al., 2014).

T spiralis es la especie mas importante en los cerdos domésticos para la transmision
de zoonosis. El método preferido para el diagndstico de la especie porcina infectada
es mediante la digestion de muestras de carne en &acido clorhidrico (HCL) (Chavez,
2012).

6.9 Tratamiento

En humanos no existen medicamentos totalmente eficaces. Se usan benzimidazoles

(albendazol, mebendazol) tanto para la fase intestinal como para la fase parental,
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siendo més efectivos los administrados en forma temprana (Tabla 7). Conjuntamente
se utilizan corticoesteroides ya que la accion larvicida de los antihelminticos puede

generar una brusca liberacion de antigenos parasitarios.

Tabla 7.
Comparativo entre tratamientos farmacolégicos para trichinellosis

| Medicamento de eleccion arael tratamiento de helmintos. Derivado

Ivermectina . = -
del actinomiceto Streptomyces avermitilis.
Es un derivado Bencimidazol que resulta 1til en el tratamiento de
infecciones por vermes redondos. Es particularmente efectivo frente a
nematodos gastrointestinales. Su mecanismo de accion es similar al del
albendazol, sin embargo, es un inhibidor més potente de la
Mebendazol

deshidrogenasa malica del parasito y muestra efecto mas especifico y
selectivo contra los nematodos intestinales que los demas
benzimidazoles. Dosis para adultos y nifios mayores de dos afios: 200-
400 mg 3 veces al dia durante 3 dias, después 400-500 mg 3 veces al
dia por 10 dias (Quiroz, 2011).

Antihelmintico de amplio espectro de administracién por via oral es un
Albendazol | benzimidazolcarbamato. Después de la administracion por via oral se
absorbe erraticamente (hay incremento con alimento con alto

contenido de grasa) (Chéavez, 2012).

Derivado de un antibidtico complejo macrociclico, semisintético y de
amplio espectro, obtenido de Streptomyces diterranei. Inhibe el
crecimiento de numerosas micobacterias (atipicas, Gram + y Gram -).
La rifampicina ha sido utilizada a una dosis ajustada de humanos para
Rifampicina | ratas de 6.0 U (5Smg/kg de peso/10 dias). Se estudi6 la evaluacién de la
rinfampicina en la infeccion por 7. spiralis en modelo experimental
murino en fase intestinal y muscular y se encontré que esta fue efectiva
contra la infeccion a pesar de ser un antibacteriano el tiempo de uso es
menor y con una toxicidad mejor que los antiparasitarios (Tiabendazol,
Mebendazol y Albendazol) (Nuiiez, 2011).
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Por otra parte, la administracién de drogas inmunomoduladoras se aplican a
pacientes con enfermedad severa o signos de inmunosupresion. Si bien el tratamiento
farmacolégico no es aplicado en animales, numerosos estudios en ratones y cerdos
infectados con 7. spiralis han mostrado la eficacia de ivermectina y flubendazole
contra las larvas infectantes y otros estadios, hallando signos de prevenciéon y

tratamiento pero con insuficiente consistencia aun.

6.10 Inmunoterapia

El sistema inmune puede preparase frente a un determinado microorganismo de
manera preventiva, para que si en algin momento apareciera el mismo
microorganismo en forma virulenta, sea reconocido de forma rapida y pueda

combatirse eficazmente (Gomez-Lucia ef al., 2007).

La primera vacuna de la que se saben datos cientificos la ide6 Edward Jenner en
1796 frente a la viruela humana. Observé que las personas que habia sufrido la
viruela vacuna no padecian la viruela humana, por lo que decidi6 hacer un preparado,
con las vesiculas de las vacas infectadas, que, inoculando a personas sanas las

protegia de la viruela humana (Galindo, 2004; G6mez-Lucia et al., 2007).

Alrededor de cien afios después de esta primera vacuna, Louis Pasteur demostraba
que se podia inducir inmunidad, mas 0 menos duradera, utilizando microorganismos
homologos modificados, en su virulencia, asi como por su inactivacién total. Asi
nacieron las vacunas inactivadas, ensayadas por Pasteur en el carbunco y las vacunas
atenuadas, producidas por primera vez por el mismo en 1885 frente al virus de la

rabia.

El mecanismo inmunitario de la vacunacion fue finalmente aclarado en 1957 por
Frank Bumet quien anuncié la teoria de la seleccion clonal, y por el posterior

descubrimiento en 1965 del papel de los linfocitos T y B en la respuesta inmune.

La base del éxito de la vacunacion consiste en que la estimulacién de los antigenos
que componen una vacuna induce una respuesta primaria con estimulacién o

expansion clonal de linfocitos T y B, y la formacién de células de memoria capaces
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de inducir una respuesta secundaria eficiente en el individuo cuando entra en

contacto con los mismos antigenos.

El objetivo de la inmunoterapia (IT) mediante la administracion de dosis crecientes
de un extracto compuesto es alterar la respuesta inmunolégica del paciente. Uno de
los inconvenientes de la IT subcutanea actual son los efectos adversos y en este
sentido se esta trabajando sobre formas de administracion mas seguras, comodas y
eficaces.

Tabla 8.

Comparacion entre los Mecanismos de accion en la inmunoterapia

Modulacién de la respuesta de anticuerpos alérgeno-especificos

1 IgE especifica*
1 IgG4 especifica
1 IgA especificas

Disminucién en el reclutamiento y activacion de células proinflamatorias
| mastocitos tisulares

| eosinofilos tisulares

| liberacién de mediadores (mastocitos, eosinéfilos y basofilos)

| produccién de citoquinas proinflamatorias

Cambios en el patrén de respuesta de las células T alérgeno-especificas
| proliferacion inducida por alérgeno

1 células T reguladoras

1 la produccion de IL-10 y TGF-B

| células Th2 y sus citoquinas

*= s6lo demostrado en inmunoterapia subcutanea T = aumento |= disminucién

La inmunoterapia debe utilizarse exclusivamente en enfermedades en las que se haya
demostrado que un mecanismo alérgico mediado por IgE es basico en su patogenia

(Fiandor, 2008).

La inmunoterapia consiste en la administracién de dosis crecientes del alérgeno al
que el paciente est4 sensibilizado, con ¢l fin de conseguir una tolerancia progresiva a
la exposicion a dicho alérgeno. Reduce los sintomas de la respuesta inmediata y de la
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respuesta tardia actuando sobre los mecanismos humorales y celulares involucrados

en la inflamacion (Fiandor, 2008).

El papel de estos anticuerpos IgG e IgA parece que consistiria en captar los alérgenos
antes de que éstos alcancen las moléculas de IgE unidas a las células efectoras
impidiendo asi la activacion de basofilos y mastocitos. De la misma manera
competirian con las células presentadoras de antigeno por la captacion del alérgeno y

por lo tanto dificultarian su presentacion a los linfocitos T (Fiandor, 2008).

Diferentes trabajos han demostrado que la inmunoterapia subcutinea y sublingual
inhibe tanto el reclutamiento como la activaciéon de las células proinflamatorias

después de la provocacién especifica o tras la exposicion natural al alérgeno.

Las celulas T activadas y sus productos juegan un papel primordial en la patogénesis
de las enfermedades alérgicas. El fenotipo Th2 (citoquinas IL-4, IL-5, IL-13) se
asocia con las enfermedades alérgicas mientras que el fenotipo Thl (citoquinas IL-12
e IFN-y) se asocia a la proteccion frente a las enfermedades alérgicas. Por este
motivo una de las metas de la inmunoterapia seria reorientar la respuesta de las
células T hacia el patron Thl. De hecho, varios trabajos han correlacionado el éxito
de la inmunoterapia con la induccién de la respuesta Thl y una disminucién en la

produccion de citoquinas Th2.

La inmunogenicidad no depende sélo de la naturaleza del antigeno, si no también de
la respuesta individual de cada animal y del modo de presentacion de los antigenos.
El contacto entre el inmundgeno y un individuo puede ocurrir por una exposicion
natural o puede ser inducido artificialmente mediante una inmunizacién controlada
experimentalmente. Cada inmundgeno experimental muestra una curva de dosis y
respuesta inmunitaria que puede determinarse midiendo la reaccién inmunitaria a

diferentes dosis y vias de administracion (Gomez-Lucia ef al; 2007).

A) Inmunoterapia en Mucosas:

Cada dia mas se busca aplicar directamente vacunas sobre mucosas, para estimular la
respuesta inmune a este nivel. Hay varias razones que justifican la eleccion de esta

ruta en vez de, por ejemplo, la intramuscular o la subcutanea.
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Por un lado, las mucosas constituyen la via habitual de infeccion o en la que se inicia
el proceso infeccioso. En general se trata de procesos en los que la induccién de
inmunidad local en el sitio de la infeccion resulta critica para la proteccién 6ptima.

Ademas, la formacion de Inmunoglobulina A secretoria (SIgA) constituye el
mecanismo efector principal de la respuesta inmune a nivel local, especialmente en el
caso de infecciones respiratorias y gastrointestinales, por lo que obtener una buena
respuesta de IgA representa el primer objetivo de la mayoria de las vacunas de
mucosas. Otras inmunoglobulinas, especialmente la IgG también forma parte de la

respuesta.

La induccién de linfocitos T citotoxicos también representa otro importante objetivos
de las vacunas en mucosas. No pueden olvidarse, por 1ltimo, otras razones de interés
practico derivadas de la facilidad de administracion de los antigenos (Goémez-Lucia

et al., 2007).

En la prictica diaria, por lo general, la eficacia de la inmunoterapia (IT) se
comprueba por la reducciéon de los sintomas de la enfermedad que precisé el
tratamiento especifico y/o por haber disminuido la necesidad de utilizar

medicamentos para combatir los sintomas (Lopez y Marco, 2012).

Via tépica nasal: Actiia a nivel local por lo que no se producen reacciones sistémicas.

No se conocen cudles son los mecanismos inmunolégicos; los marcadores clasicos
como las IgE e 1gG4 especificas, no se modifican con IT nasal. A nivel local
disminuyen los infiltrados de eosinéfilos, neutréfilos y hay un aumento de la IgA e
IgG especificas. La IT intranasal es segura y eficaz como via alternativa frente a la IT
clasica en el tratamiento de la rinitis inducida por pélenes, cuando ésta no se controla
bien con medicacion o existe mala tolerancia a la IT subcutanea. No existen datos

suficientes que demuestren que esta forma de administracion de IT sea efectiva.
Via sublingual: La inmunoterapia sublingual (ITSL) fue descrito por primera vez en

un ensayo aleatorizado, doble ciego en 1986, con la razén principal de hacer la

inmunoterapia mas segura y mas comoda para el paciente (Passalacqua et al., 2013).
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De todas las formas de IT, a excepcidén de la subcutinea, la via sublingual puede ser
la forma més eficaz de tratamiento. El alergeno permanece seis horas en la mucosa
oral ejerciendo su accién inmunomoduladora. Estudios invitro apoyan que las células
de Langherhans de la mucosa oral actian como interiorizando los alergenos que

atraviesan la mucosa oral (Borrego et al. 1999).

Con la inmunoterapia sublingual también se han observado estos efectos en la IgG y

en la IgA pero no se ha comprobado ningiin efecto sobre la IgE (Fiandor, 2008).

B) Inmunoterapia Parenteral:

La via de administracién de los inmundgenos experimentales suele ser parenteral
(clasica), es decir vias distintas a las del tubo digestivo. Estas vias parenterales, junto
con la via digestiva u oral, o la inhalatoria, se pueden utilizar también en la
aplicacién de vacunas. El tipo de respuesta inmune obtenida dependerd de la via
elegida. En general, aquellas rutas que permiten la distribucion del inmunégeno en
espacios vasculares tenderdn a estimular mecanismos de respuesta mediada por
anticuerpos, mientras que las que se aplican localmente tenderan a estimular
mecanismos de respuesta mediada por células. En general, la via digestiva suele
tener poco €xito a la hora de producir inmunizacién, probablemente porque los
antigenos se degradan excesivamente a lo largo del transito gastrointestinal, y porque
podrian producir un efecto de tolerancia a alta dosis (Gémez-Lucia et al; 2007).

Hay una gran variacion en los esquemas de inoculacion dados por los diferentes
investigadores. Se han utilizado varios esquemas de inmunizacién se sabe que la via
intramuscular, intravenosa e intradérmica generan respuestas inmunes importantes

(Pardo, 1996).

Via Subcutinea: La inmunoterapia subcutanea induce un aumento inicial de la IgE

sérica seguida de una disminucion gradual a lo largo de meses o afios de tratamiento.

También se produce un aumento de la IgG y de la IgA especificas (Fiandor, 2008).

Via Oral: Se viene utilizando desde principios de siglo, se administra el antigeno en
forma de céapsulas de proteccion entérica para protegerlo de la digestiéon y

desnaturalizacion en el estomago y primeras porciones de duodeno, lo que no impide
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que parte del antigeno sea absorbido como proteina completa. Es necesario
administrar mayores dosis que la via subcutanea y los resultados terapéuticos son
mas lentos. La inmunoterapia oral ofrece, tedricamente, multiples ventajas respecto a
la administracion subcutinea: es maés facil y comoda de administrar, es mejor
aceptada por los nifios y existen menos riesgos de reacciones adversas (Fiandor,

2008).

6.11 Adyuvantes inmunoldgicos

Son sustancias inmunomoduladoras que constituyen una familia muy heterogénea si

se toman en consideracidén su origen, naturaleza quimica y actividad biologica

especifica; Como los agentes inmunopotenciadores, a los cuales se les atribuyen 2

funciones fundamentales: la estimulacion de la resistencia no especifica del huésped

contra las enfermedades infecciosas y el cancer; y, por otra parte, la potenciacién de

la inmunogenicidad de las vacunas comerciales y de la respuesta de los animales de

laboratorio durante la inmunizacién experimental con vistas a la produccién de

antisueros. Los adyuvantes son sustancias o preparados que incorporados al antigeno

o inyectados simultineamente con é€l, hacen mas efectiva la respuesta inmune. Con

su empleo se logra una economia de antigeno y de tiempo, asi como un mayor nivel

de anticuerpos especificos. El aumento de la inmunogenicidad puede estar mediado

por uno o varios de los siguientes procesos:

a) Incremento de la producciéon de anticuerpos especificos frente a un antigeno
vacunal.

b) Aumento de la afinidad de los anticuerpos inducidos con una potenciacion de su
funcién neutralizante, germicida, opsonizante etc.

c) Incremento de la magnitud y/o efectividad de la respuesta mediada por células
E

d) Generacion de una respuesta humoral y/o celular de mayor duracion.

e) Generacion de una respuesta incrementada de memoria inmunologica (Oliver et

al., 2008).

V.I.T.S.: Es un producto comercial utilizado, probado y aprobado para inmunoterapia
sublingual en humanos, el cual nos confiere efecto como adyuvante, fabricado por

laboratorios EMIR.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Material biolégico

Se utilizaron 36 murinos (ratas) hembras de la cepa Long Evans de aproximadamente

2 meses y medio de edad, 6 para la elaboracion del inmunégeno de 45kDa de T.

spiralis y 5 para cada uno de los grupos controles sanos e infectados y grupos

experimentales y 6 ratones de la cepa BALB/c para verificar la reproduccion del

ciclo de los diferentes grupos.

7.2 Diseiio experimental

Se utilizaron seis grupos experimentales con un disefio de 6x2x2x5, de acuerdo con

la siguiente descripcién de cada uno de los ensayos.

1.

Control sano (CS): al cual no se le dio ningun tratamiento, seis semanas
después se sacrificaron.

Control infectado (CI): los murinos de dos meses y medios, se infectaron con
500 L1 de T. spiralis y se sacrificaron a las 6 semanas.

El tercer grupo, se inmunizo6 a 5 murinos de dos meses y medio por el método
parenteral con el inmundgeno de 45kDa de T. spiralis a los 0 (via muscular),
7 (via subcutanea), 14 (via muscular) y 21 (via peritoneal) dias, a la 4 semana
se retaron con 500 L1 de T. spiralis y se sacrificaron a las 6 semanas.

El cuarto grupo, se infectaron 5 murinos con aproximadamente 500 LI,
después de 4 semanas postinfeccion se aplicd por el método parenteral el
inmunoégeno de 45kDa de T. spiralis a los 0 (via muscular), 7 (via
subcutanea), 14 (via muscular) y 21 (via peritoneal) dias y se sacrificaron a
las 6 semanas.

El quinto grupo, se inmunizaron a 5 murinos por via sublingual con el
inmunogeno de 45kDa de T. spiralis alos 0, 7, 14 y 21 dias, a las 4 semanas
se retaron con 500 LI de T. spiralis y se sacrificaron a las 6 semanas.

El sexto grupo, se infectaron 5 murinos con aproximadamente 500 LI,

después de 4 semanas postinfeccién se aplicé via sublingual el inmun6geno
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de 45kDa de T. spiralis a los 0, 7, 14 y 21 dias y se sacrificaron a las 6
semanas.

Para la inmunizacion se tomé como dia cero la cuarta semana de post

infeccion (Tabla 9).
Tabla 9.
Grupos utilizados para el método experimental
Modelo | Animales[ 0 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Grupo | o perimental | POT (via | (via C(via | (via
e ; | grupo muscular) | subcutdnea) | muscular) | peritoneal)
No aplica, No aplica, No aplica, No aplica,
1 Control Sano sin sin sin sin
5 inmunizacioén | inmunizacién | inmunizacién | inmunizacién
2 No aplica, No aplica, No aplica, No aplica,
_ContrOI sin sin sin sin
infectado > inmunizacién | inmunizacién | inmunizacién | inmunizacion
Infectado
3 Inmunizacion Parenteral | Parenteral | Parenteral Parenteral
Parenteral 5
4 Retado
Inmunizacion 5 Parenteral | Parenteral | Parenteral Parenteral
Parenteral
5 Infectado ) )
Inmunizacion 5 i i o =
2 sublingual | sublingual | sublingual sublingual
Sublingual
Retado
6 s ik Via Via Via Via
hnnl.}nlzacmn 5 sublingual | sublingual | sublingual sublingual
Sublingual

- No aplica, sin inmunizacién

° Via sublingual + Parenteral (Via muscular, via peritoneal, via

subcutdnea)

Para la administracién via sublingual se le agrego un adyuvante de uso comercial de
laboratorios EMIR de uso humano, en cada inmunizacién se administraron 10ug de

la proteina.

7.3 Estrategia Experimental

A cada uno de los murinos se le realizaron 5 sangrados (preinfeccion o
preinmunizacién y antemortem), por medio de seno venoso orbital con tubo capilar
por presion con un volumen medio de 0.1-0.5 mL al animal anestesiado en camara de
gas con halotano (C,HBrCIF;) los primeros 2 sangrados y por puncion cardiaca con
un volumen mayor a 0.5 mL con animal anestesiado antes del sacrificio, obteniendo

suero sanguineo para realizar técnicas inmunolégicas: Microinmunodifusion (MIID),
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Dot-Elisa, Western Blot (WB) e Inmunoflourescencia (IFI). Ademas de que se
obtuvo musculo de masetero, lengua, intercostal, diafragma y pierna para observar, la
estructura del parasito, los cambios morfologicos y la viabilidad por medio de

compresion de tejido, digestion artificial, tincion con Hematoxilina-Eosina.

Los modelos animales utilizados para el trabajo experimental fueron manejados y
sacrificados bajo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana (NOM) NOM-062-
Z00-1999 que contempla las especificaciones técnicas para la reproduccion,
cuidado y uso de animales de laboratorio y aprobado por el Comité de Seguridad y
Etica de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Autonéma de Nuevo

Leodn.

7.4 Elaboracion de inmunégeno de T. spiralis

Para la elaboracion del inumnogeno de 7. spiralis, se utilizaron 6 ratas de la cepa
Long Evans, las cuales fueron infectadas con aproximadamente 500 LI, se
sacrificaron a las 6 semanas postinfeccion, se obtuvo todo el musculo para obtener
las LI por medio de digestion artificial. Se separaron las LI después de varios
lavados con solucion basica de fosfatos (PBS), para sonicarlas con la finalidad de
romper cuticula y vaciar el contenido antigénico de las LI como mas adelante se

menciona.

7.5 Extraccion de antigeno soluble total (AST) de T. spiralis

Se obtuvo por medio de la extraccion con nitrégeno liquido, a las LI obtenidas por
digestion artificial, se lavaron tres veces con PBS con un pH de 7.3, se le afiadié el
nitrogeno liquido en cantidad suficiente para cubrir las LI y por estallamiento
permitié la salida de los componentes antigénicos, el homogenizado se verifico al
microscopio Optico para verificar que las LI estén totalmente fraccionadas, se

centrifugaron a 3500 rpm por 1.5 h (Chavez et al., 2012; Muiioz, 2013).

7. 6 Determinacion de proteinas

Se obtuvo una curva estandar utilizando albumina sérica bovina, segin la
metodologia de Bradford, ajustado a la concentracion de proteinas obtenidas a una
densidad 6ptica de 610 nm mediante azul de Coomassie al 0.06 % preparado en HCI

al 2.2%. Interpolando el valor de la densidad optica del antigeno, a la de la curva
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estandar de albumina, se conoce el valor de la concentracién de proteinas contenidas

en el antigeno AST y para el inmundgeno de 45kDa (Bradford y Lancetti, 1976).

7.7 Electroforesis en Geles de Poliacrilamida (EGPA)

Para la separacion del AST e inmunégeno de 45 kDa se realizaron corrimientos
electroforéticos en minigeles de poliacrilamida (PAGE) en condiciones reductoras.
Se utilizaron geles de 7 x 7 cm preparados con dodecil sulfato de sodio (SDS), a
concentracion de acrilamida al 11%, la relacion acrilamida — bisacrilamida fue de
1:60 en el gel separador. El tiempo de corrimiento, fue de 2 h a 100 V El AST yel
inmunoégeno de 45 kDa se prepararon por ebullicion durante 5 min. En una solucién
reductora, Tris-HCI 1 M, pH = 6.8, glicerol 20%; SDS al 2%, azul de bromo fenol al
0.5%, EDTA; H,0, ditiotreitol 5 mM y 2 B-mercaptoetanol al 5%. Se utilizaron los
siguientes marcadores de peso molecular: Fosforilasa (97 kDa), albimina sérica
bovina (68 kDa), ovalbimina (43 kDa), anhidrasa carbonica (24kDa), lisosima (14
kDa); Se usé una camara PROTEAN II xi Cell (Bio-Rad), aplicando un tiempo de
corrimiento de 2 h con el voltaje de 100 V ya que se obtuvo el corrimiento se tifio
uno de los geles con azul de Coomassie, se le aplicd solucion destefiidora, luego
solucion aclaradora, posteriormente fue secado el gel en membranas de papel
celofan, en el aparato de GELDRYER MODEL 583 of BIO-RAD, los geles no

tefiidos fueron transferidos a papel de nitrocelulosa (Laemmli ez al., 1970).

7.8 Elucién del inmunégeno de 45 kDa de T. spiralis

Del musculo infectado con LI de T. spiralis se obtuvo el AST al cual se le realizd
electroforesis (SDS-PAGE), reduciendo en condiciones del 10% geles de
poliacrilamida. En la porcién del gel que contenia el triplete caracteristico de 42, 43
y 45 kDa se separ¢ realizando por elucion, con solucién de Tris 10mM, a un pH de
8.13, adicionandole inhibidores de proteasa, posteriormente se homogenizé mediante
centrifugacion a 12,100 x gravedades a 4° C durante 30 min. La proteina que se
obtuvo del sobrenadante, se le realizo la determinacion de concentracion de proteina
por el método de Bradford. Posteriormente se filtré6 mediante las membranas que
permitié el paso del péptido de 45 kDa, el sobrenadante se tomo para ser analizado

por el SDS-EPPA reducido a 10%, en el gel para confirmar la presencia de este
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inmunoégeno. Posteriormente estas fracciones se utilizaron como inmundgeno (Chapa

et al., 1992; Chavez, 2013).

Se obtuvo secuenciacidén de la proteina por medio de una base de datos general del
software ProteinLinx Global Server (PLGS), para después hacerlo con un método de
proceso donde se uso la base de datos especifica de 7. spiralis, esta fue obtenida de
la Universal Uniprot-SwissProt donde se afirmé que los péptidos identificados tienen
mas del 95% de confiabilidad y masas exactas menores a 10ppm, obteniéndose dos

proteinas (Chavez, 2013).

7.9 Técnicas Directas

a) Técnica de compresion de placa: Se utilizaron aproximadamente 50 mg de los
tejidos (lengua, diafragma, masetero, pierna e intercostal), cada muestra se coloco
entre 2 laminillas y se comprimieron, para ocupar una area de 1 x 5 mm, se observo
al microscopio Optico, con lente al 10x, para analizar la morfologia de la célula

nodriza (Fragoso et al., 1981; Laverde et al., 2009; Chavez et al., 2011).

b) Técnica de digestion artificial: Se utilizaron muestras de 30g de tejido
(masetero, lengua, intercostal, diafragma y pierna), se incubaron a 37°C, en un tamiz
de tul en forma de saco, suspendido en una solucién al 0.3% de pepsina (10,000 U) y
HCI al 37% (0.2 M) en 500 ml de agua destilada, dentro de un embudo de
separacion, se esperé 24 horas para separar el paquete larvario con las LI, que se
depositaron en el fondo cada embudo y se observaron en una camara de newbawer al
microscopio oOptico con lente 10X y se cuantificéd el nimero de larvas infectantes
(Del Rio and Herrera, 1986; Garcia ef al., 2012; Lia et al., 2014). Se realiz6 a todos

los grupos experimentales determinacién de caracteristicas de célula nodriza.

7.10 Carga parasitaria
La carga parasitaria por estandarizacion fue medida por cada 1pL de contenido

larvario se contaron 25 LI (Garcia et al., 2012; Muiioz, 2013).

7.11 Tincion con Azul tripano
De las muestras observadas a compresion de tejido se sumergieron en un ependorf

con aproximadamente 1 mL de solucion preparada con Azul tripano por 3 a 4 h, se
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observaron al microscopio a 10, 40 y 100x, se analiz si el colorante entra a la LI o

no, evidenciando de esta forma su viabilidad.

7.12 Técnica de tincion con Hematoxilina-Eosina
El tejido se conservé en formol al 10% para cortes histologicos, con el fin de
determinar las caracteristicas de la célula nodriza por una tincion de
Hematoxilina-Eosina (HE) (Gridley, 1957). Los tejidos se deshidrataron para
procesarlos en parafina, esto se llevd a cabo en un procesador de tejidos
(LipshawAutomaticTissueProcessor) de la siguiente manera:
- El tejido permaneci6 en formol al 10 % por 12 hs y en alcohol etilico al 80%
por 1 h
- Alcohol etilico del 96%, realizando 3 cambios de 30 min.
- Alcohol etilico absoluto, 3 cambios cada 1.5 hs
- Xileno, 2 cambios cada 1.5 hs
- Parafina a 60°C, en 2 cambios cada 1.5 hs y al final fueron
- Colocar los tejidos en moldes cibicos hasta enfriar.
- Después de 24 h, se colocaron en cama de hielo para efectuar los cortes, con
un espesor de 4p (Microtomo modelo 820 Rotary, American Optical)
- Posteriormente en un portaobjetos, cubriéndolos con un gel a base de clara de-
huevo y glicerol en dilucion 1:1, mas unos granos de Tibol como conservador
- Los cortes se colocaron en placa caliente para fundir la parafina y continuar

con la tincién con H-E como se describe en el (Gridley, 1957).

El proceso de tincion se llevo a cabo en un tren de tincion:
- Los portaobjetos se colocaron en una canastilla para ser introducida en las
siguientes soluciones:
- Xileno, 5 min
- Alcohol etilico absoluto por 3 min
- Alcohol etilico al 96% por 3 min
- Alcohol etilico del 96% por 3 min.
- Agua destilada (de manera rapida).
- Hematoxilina de Harris (por unos segundos) agua potable

- Alcohol acido al 1 % (de manera rapida) agua potable.
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- Solucién saturada de carbonato de litio por 2 min.

- Agua potable-Eosina (por unos segundos); agua potable.

- Dos cambios en alcohol etilico al 96 %.

- Realizar 3 cambios en alcohol etilico absoluto.

- Xileno (todos los pasos anteriores son de 1min.)

- Montar con resina sintética Sigma® y

- Cubrier con un portaobjetos

- Observacion al microscopio 6ptico a 40 y 100X (Moreno ef al., 2011; Chavez
et al., 2012; Muiioz, 2013).

7.13 Manejo de animales y obtencién de muestra

Se obtuvo suero de todos los animales por via intraorbital o intracardiaca para la
realizacion de las técnicas indirectas inmunolégicas y el sacrificio de los animales se
llevé a cabo segiin las normas de sacrificio humanitario NOM-033-ZO0-1995, se
anestesiaron con vapores de alotano, para después proceder al sacrificio (Diario

Oficial, 1996).

Para obtener la caracterizaciéon inmunoldgica se realizé Intradermorreaccion (IDR),
Microinmunodifusién doble (MIDD), Dot-ELISA, Inmunoelectrotransferencia (IET)

€ Inmunofluorescencia (IFI).
7.14 Técnica de intradermorreacion (IDR)

Las intradermorreacciones consisten en la aplicacién intradérmica de una sustancia
conocida con la finalidad de evaluar la hipersensibilidad retardada (HSR). Se utilizan
con fines diagndsticos y pronésticos en algunas enfermedades (Rodriguez et al,
2008). Durante mucho tiempo fue la fue la winica prueba accesible para estudiar y
evaluar la inmunidad celular, dicha reaccion es uno de los mecanismos efectores
mediados por células, conocido como reaccion de hipersensibilidad retardada (DTH),

el mecanismo efector son los fagocitos mononucleares (macréfagos) (Garibay,
2006).
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Se aplicé el inmundgeno de 45kDa a evaluar via intradérmica con jeringa de insulina
de 100 unidades, 10 pg de proteina y se analizo6 la zona de observacion a la 2, 6, 24,
48 y 72 hs y se evaluo la triple respuesta de Lewis: rubor, calor e induracién (Moreno

et al., 1996).

7.15 Técnica microinmunodifusion doble (MIDD).

Para la microinmunodifusion doble se elaboré un gel de agar al 1 % en agua
destilada con azida de sodio, para evitar contaminacién; se colocé en una cantidad
de 4.5 mL a 55°C sobre una laminilla de vidrio, una vez en forma s6lida, se procedio
a formar la roseta con un horadador, procurando una equidistancia de 0.5 cm entre
pozo y pozo; la confrontacién se realizé colocando siempre el antigeno en una
cantidad de 20 pL (18 pg) en el centro y, en torno a éste, un suero de reactividad
conocida, (en la misma proporciéon en volumen sin diluir), se dejé a temperatura
ambiente en camara huimeda de 24 a 48 hs, hasta observar lineas de precipitacion
entre el suero positivo y el antigeno; luego se procedid a teiir el gel con azul
brillante de Coomassie G 250, en un 25 % en volumen (Ouchterlony, 1958;

Chavez, 2012), para la determinacién de anticuerpos anti-I. spiralis.

7.16 Técnica Dot-ELISA

Meétodo alternativo para la deteccion rapida de anticuerpos causados por la infeccion
de T. spiralis contra antigenos de ES (Mitreva y Jasmer, 2006; Gottstein et al., 2009;
Muiioz, 2013).

El papel de nitrocelulosa (NC) es cortado y cuadriculado (cada cuadro es de lem?,
enseguida, se colocé en cada cuadro SpL de AST dejandose incubar por 24 hs a
temperatura ambiente, trascurrido este tiempo el papel de NC se dejoé incubando 18
hs en agitacion lenta y constante en PBS-leche al 3% (3g de leche descremada en
polvo en 100 mL de PBS), a continuacién el papel de NC se lavo dos veces en
agitacion constante durante 15 min en solucién de PBS-Tween al 0.05% (7.5 ml de
Tween 20 mas 1.5 L de PBS). Después, se colocd 10 pL de cada sueros problema y
controles (positivo y negativo), diluidos 1:100, se volvié a incubar con leche al 3%
pero esta vez durante 90 min a temperatura ambiente y agitacion lenta y constante, al
término de los 90 minutos se lavo dos ocasiones durante 15 min cada una con PBS-

Tween y un tercer lavado con PBS durante el mismo tiempo. El siguiente paso fue
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colocar 10pL del segundo Ac (anti-IgG de rata conjugado con peroxidasa) diluido
1:1000 en PBS-leche al 3 %, el cual también se incub6 durante 90 min en agitacion
constante en PBS-leche al 3%, siguiendo el protocolo se pasé a realizar dos lavados
més con PBS-Tween y uno con PBS de 15 min. Finalmente el papel de NC se reveld
con 3,3’diamino-benzidina (50mg en 100ml de PBS), agregandole 10pL de perdxido
de hidrégeno (H»O,), posteriormente se lavo el papel de NC por dos ocasiones con

agua destilada, dejandose secar a temperatura ambiente (Aguilar et al., 2000).

7.17 Técnica inmunoelectrotransferencia (IET).
Esta técnica es de alta sensibilidad determinacién de tipo de inmunoglobulinas IgG,

IgA e IgM y policlonal (IgA, IgM e IgG) de los diferentes tipos de sangrados.

El producto que se obtuvo del corrimiento en gel de poliacrilamida se transfiri6 a
papel de NC, de acuerdo a lo descrito por (Towbin y Sthanlin, 1979), utilizando la
camara de Transblot- Cell (Bio-Rad)® a 35 V, durante toda la noche a 4°C.

El papel de NC fue teflido con fastgreen (verde rapido) por 5 min. con agitacion
constante, se retird el colorante y se decolor6 en agua destilada, para verificar
transferencia de las proteinas, se dejo secar y se cortaron las tiras del ancho

aproximado de cada carril (0.5 cm).

Transcurrido lo anterior, se procedi6 a cubrir cada tira con una solucién de PBS-
leche en polvo al 3% y azida de sodio al 0.15% a 4°C, con agitacién constante por
toda la noche. Enseguida se lavaron 3 veces por 10 min. con PBS, se continu6 con la
incubacién por 1.5 h con los sueros de las ratas en una dilucion de 1:100 en PBS-
leche en polvo al 3% a 37°C con agitacién constante, posteriormente se lavaron en
dos ocasiones con PBS-Tween 20 al 0.3% por 10 min. y tres mas con PBS otros 10
min. A continuacién se incubd con el segundo anticuerpo Anti-IgG de ratas,
conjugado con peroxidasa 1: 2000 PBS-leche en polvo al 3% por 1 h., a temperatura
ambiente, con agitacion, después se lavaron 2 veces con PBS-Tween 20 al 3% vy se

enjuagd con PBS, por 10 min.
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El patrén de Bandeo de cada tira se revel6 con 3,3” di amino — benzidina (DAB), 50
mg en 100 mL de PBS, usando, como sustrato, peréxido de hidrégeno al 37 %
(Towbin y Sthanlin, 1979).

7. 18 Técnica inmunofluorescencia (IFI).

Es una técnica que detecta complejos antigeno-anticuerpo usando anticuerpos anti-
inmunoglobulina rata marcados con colorantes fluorescentes como el isotiocianato de
fluoresceina. Estas sustancias al ser excitadas con luz de longitud de onda del rango
ultravioleta 190-380nm, emiten luz visible que se observa como fluorescente en un
microscopio de fluorescencia. Esta técnica es de sensible determinacion de
Inmunoglobulinas del tipo IgG, IgA e IgM, que nos permite definir la localizacién en

la Ll de T. spiralis.

La técnica se implementa en fase liquida, en un ependorf se colocan 15uL de larvas
de T. spiralis obtenidas por digestion artificial, lavadas anteriormente en una
solucién de PBS-Twen al 5%, con 1000uL de PBS, se realizaron tres lavados por 5
minutos, se extraen 900uL de PBS en el ultimo lavado y se incuba por 45min con
20uL del primer anticuerpo (suero problema), se hacen tres lavados mds por 5
minutos con PBS y se incuba 45min més con 40pL del segundo 1 pL de anticuerpo
en 1000pL de PBS, se hacen tres lavados, se coloc6 en un portaobjetos
aproximadamente 1L, se cubrié con portaobjetos y se examino en el microscopio de
fluorescencia. Si la reaccidn es positiva, se producira la formacion del complejo

antigeno-anticuerpo (Venturiello et al., 1998).

7.19 Modelo estadistico.

El modelo lineal estadistico fue un disefio experimental completamente al azar, los

factores bajo estudio fueron:

Factor A: técnica, que tendra 3 niveles (1)- Digestién artificial (2)- Observacién en
Compresion de tejido(3)- Hematoxilina-Eosina.

Factor B: infeccion con 8 niveles a ensayar.

a) ratas control sano (CS).

b) ratas control infectado (CI).

c) ratas infectadas e inmunizadas con 4 dosis a los 7 dias.
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d) ratas infectadas e inmunizadas con 4 dosis a los 14 dias ratas infectadas e
inmunizadas con 4 dosis a los 2 meses y medio.

f) ratas inmunizadas con 4 dosis y retadas a los 7 dias.

g) ratas inmunizadas con 4 dosis y retadas a los 14 dias.

h) ratas inmunizadas con 4 dosis y retadas a los 2 meses y medio resultando 24

tratamientos por ensayar.

El modelo lineal asociado al disefio de tratamientos expuesto, sera de la

siguiente forma: Yi=M+A; (vi) +B;(yx) +AB;(Y1)+Eijk

Donde:
Yii= Valor observado en la k-esima repeticion, del j-€simo nivel del factor B
(infeccion) para el i-ésimo nivel de factor A (técnica).
M= Media general de todo experimento.
A= efecto del i-ésimo nivel del factor A.
Bi= Efecto del j-ésimo nivel del factor B.
1i= Efecto de la K-ésima especie
Aifj= Efecto de la interaccion entre el j-ésimo nivel del factor B con el I-ésimo nivel
del factor A.
&ijk= Error aleatorio asociado a la k-ésima repeticion del j-€simo nivel del factor B

con el I-ésimo nivel del factor A.
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8. RESULTADOS

En el presente estudi6 se analizaron un total de 42 murinos hembras, 36 de la cepa
long evans de los cuales 30 se dividieron en 6 grupos: control sano, control
infectado, inmunizado via parenteral y retados, infectados e inmunizados via
parenteral, inmunizados via sublingual y retados e infectados e inmunizados via
sublingual, y 6 para la elaboracion del inmunogeno de 45 kDa, ademés se utilizaron
6 ratones de la cepa BALB/c para corroborar si el ciclo de vida en los grupos

experimentales era reproducible.

Para la obtenciéon de la proteina de 45 kDa, primeramente se obtuvo el AST por
medio de digestién artificial de musculos infectados con 7. spiralis, ocurrié un
rompimiento de cuticula y vaciado del contenido antigénico por medio de nitrégeno
liquido y macerado de LI, se realizé la determinacion de proteinas por el método de
Bradford (Tabla 10 y Fig. 6), teniendo una concentracion de 13.8 ug/uL, el AST fue
sometido a corrimiento electroforético para la elucion de la proteina de 45 kDa, esta
fue fraccionada y dializada para la eliminaciéon de contaminantes, a la proteina
dializada se le realizé6 nuevamente la determinacion de proteinas para su posterior

administracion, teniendo una concentracion de 5.1pug/pL.

Tabla 10.

Absorbancia en determinacién de proteina de AST por método de Bradford

e S Ry SETEE

— e

5| 0.032 | 0.041 0.066 | 0.032 0.641 0.0365 0.0365

10| 0.129 0.1 0.107 0.1 0.107 0.1035 0.1035
20| 0.157 0.151 0.18 0.157 0.151 0.154 0.154
30| 0.234 0.131 0.233 0.234 0.233 0.2335 0.2335
40| 0.239 | 0.201 0.224 0.312 0.224 0.268 0.268
50| 0.376 | 0.325 0.368 0.376 0.368 0.372 0372

60| 0.451 0.51 0.434 0.451 0.434 0.4425 0.4425
70| 0.509 | 0.469 0.498 0.509 0.498 0.5035 0.5035
80| 0.571 0.554 0.503 0.571 0.554 0.5625 0.5625

)



y=0.006x+0.017
R*=0.9%4

0.5

0.4

0.3 =4=Curva ASB
—— Lineal (Curva ASB)

0.2

Absorbancia(nm)

0.1

0 20 40 60 80 100

Concentraciénde proteina (mg/ mL)

Figura 7. Griéfica de curva de absorbancia en determinacién de proteina de AST por método de
Bradford

En el laboratorio de Biologia Celular y Microbiologia de la Universidad Autonoma
de Zacatecas como parte de una tesis de Doctorado se obtuvo la secuencia proteica
por medio del software ProteinLinx Global Server (PLGS), posteriormente se hizo
con un nuevo método de proceso usando la base de datos especifica de Trichinella
spiralis, esta a su vez fue obtenida de la Universal Uniprot-SwissProt. A través de
este analisis afirmaron que los péptidos identificados (Fig. 7), tienen mas del 95% de
confiablidad y masas exactas menores a 10ppm. Se realizo el procesamiento de datos
del cromatograma obtenido este fue exportado al servidor para ser procesado con el

software PLGS vers 2.4 (Chavez, 2013).
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MFSITLNLFI IAFVNFQLCT CSTDNENVAM KEMTFSVPIS VLQNERQFDE
NKLKKLLKPL

70 80 90 100 110 120
GKLYKTPSDK GIPISRTEAT LSVEKMMVEL NRLIQKEYSF LYKQYQKLKT

VQQAEKCDDT

130 140 150 160 170 180
TNVYTVTILQN TDCESKPIIE GSPATNCSDV ENKHPLSCSI LSKVASAEEK
IOGAYCSVHL

190 200 210 220 230 240

EESFPKKKSI CKLSRYPGEE KFKTFVPEDV SSWFHDAIVY VPTGNRPQSN
SKHSNNYRGR

250 260 270 280 290 300
QGIAGLGMLP HLGAVQMNVV TIFRKNGKTT EVLSLINAND SIEIPKVFVT NPIQKPFGDE

310 320 330 340 350 360
IDRILRKAFD TMELSNSDKE  DEKLQELYNAT ISTKVKHRAT PYDTDDAYVI

TEVAGVFDEN

370 380 390 400 410
KEHIGSIDKF PSDGNLQIGW KEADKSALRL KRFAKPPKGF FQHVFSELQL LF

Fig. 8. Secuencia total obtenida del antigeno obtenido en el Laboratorio de Biologia Celular y
Microbiologia, UAZ

Dentro de esta secuencia que encontraron en la base de datos dos proteinas con

secuencias semejantes a las que encontraron en la muestra procesada.

Tabla 11.
Caracteristicas de las proteinas obtenidas (Chavez, 2013)

PM 45940 46607
No. Péptidos 31 péptidos 21 péptidos
Multi cystatin like

domain protein OS 53kDa excretory

Trichinella spiralis | secretory antigen OS
GNmcd 1 PE2SV | Trichinella spiralis
Descripcion 1 GN gp53 PE2SV 1
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Antes de la realizacion de estas, cada uno de los sueros fueron examinados por medio
de microinmunodifusion, técnica diagndstica que nos arroja la interaccion antigeno-
anticuerpo con altas concentraciones de inmunoglobulinas, donde se pudo observar
que a partir del dia 28 postinfeccion en el grupo control infectado se presenta la
interaccion antigeno-anticuerpo, en los grupos que fueron inmunizados por diferentes
vias y retados al terminar el esquema no hubo interaccién hasta el reto, sin embargo
en los grupos que fueron infectados y después inmunizados la interaccion antigeno-
anticuerpo ocurri6 a partir de los 28 dias después de la infeccion, como se muestra en

la Tabla 12 y en la Figura 10.

Fig 9. Microinmunodifusién y esquema representativo de la interaccion Ag-Ac
a (grupos 4 y 6, infectados e imunmizados por via sublingual y via parenteral, 1) 21 dias PI, 2) 28 dias
grupo 4; 4) 21 dias, 5) 28 dias grupo 6), b (grupos 1y 2, control sano y control infectado, grupo
control infectado: 1) 21 dias PI, 2) 28 dias PI, 3) al sacrificio; control sano 4) 21 dias, 5) 28 dias)

= Ko pd
6 o
o‘ o O
5 4
o O
b

Fig 10. Microinmunodifusién y esquema representativo de la interaccion Ag-Ac
a(grupo 3, inmunizado via parenteral y retado: 6) 0 dias, 1) 7 dias, 2) 14 dias, 3) 21 dias, 4) al
sacrificio), b (grupo 5, inmunlizado via sublingual y retado: 2) 0 dias, 3) 7 dias, 4) 14 dias, 5) 21 dias

y 6) al sacrificio.
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Tabla 12. Interaccién Ag-Ac por medio de microinmunodifusion
(sueros obtenidos en los diferentes tiempos de infeccion (CI) e inmunizaciones
(experimentales), donde — significa que no hubo interaccion y + hubo interaccion
Ag-Ac).

0 dias | 7 dias | 14 (iias 21 dias

1 Control sano - - - -

2 Control infectado i s 4 4

3 Inmunizacion parenteral — reto - - - -

Infeccion - Inmunizacion
4 parenteral + + + +

3 Inmunizacién sublingual — reto - - - -

Infeccidn - Inmunizacion
6 sublingual s 4+ & il

Dentro de los objetivos 1, 2 y 3. Evaluacién y comparaciéon de la cinética de la
respuesta inmune en animales a los cuales se les administré el inmunégeno de 45
KDa via sublingual y via parenteral y se retaron con LI de T. spiralis, por medio
de las técnicas de Dot Elisa, Inmunoelectrotransferencia, Inmunofluorescencia,
para determinar los anticuerpos de clase IgG, IgM e IgA y un policlonal (IgA,
IgM e IgG) en el caso de inmunoelectrotransferencia e inmunoflorescencia, se

obtuvieron los siguientes resultados:

Los sueros de los grupos experimentales fueron sometidos por la técnica de Dot-
ELISA para identificar a lo largo de las diferentes inmunizaciones las
inmunoglobulinas presentes: IgG, IgM e IgA, por la cual se pudo observar que en el
grupo sano no hubo una interaccién con ninguna de las inmunoglobulinas (Fig.),
mientras que el control infectado a las 6 semanas PI dio positivo por IgG y negativo
por IgM e IgA, mientras que los grupos controles infectados a partir de las 24h PI se

presentan positivos por las tres diferentes inmunoglobulinas (Tabla 13).
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Tabla 13.
Interaccién Ag-Ac por dot-Elisa del grupoe sano y grupo control infectado a
diferentes tiempos
(CS-control sano, CI-control infectado. PBS-Solucién salina con fosfatos)

1 0 PBS IgG

2 CS Sin tratamiento IgG -
3 CI 6 semanas postinfeccion IgG +
4 CI 24 horas postinfeccion IgG +
5 CI 15 dias postinfeccion IgG 3
6 CI 24 dias postinfeccion IgG +
7 CI ~ 32 dias postinfeccion IgG #
8 0 PBS IgM -
9 CS Sin tratamiento IgM -
10 CI 6 semanas postinfeccion IgM -
11 B 24 horas postinfeccion IgM &
12 cl 15 dias postinfeccion IgM L
13 Cl 24 dias postinfeccion IeM +
14 CI 32 dias postinfeccion IgM +
15 0 PBS IgA -
16 CS Sin tratamiento IgA -
17 ¢l 6 semanas postinfeccion IgA -
17 CI 24 horas postinfeccion IgA +
19 & | 15 dias postinfeccion IgA ok
20 CI 24 dias postinfeccion IgA +
21 CI 32 dias postinfeccion IgA +

Fig 11. Dot-Elisa del grupo sano y grupo controlinfectado a diferentes tiempos
(realizados con IgG, IgM e IgA a una dilucién de 1:1000 (PBS: solucién buffer fosfato salino; CS:
control sano; CI: control infectado; 24PI: 24 horas post-infeccién; 15dPI: 15 dias post-infeccion;
28dPI: 28 dias post-infecion y 32dPI: 32 dias post-infeccion)).

Dot-Elisa para los diferentes grupos experimentales (grupo 3, 4, 5 y 6) con IgG
mostro una reaccion positiva desde 24h después de la primera inmunizacién en cada

uno de los grupos y a lo largo de los tratamientos (Fig. 12 y Tabla 14).
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Gpo 3
Gpo4

Gpo S
Gpo 6

Fig 12. Dot-ELISA de los grupos 3, 4, 5y 6 realizadas con IgG
(dilusién de 1:1000 (PBS: solucion buffer fosfato salino; CS: control sano; CI: control infectado;
24h1: 24 horas post-primera inmunizacion; 2da: segunda inmunizacion; 24h2: 24 horas post-2da
inmunizacion; 3ra: tercera inmunizacién; 24h3: 24 horas post-tercera inmunizacion; 4ta: cuarta
inmunizacién; Sac: sacrificio)).

Tabla 14.
Interaccion Ag-Ac por Dot-Elisa del grupo sano y grupo control infectado a
diferentes tiempos
(CS-control sano, Cl-control infectado. PBS-Solucion salina con fosfatos, InmP-

Inmumzacnon parentcral y reto, InfP-Infeccion e 1nmun1za01on parcnteral InmS-
: ;

1 0 PBS IgG
2 CS Sin tratamiento IgG -
3 1 6 semanas postinfeccion IgG +
4 InmP 24h 1ra inmunizacion IgG +
5 InmP 2da inmunizacion IgG +
6 InmP 24h 2ra inmunizacion IgG +
7 InmP 3ra inmunizacion IgG +
8 InmP 24h 3ra inmunizacion IgG +
9 InmP 4ta inmunizacién IeG +
10 InmP Sacrificio IeG +
11 0 PBS IeG -
12 Cs Sin tratamiento IgG -
13 ClI 6 semanas postinfeccion IgG +
14 InfP 24h 1ra inmunizacion IeG +
15 InfP 2da inmunizacién IgG +
16 InfP 24h 2ra inmunizacion IgG +
17 InfP 3ra inmunizacion IgG +
17 InfP 24h 3ra inmunizacion IeG +
19 InfP 4ta inmunizacidn IgG +
20 InfP Sacrificio IgG +
21 0 PBS IgG =
22 CS Sin tratamiento IgG -
23 CI 6 semanas postinfeccion IeG +
24 InmS 24h 1ra inmunizacion IgG +
25 InmS 2da inmunizacion IgG +
26 InmS 24h 2ra inmunizacion IgG +
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27 InmS 3ra inmunizacién IgG +
28 InmS 24h 3ra inmunizacion 1gG +
29 InmS 4ta inmunizacion IgG +
30 InmS Sacrificio IeG +
31 0 PBS IeG B
32 CS Sin tratamiento IgG -
3 Cl 6 semanas postinfeccion IgG +
34 InfS 24h Ira inmunizacién IgG +*
38 InfS 2da inmunizacion 1gG i
36 InfS 24h 2ra inmunizacién IgG +
37 InfS 3ra inmunizacion IgG +
38 InfS 24h 3ra inmunizacion IgG +
39 InfS 4ta inmunizacion IgG +
40 InfS Sacrificio IgG +

Los sueros analizados del grupo 3 (inmunizado via parenteral y retado con 500LI)
con IgM e IgA fueron positivos desde la primera inmunizacion por las dos
inmunoglobulinas y se mantuvo durante cada una de las administraciones

parenterales (Fig 13 y Tabla 15).

Fig. 13. Dot-ELISA realizada a los sueros de los murinos del grupo 3
(inmunizado via tradicional y retado con 500 LI, con IgM e IgA con una dilucién de 1:1000).

Tabla 15.
Interaccién Ag-Ac por dot-Elisa del grupo 3 a diferentes tiempos
(CS-control sano, Cl-control infectado. PBS-Solucion salina con fosfatos, InmC-
Inmunizacion parenteral y reto)

1

2 0 PBS IgA 5
3 CS Sin tratamiento IgM -
4 CS Sin tratamiento IgA -
5 CI 6 semanas postinfeccion IgM +
6 8 | 24 dias postinfeccion IgA +
7
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8 InmP 24h 1ra inmunizacion IgM .3
9 InmP 2da inmunizacion IgM H
10 InmP 24h 2ra inmunizacion [gM +
11 InmP 3ra inmunizacién IgM +
12 InmP 24h 3ra inmunizacion IgM +
i3 InmP 4ta inmunizacion IgM s
14 InmP Sacrificio IgM .3
15 InmP 24h 1ra inmunizacion IgA +
16 InmP 2da inmunizacién IgA +
L7 InmP 24h 2ra inmunizacién IgA +
17 InmP 3ra inmunizacion IgA +
19 InmP 24h 3ra inmunizacion IgA +
20 InmP 4ta inmunizacion IgA +
21 InmP Sacrificio IgA +

Fig. 14. Dot-ELISA realizada a los sueros de los murinos del grupo 4
infectado con 500 LI e inmunizado via tradicional, con IgM e IgA con una dilucién de 1:1000.

Tabla 16.
Interaccion Ag-Ac por dot-Elisa del grupo 4 a diferentes tiempos
(CS-control sano, CI-control infectado. PBS-Solucion salina con fosfatos, InfC-
Infeccidn e inmunizacion parenteral)

1 0 PBS IgM -
2 0 PBS IgA -
5 CS Sin tratamiento IgM -
4 CS Sin tratamiento IgA -
5 £1 6 semanas postinfeccion IgM +
6 Cl 24 dias postinfeccién IgA +
7

8 InfP 24h lra inmunizacion IgM +
9 InfP 2da inmunizacion IgM +
10 InfP 24h 2ra inmunizacion IgM +
11 InfP 3ra inmunizacion IgM +
¥ InfP 24h 3ra inmunizacion IgM +
13 InfP 4ta inmunizacion IgM +
14 InfP Sacrificio IgM +
15 InfP 24h 1ra inmunizacion IgA +
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16 InfP 2da inmunizacion IgA +
¥ InfP 24h 2ra inmunizacion IgA +
17 InfP 3ra inmunizacion IgA +
19 InfP 24h 3ra inmunizacion IgA +
20 InfP 4ta inmunizacion IgA +
21 InfP Sacrificio IgA +

IeM IgA

{1gM

IgA

Fig. 15. Dot-ELISA realizada a los sueros de los murinos del grupo 5
(inmunizado via sublingual y retado con 500 LI, con IgM e IgA con una dilucién de 1:1000).

Tabla 17.
Interaccion Ag-Ac por dot-Elisa del grupo S a diferentes tiempos
(CS-control sano, Cl-control infectado. PBS-Solucion salina con fosfatos, InmS-
Inmunizacién sublingual y reto)

1

2

3 CS Sin tratamiento IgM -
4 CS Sin tratamiento IgA -
5 CI 6 semanas postinfeccion IgM +
6 CI 24 dias postinfeccion IgA +
7

8 InmS 24h 1ra inmunizacion IgM +
g InmS 2da inmunizacion IgM +
10 InmS 24h 2ra inmunizacién IgM +
11 InmS 3ra inmunizacion IgM +
12 InmS 24h 3ra inmunizacion IgM +
13 InmS 4ta inmunizacion IgM +
14 InmS Sacrificio IgM +
15 InmS 24h lra inmunizacion IgA +
16 InmS 2da inmunizacion IgA +
L7 InmS 24h 2ra inmunizacion IgA +
17 InmS 3ra inmunizacion IgA +
19 InmS 24h 3ra inmunizacién IgA +
20 InmS 4ta inmunizacion IgA +
21 InmS Sacrificio IgA +
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IgM IgA

IgM
IgA

Fig. 16. Dot-ELISA realizada a los sueros de los murinos del grupo 6
(infectados con 500 LI e inmunizado via sublingual, con IgM e IgA con una dilucién de 1:1000.

Tabla 18.
Interaccion Ag-Ac por dot-Elisa del grupo 6 a diferentes tiempos
(CS-control sano, Cl-control infectado. PBS-Solucion salina con fosfatos, InfS-
Infeccion e Inmunizacion sublingual)

1 0 PBS IgM
2 0 PBS IgA -
3 CS Sin tratamiento IgM -
4 CS Sin tratamiento IgA -
5 CI 6 semanas postinfeccion IgM +
6 cl 24 dias postinfeccion IgA +
7
8 InfS 24h 1ra inmunizacion IgM +
9 InfS 2da inmunizacién IgM +
10 InfS 24h 2ra inmunizacion IgM +
11 InfS 3ra inmunizacion IgM +
12 InfS 24h 3ra inmunizacion IgM +
13 InfS 4ta inmunizacion IgM +
14 InfS Sacrificio IgM +
15 InfS 24h 1ra inmunizacion IgA +
16 InfS 2da inmunizacién IgA +
17 InfS 24h 2ra inmunizacién IgA +
17 InfS 3ra inmunizacioén IgA +
19 InfS 24h 3ra inmunizacion IgA +
20 InfS 4ta inmunizacion IgA +
21 InfS Sacrificio IgA +

Para la evaluacién de las proteinas identificadas en cada uno de los sueros a los
diferentes tiempos de los grupos experimentales se realizo la técnica de
inmunoelectrotransferencia, con inmunoglobulinas de tipo IgA, IgM e IgG y ademas

se utilizo un anticuerpo policlonal (IgA, IgM e IgG).
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Fig. 17. Inmunoelectrotransferencia de los sueros obtenidos de grupos experimentales con

anticuerpo IgA.

1 (control sano), 2 (CI, 24h PI), 3 (CI, 7d PI), 4 (CI, 15d PI), 5 (CI, 21d PI), 6 (CL, 28 d PI), 7 (InmP-
Inf 1ra), 8 (InmP-Inf, 2da), 9 (InmP-Inf 3ra), 10 (InmP-Inf4ta), 11 (InmP-Inf sacrificio), 12 (Inf-InmP
1ra), 13 (Inf-InmP 2da), 14 (Inf-InmP 3ra), 15 (Inf-InmP 4ta), 16 (Inf-InmP sacrificio), 17 (InmS-Inf
1ra), 18 (InmS-Inf 2da), 19 (InmS-Inf 3ra), 20 (InmS-Inf 4ta), 21 (InmS-Inf sacrificio), 22 (Inf-InmS
1ra), 23 (Inf-InmS 2da), 24 (Inf-InmS 3ra), 25 (Inf-InmS 4ta), 26 (Inf-InmS sacrificio).

Las inmunoglobulinas detectadas por western blot con IgA anti-T. spiralis de los
sueros obtenidos en cada una de las inmunizaciones (Fig. 17), observandose que en
lo que respecta el control infectado (del nimero 2 al 6) se puede observar que desde
los 7 dias ya se presentan algunas bandas proteicas, sin embargo el triplete
caracteristico se presenta a partir de los 15 dias PI (banda 4), en las del grupo 3
(inmunizado via parenteral y retado) a partir de la segunda inmunizacion (banda 8) se
puede apreciar una banda de aproximadamente 67 kDa y hasta el reto es donde se
presenta el triplete caracteristico de proteinas, en el grupo 4 (infectado e inmunizado
via parenteral) se presenta el triplete caracteristico desde la infeccién y en cada una
de las inmunizaciones, en el grupo 5 (inmunizado via sublingual y retado) se puede
observar desde la 2da inmunizacion una banda de 19 kDa y la de 67 kDa y en el
grupo 6 (infectado e inmunizado via sublingual) se pude observar el triplete desde la

infeccidn.
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Fig. 18. Inmunoelectrotransferencia de los sueros obtenidos de grupos experimentales con

anticuerpo IgM.

1 (control sano), 2 (CI, 24h PI), 3 (CI, 7d PI), 4 (CI, 15d PI), 5 (CI, 21d PI), 6 (CI, 28 d PI), 7 (InmP-
Inf Ira), 8 (InmP-Inf, 2da), 9 (InmP-Inf 3ra), 10 (InmP-Inf 4ta), 11 (InmP-Inf sacrificio), 12 (Inf-InmP
Ira), 13 (Inf-InmP 2da), 14 (Inf-InmP 3ra), 15 (Inf-InmP 4ta), 16 (Inf-InmP sacrificio), 17 (InmS-Inf
Ira), 18 (InmS-Inf 2da), 19 (InmS-Inf 3ra), 20 (InmS-Inf 4ta), 21 (InmS-Inf sacrificio), 22 (Inf-Inm$S
Ira), 23 (Inf-InmS 2da), 24 (Inf-InmS 3ra), 25 (Inf-InmS 4ta), 26 (Inf-InmS sacrificio).

En la Fig. 18, podemos observar las bandas proteicas con IgM anti-T. spiralis, a
partir de los 7 dias en el control infectado se observa ya una banda de
aproximadamente 67kDa (banda 3) y a partir de los 15d PI hasta los 28d ya se
observa el triplete caracteristico, una proteina de 67kDa y antes de los 28d PI una de
19kDa aproximadamente, en el grupo 3 (inmunizado via parenteral) no se identifican
bandas proteicas hasta la 4ta inmunizacion se ven algunas bandas (banda 10), y hasta
el reto se identifica el triplete caracteristico, en el grupo 4 (infectado e inmunizado
via parenteral) el triplete caracteristico fue identificado desde la infeccién hasta cada
una de las inmunizaciones, presentdndose también una proteina de mads alto peso

molecular.
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Fig. 19. Inmunoelectrotransferencia de los sueros obtenidos de grupos experimentales con

anticuerpo IgG.

1 (control sano), 2 (CI, 24h PI), 3 (CI, 7d PI), 4 (CI, 15d PI), 5 (CI, 21d PI), 6 (CI, 28 d PI), 7 (InmP-
Inf Ira), 8 (InmP-Inf, 2da), 9 (InmP-Inf 3ra), 10 (InmP-Inf4ta), 11 (InmP-Inf sacrificio), 12 (Inf-InmP
Ira), 13 (Inf-InmP 2da), 14 (Inf-InmP 3ra), 15 (Inf-InmP 4ta), 16 (Inf-InmP sacrificio), 17 (InmS-Inf
Ira), 18 (InmS-Inf 2da), 19 (InmS-Inf 3ra), 20 (InmS-Inf 4ta), 21 (InmS-Inf sacrificio), 22 (Inf-InmS
Ira), 23 (Inf-InmS 2da), 24 (Inf-InmS 3ra), 25 (Inf-InmS 4ta), 26 (Inf-InmS sacrificio).

La inmunoelectrotransferencia realizada con la IgG (Fig. 19) a partir de los 15d PI en
el control infectado (banda 4) se puede observar que ya hay IgG anti-T. spiralis
donde se pueden observar las proteinas de 45, 48 y 53kDa caracteristicas de la
infeccién y una banda de menor peso molescular, en el grupo control sano (banda 1)
y del control infectado hasta los 7d PI no hay una identificacién de anticuerpos
(bandas 2 y 3), respecto al gfupo inmunizado via sublingual fue hasta el reto cuando
se identificaron anticuerpos IgG, mientras que por la via parenferal a partir de la 3ra
inmunizacién ya se visualizaron, asi como en el infectado e inmunizado via

parenteral, grupo 5 (bandas 12-13) y en el grupo 6.

18D 21122 24125

Fig. 20. Inmunoelectrrotransferencia de los sueros obtenidos de grupos experimentales con
anticuerpo policlonal (IgA,
IgM e IgG).

65




1 (control sano), 2 (CI, 24h PI), 3 (CI, 7d PI), 4 (CI, 15d PI), 5 (Cl, 21d PI), 6 (CI, 28 d PI), 7 (InmP -

Inf Ira), 8 (InmP-Inf, 2da), 9 (InmP-Inf 3ra), 10 (InmP-Inf 4ta), 11 (InmP-Inf sacrificio), 12 (Inf-InmP

Ira), 13 (Inf-InmP 2da), 14 (Inf-InmP 3ra), 15 (Inf-InmP 4ta), 16 (Inf-InmP sacrificio), 17 (InmS-Inf

Ira), 18 (InmS-Inf 2da), 19 (InmS-Inf 3ra), 20 (InmS-Inf4ta), 21 (InmS-Inf sacrificio), 22 (Inf-InmS
Ira), 23 (Inf-InmS 2da), 24 (Inf-InmS 3ra), 25 (Inf-InmS 4ta), 26 (Inf-InmS sacrificio).

Después de realizarse la inmunoelectrotransferencia por cada una de las
inmunoglobulinas se realizé la identificacion de anticuerpos (IgA, IgM e IgG) (Fig.
20) donde se identifico en a mayoria de las bandas, anticuerpos, con excepcion del
control sano (banda 1) y del control infectado a las 24h PI (banda 2), pero en todos se
identificaron bandas proteicas unas con menos intensidad, donde claro se ve un
bandeo caracteristico es en el control infectado a los 21 y 28d PI (banda 5 y 6) en los
grupos infectados e inmunizados por ambas vias (banda 10-14 y 20-25), .
presentindose tanto el triplete caracteristico como proteinas de 67kDa y 19kDa

aproximadamente.

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Los sueros de murinos obtenidos en los diferentes tiempos de las inmunizaciones y
grupos fueron analizados por medio de inmunofluorescencia indirecta en microcopio
confocal con IgA, IgM, IgG y policlonal (IgA, IgM, e IgG), donde se pudo observar
la interaccion de los anticuerpos presentes, en base a los controles negativos y
positivos, y como se ha llevado a cabo en cortes histologicos por otros autores, los
sueros que marcaban una fluorescencia en la cuticula y esticosoma son determinados
como positivos y en los que no habia fluorescencia o solo se presentaba en el

esticosito se clasificaron como negativas (Tabla 19).
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G228dM

G265G

Fig. 21. Inmunofluorescencia en sueros de grupo 1 (control sano) y grupo 2 (control infectado)
G1(Grupo 1), G2 (Grupo 2), 24h (24 horas PI), 15d (15 dias PI), 28d (20 dias PI), 6s (6 semanas PI),
A (IgA), M (IgM), G (IgG), P ( Policlonal: IgA, IgM, IgG).

Tabla 19.
Resultados de inmunofluorescencias del grupo 1 (Control sano) y grupo 2

(Control infectado) Fig. 21 negativo (-), positivo (+).

GIA (- GIM () GIG (- GIP (-
G224bA  (-) | G224tM () G224hG  (~) G24hP (-
G215dA (~) | G215M () G215dG (9 G215dP (4
G2284A (-) | G228dM (9 G228dG (9 G228dP (9
G26sA  (-) | G26sM () G26sG (4 G6sP (4
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Fig. 22. Inmunofluorescencia en sueros de grupo 3 (inmunizado via parenteral y retado)

G3 (Grupo 3), 1 (primera inmunizacién), 2 (segunda inmunizacién), 3 (tercera inmunizacion), 4
(cuarta inmunizacién) s (sacrificio), A (IgA), M (IgM), G (IgG), P ( Policlonal: IgA, IgM, IgG).

Tabla 20.
Resultados de inmunofluorescencias del grupo 3 (inmunizado via parenteral y

retado), Fig. 22 negativo (-), positivo (+).

G3l1A () G3IM (-) G31G (-) G31P (+)
G32A (+) G32M (#) G32G  (-) G32P (+)
G33A (=) G33M  (#) G33G (1) G33P (+)
G34A () G3dM (+) G34G () G34P (+)
G3sA () G3sM  (+) G3sG () G3sP (+)
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Fig. 23. Inmunofluorescencia en sueros de grupo 4 (infectados e inmunizado via parenteral)

G4 (Grupo 4), 1 (primera inmunizacion), 2 (segunda inmunizacion), 3 (tercera inmunizacion), 4
(cuarta inmunizacion), s (sacrificio), A (IgA), M (IgM), G (IgG), P ( Policlonal: IgA, IgM, IgG).

Tabla 21.

Resultados de inmunofluorescencias del grupo 4 (infectados e inmunizado via

parenteral), Fig. 23 9, negativo (-), positivo (+).

G4lA (- G{M (9 G41G (9 G4lP (9
G#ZA (9 G2M (D G42G (9 G42P (4
GHBA (9 G#M (1) G43G (¥ G43P ()
G#A (1) G#M (1) G44G (9 G44P (0
GdsA (4 GssM () GasG () GasP ()
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Fig. 24. Inmunofluorescencia en sueros de grupo 5 (inmunizado via sublingual y retados)

G5 (Grupo 5), 1 (primera inmunizacién), 2 (segunda inmunizacion), 3 (tercera inmunizacion), 4

(cuarta inmunizacién), S (sacrificio), A (IgA), M (IgM), G (IgG), P ( Policlonal: IgA, IgM, IgG).

Tabla 22.
Resultados de inmunofluorescencias del grupo 5 (inmunizado via sublingual y

retados), Fig. 24 negativo (-), positivo (+).

G51A () G5IM (- G51G () G51P (9
G52A (=) Gs2M (- G52G () G52P (9
G53A (D G53M (- G53G (1 G53P (9
G54A (D) G4M (9 G4G (0 G54P (9
G5SA (M) G5SM (%) G5SG (9 G5SP (9
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Fig. 25 Inmunofluorescencia en sueros de grupo 6 (infectados e inmunizado via sublingual)
G6 (Grupo 6), 1 (primera inmunizacién), 2 (segunda inmunizacién), 3 (tercera inmunizacién), 4

(cuarta inmunizacion), s (sacrificio), A (IgA), M (IgM), G (IgG), P ( Policlonal: IgA, IgM, IgG).

Tabla 23.
Resultados de inmunofluorescencias del grupo 6 (infectados e inmunizado via

sublingual), Fig. 25 negativo (-), positivo (+).

G61A () G6IM  (+) G61G (1) G61P (+)
G62A () G62M () G62G (4 G62P ()
G63A (9 G6M (4 G63G (%) G63P ()
G64A (4 G64aM (9 G64G () G64P (1)
G6sA () G6sM (9 G6sG  (+) G6sP (4

71



Objetivo 4. Comparacion de las modificaciones morfolégicas y Ia viabilidad de
la célula nodriza en murinos tratados con el inmunégeno de 45kDa por medio

de Compresion de Tejido y Hematoxilina-Eosina.

La compresion de tejido realizada en musculos (Diafragma, masetero, lengua,
intercostal y pierna) de los diferentes grupos experimentales dio como resultado en el
control sano (Fig. 26) ausencia de LI de T. spitalis, en el control infectado (Fig. 27)
LI con su morfologia caracteristica, bien enrolladas, con una cuticula de colageno

bien formada, y al ser tefiida con azul de tripano (Fig. 27 B) se aprecian las LI sin

tefir.

Fig. 26. Corte histolégico analizado por compresién de tejido de grupo 1 (control sano)
A) Sin teflir B) Tenido con azul de tripano.

Fig. 27. Corte histolégico analizado por compresion de tejido de grupo 2 (control infectado)
A) Diafragma, B) corte de diafragma infectado y teflido con azul tripano para evaluar viabilidad,
tomado 10x amplificado zoom .
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En los grupos experimentales se aprecio una disminucion en la concentracion de LI
por campo, en el grupo 5 (inmunizado via sublingual) se aprecia oscurecimiento del
contenido interno de la célula nodriza (Fig. 28) sin embargo no se pudo apreciar
entrada de colorante en ninguna de las muestras de los diferentes grupos

experimentales, por lo cual podemos asumir que las LI siguen presentandose viables.

Fig. 28. Corte histolégico analizado por compresién de tejido de grupo 3 (Inmunizado
convencional e infectado) de diafragma A) corte 40x, B)corte 40x tefiido con azul tripano.

Fig. 29. Corte histologico analizado por compresion de tejido de grupo 4 (infectados e
inmunizados via convencional) de Masetero A)sin teilir 40x, B) A 40x tefiido con azul de tripano
para evaluar viabilidad.
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Fig. 30. Corte histolégico analizado por compresion de tejido de grupo 5 (Inmunizados via
sublingual e infectados) de Pierna A) sin teiiir, B) tefiidos con azul de tripano.

L
Fig. 31. Corte hlstoléglco analizado por compresion de tejido de grupo 6 (Infectados e
Inmunizados via sublingual) de Diafragma. A) Sin teiiir, B) tefiidos con azul de tripano.

El diagnostico histologico realizado por medio de la técnica de tincion con
hematoxilina-eosina nos permitié analizar las diferentes muestras de tejido muscular,
observandose en el control sano (Fig. 32) se ven las fibras musculares bien definidas

y formadas.

Flg 32. Cortes hlstoléglcos teﬂldos con Hematoxllma-Eosma del Grupo 1, control sano
A) corte histoldgico de lengua, lmcroscoplo Optlco 10x; B) corte histologico de masetero,
microscopio optico, 10x.
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En el control infectado (Fig. 33) podemos observar una buena implantacion de la

célula nodriza con el rearreglo de las fibras musculares.

%

il B

Fig. 33. Cortes histologicos teﬁics con ematoxilina-Eosina del Grupo 2, control infectado
corte histologico de masetero con LI de T. spiralis, microscopio optico: A) 40x: B) 10x.

55

Fig. 34. Grupo 3, cortes histolégicos de grupo 3, inmunizacién parenteral e infeccion
corte histologico de masetero: A) 10x y B) 40x.

En el corte histolégico tediido con Hematoxilina-Eosina del grupo 3 (inmunizado via
parenteral e infectado) se puede observar un 25% hialinizados, con una respuesta
inflamatoria cronica periquistica con linfocitos, eosinofilos y piocitos en la muestra

(Fig. 34).
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Fig. 35. Grupo 4, cortes histologicos del grupo 4, infeccién-inmunizacion parenteral
corte histologico de masetero, A) 10x y B) 40x.

En el grupo 4 (infectado e inmunizado via parenteral) se puede observar en una
muestra obtenida del musculo masetero una respuesta inflamatoria cronica, algunos

quistes hialinizados y con capsula engrosada.

Fig. 36. Grupo §, corte tolégico tefiido con Hematoxilina-Eosina
A) Masetero QTS | por campo, 40x; B) Diafragma. larva muscular, cdpsula engrosada, 10x.

La figura 36 nos muestra dos cortes histologicos tefiidos con Hematoxilina-Eosina
del grupo 5 (inmunizacion sublingual e infeccion), en el corte de masetero se observa
una LI en la célula nodriza con el 50% hialinizado y con una reaccion inflamatoria
moderada (A) mientras que en el corte de diafragma se ve un 25% hialinizado (B).
En el grupo 6 (infectado e inmunizado via sublingual) se puede observar en la Fig en

collar linfocitico acentuado y un 60% esclerosados.
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Fig. 37. Grupo 6 (Infeccién-inmunizacién sublingual), corte histologico
Corte de masetero con larva muscular con collar linfocitico acentuado, 60% esclerosados A)loxy
B) 40x.

Objetivo 5. Evaluar el mecanismo inmunolégico de hipersensibilidad retardada
por la aplicacién del inmunégeno de 45kDa de T. spiralis por medio de la Triple

respuesta de Lewis.

Este proceso de hipersensibilidad tardia mediada por linfocitos T y sus productos
solubles, que ocurre de las 24 a las 72hrs posteriores a la aplicacién del antigeno, la
inflamacion generada se caracteriza por una gran infiltracion de células
mononucleares, en la evaluacion por medio de la triple respuesta de Lewis que
consiste en el andlisis de: rubor, calor y edema, ninguno de los grupos
experimentales presento rubor en la zona de aplicacién del inmunégeno, mientras

que en el edema la reaccion mas fuerte se dio a las 24 horas.

Fig. 38 Evaluaci6n de la triple respuesta le Lewis
A) medicidn de la induracién, B) medicién de la temperatura
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Tabla 24.
Edema presentado en cada uno de los murinos a diferentes tiempos

. 0 : ; i :
24 h 8 0 T 6.9 7.6 7
48 h 5.8 0 52 5 54 ol
72h 0 0 4 1 3.8 1
Edema
9
8 '
-
% 5 2h
E
= 4 #6h
= 3 _
5 24h
1 48 h
0 ®B72h
CI CS§ InmP-Inf Inf-InmP InmS-Inf Inf-InmS
Grupos Experimentales

(Cl-control infectado, CS-control sano, InmP-Inf- Inmunizacion parenteral y reto, InmS-Inf-

Fig. 39. Grifica del edema presentado en cada uno de los murinos

Inmunizacién sublingual y reto, Inf-InmP-Infeccion e inmunizacién parenteral, Inf-InmS- Infeccion e

inmunizacion sublingual).

Tabla 25.

Temperatura presentada en cada uno de los murinos a diferentes tiempos

Oh 36.3 | 36.3 36.3 258 36.4 35.8
2h 36.3 ; 363 36.3 36.3 36.4 36.3
6h 36.9 | 36.3 36.3 36.3 36.4 36.3
24h 36.5 { 36.3 36.6 36.4 36.4 36.5
48 h 36.7 | 36.2 36.4 36.2 36.4 36.6
72h 36.8 | 36.2 36.4 36.3 36.4 36.4
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2 37
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20 2h
-
g 36 - m6h
°© 355 24h
W48 h
35 A ®72h
CI CS InmP-Inf  Inf-InmP  InmS-Inf  Inf-InmS
Grupos Experimentales

Fig. 40. Grafica de la temperatura presentada en cada uno de los murinos
(Cl-control infectado, CS-control sano, InmP-Inf- Inmunizacion parenteral y reto, InmS-Inf-
Inmunizacion sublingual y reto, Inf-InmP-Infeccién e inmunizacién parenteral, Inf-InmS- Infeccion e

inmunizacion sublingual).

Objetivo 6. Cuantificar la carga parasitaria y viabilidad de larvas infectantes de
T. spiralis en control infectado por T. spiralis e inmunizados por via sublingual y
via parenteral con el antigeno de 45 kDa, por digestion artificial y tincién de

azul tripano.

Por medio de la técnica de digestion artificial se obtuvo un promedio de 3000 larvas
en el grupo control infectado, O larvas en control sano, 2000 en el grupo inmunizado
via parenteral e infectado, 1500 en el grupo inmunizado via sublingual e infectado,
2300 larvas en el grupo infectado e inmunizado via parenteral, 1800 larvas en el

grupo infectado e inmunizado via sublingual.
El tratamiento con la mayor disminucion de carga parasitaria es el inmunizado via

sublingual e infectado con 500 LI dando como resultado una cantidad de 1500 larvas

infectantes.
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Digestion Artificial
3500
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2 =Cl
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0 — % Inf-InmS
Cl CS InmP-Inf InmS-Inf Inf-InmP Inf-InmS
Grupos experimentales

Fig. 41. Grifica del niimero de LI por medio de digestion artificial
(Cl-control infectado, CS-control sano, InmP-Inf- Inmunizacién parenteral y reto, InmS-Inf-
Inmunizacién sublingual y reto, Inf-InmP-Infeccién e inmunizacién parenteral, Inf-InmS- Infeccién e

inmunizacion sublingual).

Las LI obtenidas por medio de digestion artificial de cada uno de los grupos
experimentales, se observaron, contabilizaron y tifieron con colorante azul tripano, en
el control sano no se observo ningun parasito adulto, en el control infectado
presentan su forma caracteristica de espiral (Fig. 42) y se ve una gran cantidad de
larvas en la muestra tomada para el analisis (Fig. 42 A). Las LI control infectado
tefiidas con azul tripano para analizar la viabilidad de la larva muestran que no hay
penetracion del colorante por lo cual se concluye que estas LI estan viables (Fig. 42
€).

Fig. 42. Larvas obtenidas por digestién artificial (DA) del grupo 2 (control infectado)
Larvas obtenidas por DA vy tefiidas con azul tripano para evaluacion de viabilidad del grupo 2.
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Fig. 43. LI obtenidas por digestion artificial del grupo 3
(Inmunizado tradicional e infectado), larvas obtenidas por DA v teiiidas con azul tripano para
evaluacion de viabilidad grupo 3.

Fig. 44. LI obtenidas por digestion artificial del grupo 4
(Infectado e inmunizado via tradicional). LI del grupo 4 obtenidas por DA y tefiidas con azul tripano
para evaluar viabilidad.

Fig.45. LI obtenidas por digestion artificial del grupo 5
(Inmunizados via sublingual e infectados), LI del grupo 5 obtenidas por DA y tefiidas con azul tripano
para evaluar viabilidad.

Fig. 46. LI obtenidas por digestion artificial grupo 6
{Infectados e inmunizados via sublingual), LI obtenidas por DA del grupo 6 y tefiidas con azul tripano
para evaluar viabilidad.
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Dentro de los grupos experimentales, las LI obtenidas por digestion artificial
muestran una disminucion del nimero de LI, pero solo en el grupo 5 (inmunizado via
sublingual e infectado) muestra algunas LI fraccionadas y desenrolladas (Fig. 45),
que al ser tefiidas con azul tripano (Fig. 45 C), este penetra en la larva coloredndola,

por lo cual se resume que estas larvas no son viables.

Objetivo 7. Verificacion de la reproduccion del ciclo biolégico de los diferentes

grupos en ratones BALB/c.

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c para infectarlos con tejido muscular
obtenido de los murinos de diferentes grupos controles y experimentales para
observar por medio de compresion de tejido si después de los diferentes tratamientos
se reproducia el ciclo biologico de T. spiralis, obteniéndose como resultado que solo
en el grupo control sano no se reprodujo el ciclo bioldgico (tabla 26), observandose

mayor cantidad en el grupo control infectado.

Tabla 26.

Relacion de la reproduccion del ciclo en ratones BALB/c

1 1 Control sano No
2 2 Control infectado Si
3 3 Inmunizado via tradicional - infectado Si
4 4 Infectado - inmunizado via tradicional Si
3 5 Inmunizado via sublingual - infectado Si
6 6 Infectado - inmunizado via sublingual Si

Fig. 47. Compresion de tejido en muestras obtenidas de ratén BALB/c para reproduccién del ciclo

biolégico de T. spiralis
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A) control sano, microscopio 6ptico, 4x; B) muestra de diafragma de ratén del grupo control infectado;

C) control infectado, microscopio dptico, 4x.

Fig. 48. Compresion de tejido en muestras obtenidas de ratén BALB/c para reproducci6n del ciclo

biologico de T. spiralis
A) inmunizado via sublingual e infectado, microscopio Gptico, 10x; B) infectado e inmunizado via

sublingual, microscopio 6ptico, 4x; C) inmunizado via tradicional e infectado, microscopio dptico, 10x.

8.1 Analisis Estadistico

Se realizd6 un andlisis de varianza de los datos obtenidos con el programa
Stargraphics Centurion. En el ANOVA simple teniendo como variable dependiente

LI y como factor, los grupos de tratamiento se realizaron 180 observaciones.

Tabla 27.
ANOVA para larvas por grupo
Fuente | Sumade | GI| Cuadrado | Razon | Valor de
EFECTOS PRINCIPALES
A:Rata 620000. 4 155000. 4.69 0.0013
B:Tratamiento 1.516E8 5 3032ET 917.15 ]0.0000
TOTAL (CORREGIDA) |1.5784E8 179

En la tabla 27, se puede observar que al analizar la recuperacion de LI que se realizo
en cada grupo de tratamiento, presenta un P < 0.05 mostrando que es

estadisticamente significativo, con un nivel de confianza del 95%.
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Tabla 28.

Tabla de cuadrados medios de naimero de LI con intervalos de confianza del

95%
Nive, | Numeracién |Media _|Estdndar _|Inferior __|Superior
Total 180 1766.67
Rata
1 36 1783.33 [30.3035 172391 1843.15
2 36 1766.67 |30.3035 1706.85 1826.49
3 36 1700.0 [30.3035 1640.18 1759.82
4 36 1716.67 |30.3035 1656.85 1776.49
5 36 1866.67 |[30.3035 1806.85 1926.49
Tratamiento
1 30 0.0 33.1958 -65.5292 65.5292
2 30 3000.0 |33.1958 2934 47 3065.53
3 30 2000.0 |33.1958 1934 .47 2065.53
4 30 2300.0 |33.1958 2234 .47 2365.53
5 30 1500.0 |33.1958 1434.47 1565.53
6 30 1800.0 |[33.1958 1734.47 1865.53

La tabla 28, muestra el numero de LI medias para cada nivel de los factores, también

muestra el error estandar de cada media, que es una medida de su variabilidad de

muestreo. Las dos columnas a la derecha muestran un 95% de intervalo de confianza

para cada uno de los medios.

Digestion artificial

3900

2900

1900

Namero de larvas

900

llll||||ll|l|T|l]]]1I

-100

T ST W T U N YO TN N Y R YT T T Y T |

1 2 3

4

5

Grupos experimentales

Fig. 49. Grafica de interaccion del porcentaje del nimero de larvas con los diferentes

tratamientos por medio de Tukey.
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Ademas se realiz6 un analisis multifactorial varianza para la respuesta de

hipersensibilidad retardada, por medio de

intradermorreaccion,

donde se

construyeron varias pruebas y graficos para determinar qué factores tuvieron un

efecto estadisticamente significativo sobre el edema. También puso a prueba las

interacciones significativas entre los factores. Las pruebas F de la tabla ANOVA le

permiti identificar los factores significativos.

Tabla 29.
ANOVA para la respuesta de hipersensibilidad retardada
~ Fuente Sumade | GI | Cuadrado |Razdnde| Valor de

- - . cuadrados medio R P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Temperatura 155.327 12 ]12.9439 3.93 0.0000
B:Tratamiento 284.161 5 56.8322 17.24 0.0000
RESIDUAL 534.065 162 |3.2967
TOTAL (CORREGIDA) [1081.95 179

En la tabla 29, se puede observar que al analizar la relacién del edema con la

temperatura y el tratamiento, presenta un P < 0.05 mostrando que es estadisticamente

significativo, con un nivel de confianza del 95%.
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9. DISCUSION

La Trichinellosis como enfermedad parasitaria zoonotica, no solo afecta la salud
publica, si no también representa un problema econémico en la produccién porcina y
la seguridad alimentaria (Cui ef al., 2014; Gao et al., 2014; Lia et al., 2014; Wang et
al., 2014) se encuentra clasificada por la OMS como una de las enfermedades
parasitarias trasmitidas por alimentos con mayor impacto mundial (FAO/WHO,
2014), la poblacién mexicana consume anualmente 22 millones de cerdos, la carne
que se produce en México atraviesa por varios procesos de Tipo Inspeccion Federal
(TIF) que aseguran una mayor calidad (Diaz et al., 2007) pero ninguno de estos
procesos son para el diagnostico de 7. spiralis y debido a que la pobreza en México
se estima que un 53% de la poblacién mantiene en un nivel de consumo por debajo
de las necesidades minimas de alimentos basicos, existen programas de apoyo que
pretenden la utilizacion de cerdos de traspatio como estrategia para aliviar la pobreza
(Rivera et al., 2007), por lo cual su control se basa principalmente en la inspeccion
de los animales en matadero, asi como en la coccidon adecuada de la carne antes del

consumo (Bruschi-Dupouy-Camet, 2014).

Debido a la importancia zoonotica, los principales esfuerzos en muchos paises se ha
centrado en el control y eliminacion del parasito de la cadena alimentaria (Gajadhar
et al., 2009; Molina et al., 2012), Pérez et al., 2010 mencionan que los tratamientos
de eleccién para la trichinellosis, dependen de la presencia: clinica, muscular,
neuroloégica o cardiaca y consiste en el uso de albendazol o mebendazol a los que se
asocian corticosteroides, pero debido a la toxicidad que implica el uso de farmacos y
la cada vez mas presente resistencia a los mismos, se ha buscado la implementacién
de una vacuna para el control y eliminacion de la parasitosis. El problema principal
en el desarrollo de vacunas en parasitos helmintos estd representado por la
complejidad de estos organismos, en la tltima década se han desarrollado vacunas a
base de extractos de LI crudos, productos de excrecion-secrecion (ES), ADN, o
proteinas recombinantes, induciendo inmunidad protectora parcial (Gu er al., 2013),
sin embargo se sigue buscando la produccion de una vacuna con un enfoque rentable
mas seguro, la funcién inmunomoduladora de la proteina de 45 kDa durante la
infeccion por T. spiralis nos ha llevado a explorar su potencial como una posible

vacuna para el control de la parasitosis, ademas de que es una de las proteinas
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inmunodominantes presentes en el triplete caracteristico de T. spiralis y que se ha
encontrado en varias especies animales y puede ser identificada en diferentes

estadios del parasito.

Las vacunas a base de extractos de LI crudo, productos de excrecion-secrecion, ADN
o proteinas recombinantes se han reportado en modelos animales. Durante la ultima
década, varias proteinas secretadas por 7. spiralis o involucrados en el
establecimiento de parasitismo han sido desarrolladas como componentes de las
vacunas recombinantes, y se ha logrado una proteccion parcial contra el desafio de
LI de Trichinella, sin embargo, debido a que los antigenos del parasito cambian
durante su desarrollo en el hospedero y las multiples moléculas implicadas en el
establecimiento de parasitismo, es dificil obtener altos niveles de proteccion o

inmunidad con un Unico antigeno (Wei et al., 2011).

La inmunoterapia para combatir la Trichinellosis se ha utilizado a través del tiempo
con gran éxito. En el 2000, Reveles er al; utilizdo antigeno soluble total para
modificar el implante de LI enquistadas de T. spiralis en musculo estriado de cerdo,
obteniendo como resultado que los animales que recibieron inmunoterapia subieron
de peso 10 kg como promedio, su pelo se hizo brillante y menos erizo, en la
compresion inicial, al observarla al microscopio de luz, se encontraron LI
de T. spiralis calcificadas. Posterior a la inmunoterapia, hubo un aumento de
vascularizacion, aumento de actimulos de grasa, aumento de polimorfonucleares y
disminucién del numero de LI calcificadas, lo cual llevo a utilizar otro modelo
experimental, Moreno en el 2000 llevo a cabo un estudié donde se utilizaron Ag de 7.
spiralis en rata, lo que permitié una reduccion en la carga parasitaria y dafio a la
célula nodriza y la LI, concordando con Laredo er al., 2012 quien inmunizo ratas
long Evans con AST de T. spiralis y sacrificadas a diferentes tiempos, se ha
encontrado una disminucion en la carga parasitaria, mostrando un efecto protector al
trascurrir los cuatro meses, observandose la perdida de espiral y modificacion del
quiste del parasito, debido a los resultados obtenidos en estos dos modelos y
detectandose tanto en los grupos experimentales como en los controles infectados, un
triplete caracteristico de 7. spiralis, Maldonado en el 2007, utilizo Ag de T. spiralis
de 45 kDa en rata, con lo que pudo obtener una disminucion en la carga parasitaria,

inhibicién en la implantacion del parasito, y dafio a la célula nodriza, lo cual nos
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llevo a probar el antigeno inmunoprotector por dos diferentes vias: la parenteral y la
sublingual, encontrando una disminucién del 50% en la sublingual con respecto al
control infectado, Bautista en el 2004, realizo un experimento donde se aplico Ag de
T. spiralis con Lactobacillus casei en raton BALB/c, para lograr la proteccion contra
la infeccion y la disminucion de carga parasitaria. Dea en el 2006, logré la
disminucién de la carga parasitaria por medio de la utilizacion de Ag TSLI en
copolimeros de ratén y Gamble, 1985, utilizd Ag purificados con Ac monoclonales
de ratén, con lo que pudo observar una disminucion en la cantidad de parasitos
intestinales, menos fecundacion de la hembra adulta y menos carga parasitaria,
Chavez, 2013 comparo el AST de 7. spiralis con el inmunogeno de 45kDa
observando una mejor respuesta inmunologica con el inmundégeno, por lo cual en el
presentes estudio se opto por utilizarlo por diferentes vias de inmunizacién para
evaluar la diminucién de carga, asi como la presencia de IgA, IgM e IgG anti-T.

spiralis a diferentes tiempos de inmunizacion.

En 2011, Wei et al., presenta un antigeno protector que induce inmunidad parcial
contra la infeccion por 7. spiralis en ratones, la paramiosina (Ts-PMY) que es un
importante componente estructural que ensambla las proteinas de miosina y el nucleo
para formar los filamentos gruesos macromoleculares, se expresa constitutivamente
en varias etapas del desarrollo de los parasitos helmintos. Ratones BALB/c
vacunados con esta proteina desarrollaron una respuesta inmunitaria Th2 y fueron
parcialmente protegidos con el desafio de LI de 7. spiralis, mientras tanto en 2014
Cui et al., (b) caracterizaron 12 Ac monoclonales (3A11, 7D9, 7F6, 5A7, 6H7, 39F3,
38H2, 37E7, 35B9, 29A11, 39C9 y 39A6), de los cuales 10 reconocieron por medio
de Western blot bandas entre 19.3-119.8kDa (principalmente 28.7-68.4kDa), con la
generacion y caracterizacion de estos anticuerpos monoclonales proporcionan bases
para el desarrollo de técnicas de diagnostico serologico especificas para
trichinellosis, Yang er al., 2014 purificaron y evaluaron una proteina recombinante
TsDAF-21 como potencial antigeno por western blot el cual fue reconocido en suero
de ratones a los 14, 21 y 28 dias PI no asi en la etapa temprana de la infeccion (7
dias), Wei et al., 2011 lograron una inmunidad protectora contra la infeccion por T.
spiralis el cual mostro una disminucion de la carga parasitaria de un 44.1% en

comparacién con el grupo control.
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Wei et al., 2015 clonaron e identificaron un gen Tspst en un sistema de expresion de
E. coli, que codifica una proteina de 29kDa la cual tiene una buena inmunogenicidad
en ratones y se puede utilizar como un inmundgeno para producir anticuerpos, este
gen se encuentra principalmente en la cuticula y los drganos internos del parasito,
los ratones inmunizados con el rTspst muestran una reduccion de 47,5% de la carga

de gusanos adultos en los intestinos.

Feng et al., 2013 identificé un gen que codifica la serina proteasa (Ts-ADSP) de 7.
spiralis (Ts-ADSP) identificado por inmunoexploracion de ADN de 7. spiralis
adulto, Ts-ADSP fue clonada y purificada por cromatografia de afinidad para ser
utilizada como un potencial candidato de vacuna para el control de T. spiralis en
ratones inmunizados BALB/c en combinacion con un adyuvante y desafiados con LI,
obteniendo una disminucién en la carga de larvas musculares de 46.5% en relacion
con el grupo control, limitando asi la invasion de T. spiralis. Diferentes estrategias
durante los afios se han empleado con el fin de obtener un cierto nivel de proteccion
como se muestra en la tabla (Bruschi y Dupouy-Camet, 2014). Mientras que Zhang
et al., en el 2016 disefaron ARN de doble cadena TsND-especifica (dSRNA) para
silenciar la expresion de TsND de larvas de T. spiralis, un gen que codifica una
proteina de 46 kDa y que desempefia un papel importante en la invasion de T.
spiralis en las células epiteliales, la cual fue inoculada con larvas: 1) empapadas con
TsNd dsRNA, mostrando una reduccion de 49.9% en gusanos adultos y 39.9% en
musculo y 2) los ratones infectados por las larvas a electroporacion con TsNd
dsRNA mostraron una reduccion de 83,4% en gusanos adultos y la reduccion de

69,5% en el musculo.

La inmunoterapia subcutanea se mantuvo durante mucho tiempo como la tinica ruta
disponible y eficaz para la administracion de alérgenos, sin embargo tiene cierto
nivel de efectos secundarios, por ello se mnicio la busqueda de una via mas segura de
administracién como la via sublingual, en menos de 25 afios desde su primer informe
esta via ha ganado credibilidad y se vio como una alternativa de la inyeccion clasica.
La inmunoterapia sublingual se utiliza y se comercializa rutinariamente en muchos
paises como Europa y EUA (Passalacqua, 2014) y como pudimos observar en el
presente trabajo fue la via mas eficaz para la proteccion contra 7. spiralis con una

disminucién del 50% respecto al control infectado, asi también se presento una
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disminucion en el grupo previamente infectado e inmunizado por esta via, ademas

que fue de fécil aplicacion en comparacion con la inmunizacion via parenteral.

Tabla 30.

Niveles de proteccion contra Trichinellosis, obtenidos de diferentes

formulaciones de vacunas

Nivel Nivel
Antigeno Adyuvante | Hospedero Ruta de proteccién proteccion Referencia
a nivel en el misculo
administracion intestinal (%)
Extracto
crudo de Marti et al.,
LRN CFA Cerdo Intraperitoneal no estimado 78 1978
Proteina BALB/c Sun et al,
Ts39 CFA raton Intraperitoneal no estimado 78 1994
Subunidad de 68.3
Gp-4330 | toxina cllera (fecundidad 6 Mcguire et
mer B NIH raton Intranasal d.p.i.) No realizado al., 2002
BALB/c Yang et al.,
rTs-87 CFA raton Subcutanea no estimado 29 2009
BALB/c Wang et al.,
DNA Ts-31 Ninguno raton Intramuscular no estimado 36.9 2006
Ts87 (fago BALB/c Guet al,
epitopos) Ninguno raton Subcutanea no estimado 28.7 2008
BALB/c Wang et al.,
Ts-HPS 70 CFA raton Subcutanea no estimado 37 2009
Ts- BALB/c Yang er al.,
paramyosin CFA raton Subcutanea no estimado 36,1 20107
Ts- Monstanide BALB/c Yang et al.,
paramyosi ISA 720 raton Subcutanea no estimado 349 20107
Ts- Monstanide BALB/c Yang et al.,
paramyosi ISA 206 raton Subcutanea no estimado 334 2010*
Salmonella BALB/c Yang et al.,
DNA Ts87 | typhimurium raton Oral 29.8 (4d.p.i.) 342 2010b
Gp-43 30 | Salmonella BALB/c 61.8(8d.p.i. Pompa-Mera
mer typhimurium raton Intraperitoneal expulsion) No realizado et. al. 2011
BALB/c Oral larvas
TsNd ' 4999, 39 99, Zhang et al.,
dsRNA 46 raton empapadas 2016
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TsNd
dsRNA

BALB/c
46 raton

Oral larvas
electroporacion

83.4%

69.5%

Zhang et al.,
2016

En un estudio realizado con el péptido Ag30 sintético y desafiado con 150 larvas
musculares y sacrificados a los 8 dias después de la infeccion, recuperandose adultos
de intestino, se observo una disminucion del 36% con respecto al control infectado
(Andrade, 2011), llic er al, 2014 en un estudio realizado comprobaron que los
antigenos de ES para la deteccion de anticuerpos por ELISA dio como resultado una
mejor especificidad que lon antigenos obtenidos de gusanos adultos, Ilic ez al., en el
2012 menciona que los estudios obtenidos de la relacion huésped parasito de algunos
helmintos pueden ser moduladores potentes de la respuesta inmune y permite que
puedan ser utilizados como una herramienta terapéutica para la prevencion y/o
supresion de eventos pro-inflamatorios con ello reafirmamos la importancia de
nuestro estudio al buscar inmundgenos provenientes de 7. spiralis para estimular una
respuesta inmune. Cui et al., 2014 purificaron una proteina de 31kDa que se expreso
en todas las etapas del desarrollo del parésito, se encuentra en la cuticula y los
esticositos y se presenta como un antigeno de diagnostico potencial para
Trichinellosis humana, con una sensibilidad y especificidad por ELISA de 97.83% y
99.13%, ademas lo proponen como un inmunégeno para producir anticuerpos, ya que
indujo una fuerte respuesta inmune humoral (IgG), en la electroforesis realizada en
sueros obtenidos de la fase muscular con la proteina de 31 kDa se detecto una banda
de 45kDa y otra de 47kDa, en la fase larvaria, mientras que en el western blot se

detectaron proteinas de 25-55kDa.

Ademas de utilizarse algunas proteinas o silenciar genes, se han utilizado algunos
farmacos para la disminuciéon de la carga parasitaria, no estrictamente
desparasitantes, tal es el caso de Othman ef al., 2016 que utilizaron como tratamiento
metformina y atorvastatina, dos medicamentes de uso comun, metformina para el
tratamiento de Diabetes mellitus tipo II, que a parte de sus diferentes efectos
bioquimicos incluye accién antiinflamatoria, ademas disminuye factores pro-
angiogenicos, disminuyendo la carga parasitaria en musculo, resultando solo la

disminucion de carga muscular en el tratamiento con atorvastatina estadisticamente
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significativa, la reduccion no esta clara, pero se cree que podria haber afectado a la
poblacién adulta en el intestino delgado o podria haber hecho las células del misculo

esquelético sean menos hospitalarias para las larvas de Trichinella.

Para el diagnoéstico de Trichinellosis en el laboratorio de Biologia Celular y
Microbiologia se ha implementado la utilizacion de la técnica de
microinmunodifusiéon, como una técnica complementaria de la interaccion antigeno-
anticuerpo, Moreno et al., 2012 utilizacion de 3 diferentes inmunogenos para evaluar
el efecto protector en modelo murino y suino, mostré que el AST de 7. spiralis tiene
mayor efecto protector en comparaciéon con anticuerpos Anti-trichinella y complejos
inmunes de 7. spiralis, se evaluaron diferentes grupos utilizando esquemas de
inmunizacion en ratas de 4 dosis de 10 mga los 0, 7, 14 y 21 dias, y el de mayor
respuesta fue utilizado en cerdos, como resultados se observo que por técnicas como
compresion de tejido, DA y H-E no se encontré LI de T. spiralis, por MIID los sueros
fueron negativos como en nuestro estudio, que no se mostro una interaccion Ag-Ac
en ninguna de las inmunizaciones si no hasta el reto y en el control infectado hasta
los 21d PI y en los grupos 3 y 5 hasta el reto, mientras que en los grupos 4 y 6 la
reaccion estuvo presente desde la infeccion y se mantuvo durante el tratamiento de
inmunizaciones, debido a la necesidad que representa esta técnica de que los sueros
cuenten con altas concentraciones de Ac anti-Trichinella creemos que es una técnica
solo de referencia en el diagndstico, nunca se debe descartar o confirmar un suero

analizado por esta.

Castafieda, 2010, midi0 la respuesta inmune humoral utilizando el modelo suino para
la aplicacion de antigenos secresion-excresion (SE) como inmunoterapia en un
esquema semanal, contando con grupos a los cuales se les aplico un esquema
semanal de inmunoterapia y después infectar con 1 LI por gramo de peso corporal e
infectados y aplicando el esquema. La respuesta inmune humoral se determiné por
medio de técnicas de MIID, IFT e IET, en las cuales se observé por medio de MIID
una banda de precipitacion a las semana 4 postinfeccion, por IET hubo
reconocimiento de Ag a partir de la semana 2 después de la inmunizacidén o
infeccion, ademas de que hubo identificacion de Ag comprendidos entre los 97 y 14

kDa predominando de 30, 43y 97 kDa.
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Los estudios inmunolédgicos y epidemioldgicos sugieren que una respuesta de tipo
Th2 con la produccién de anticuerpos especificos se asocia a la proteccidén contra
algunas infecciones por nematodos gastrointestinales. Por lo tanto, la identificacion
de epitopos de células B puede ser critico para el desarrollo de vacunas basadas en
péptidos contra nematodos parasitos, Martinez et al., 2009 menciona que en el caso
del uso de los antigenos de E/S microencapsulados en la inmunizacién de ratones
BALB/c, se observo la induccion de respuestas conjuntas tipo Thl y Th2, con altos
niveles de IFN-y y la inhibicion de IL-4 en el bazo y en los nodulos linfaticos
mesentéricos. Los titulos de anticuerpos especificos IgG1 en suero e IgA fueron

elevados.

Al igual que en algunos otros helmintos, 7. spiralis ha desarrollado estrategias para
poder sobrevivir en el organismo del hospedero, incluyendo la expresion de epitopos

similares a los del hospedero.

La hipersensibilidad retardada que se evalué con intradermorreaccion por medio de
la Triple Respuesta de Lewis (induracién, calor y eritema) a las 2, 6, 24 y 48h
posteriores a la inoculacion de los diferentes antigenos mostraron tanto en el grupo
control infectado como en los diferentes tratamientos un pico maximo de induracién
a las 24hrs difiriendo de la mayorfa de los autores que mencionan que la
manifestacion més notoria se da a las 48h con diferentes tipos de antigenos, se
realizo esta técnica con el fin de que, ademas de ser un inmundgeno pontencial para
la proteccion contra la enfermedad causada por 7. spiralis, pueda ser utilizada en la
técnica de intradermorreaccion o reaccion cutianea intradérmica buscando una
respuesta inmunitaria positiva o negativa, con fines de diagnostico, tratamiento,

pronostico o los tres (Rodriguez et al., 2008) como en otras afecciones.

La intradermorreaccion utilizada en otras enfermedades como la leishmaniasis a
reportado una sensibilidad alta para el diagnéstico en una concentracién de 10pg/ml
al 1gual que el utilizado con el antigeno de 45 kDa. En Trichinellosis todavia no se
utiliza como método de diagnostico, por lo cual en estudios anteriores utilizando el
AST mostrd una respuesta aumentada por el gran nimero de proteinas presentes
(Chavez, 2013), por lo cual creemos que este puede dar un mayor namero de

resultados falso-positivos, mientras que el antigeno de 45 kDa en los diferentes
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tratamientos con farmacos se ve un mejor respuesta, presumiblemente por ser una
proteina caracteristica de la enfermedad. En el caso de falsos positivos Rodriguez ez
al., 2008, menciona que en la mayoria de los casos se da una respuesta de
hipersensibilidad inmediata de los 30 min hasta las 18 horas, desapareciendo
completamente, por lo cual en el caso del grupo control sano que hubo una reaccion
al momento de inoculaciéon y en las siguientes 2h debido al traumatismo de la
aplicacion, pero desaparecio en las proximas horas, la respuesta negativa se traduce a
una ausencia de exposicion al inoculo estudiado o que se carece de una respuesta
celular adecuada. También se difiere de una de las técnicas realizadas para el
diagndstico por medio de la hipersensibilidad retardada con mayor impacto en
diagnostico es la prueba de tuberculina que consiste en producir una pequefia papula
a las 48 o 72hrs de haber inyectado subcutaneamente una cierta cantidad de derivado
purificado de proteina de tuberculina (Cabarcos et al, 2001). Este tipo de
hipersensibilidad se inicia por el reconocimiento del antigeno por linfocitos T, los
cuales se activan y destruyen la célula blanco por dos mecanismos diferentes: uno en
el que se secretan citocitas (TNF — factor de necrosis tumoral e interferén gamma) y
por linfocitos (Madero y Madero, 2002). Cabarcos ef al., 2002, utilizé una prueba de
hipersensibilidad retardada con multiples antigenos para evaluar y tener una
aproximacion del estado de inmunidad celular, el Muititest IMC®, es un aplicador de
resina acrilica, precargado con 7 antigenos (tetanos, difteria, estreptococo,
tuberculina, testigo glicerina, Candida albicans, trichophyton, proteus) y un testigo,
para la puncién miltiple, con la parte destinada a la parte proximal de la puncién
acabada en «T», cada cabeza contiene 0,03 ml de antigeno en solucién glicerinada al
70% donde se considera positiva cuando la semisuma de los didmetros es mayor o
igual a 2 mm, desechando las inferiores. La suma de todos los didmetros medios
obtenidos se conoce con el nombre de score, comparando con este dato, lo obtenido
en nuestros resultados podemos argumentar que los grupos control infectado,
inmunizado via parenteral e infectado, infectado e inmunizado via parenteral,
inmunizado via sublingual e infectado, infectado e inmunizado via sublingual a partir

de las 24h muestran su mayor reaccion.

Por medio del score en trabajos anteriores se clasifico el resultado en humanos como
normoérgico, hipoérgico y anérgico: a) un resultado corresponde de un paciente

normoérgico cuando el scorees mayor o igual a 10 mm en varones, 5 mm en
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mujeres; b) un resultado es anérgico cuando el score es 0 mm, y c)un score es
hipoérgico cuando se sitia entre 0 y 10 mm en varones y 0 y 5 mm en mujeres
(Cabarcos et al., 2002). En comparacién con algunos antigenos utilizados por medio
de intradermorreaccion (Tabla), pudimos clasificar nuestros resultados como

positivos a las 24h y los mayores a 6mm.

Tabla 31.
Interpretacion de Intradermorreacciones

Antigenoo | Lectura | Tipoderespuesta |  Valor
___reaccidn el e e
Tuberculina 48-72h Induracion 10mm Contacto previo, orienta el diagndstico

Induracion 5-9mm Dudosa
Induraciéon < 4mm Negativa

Lepromina 21 dias Noédulo > 5mm Contacto previo, clasificacion y prondstico
Esporotricina 24-48h Induracion de Smm Diagnostico
Coccidioidina 24-48h Induracion de Smm Contacto previo/prondstico
Leishmanina 24-48h Induracion de 7mm Diagnostico/clasificacion
Kveim 4 semanas | Induracion > 5mm Orienta el diagndstico
Candidina 24-48h Induracion de Smm Contacto/inmunidad celular
Tricofitina 24-48h Induracion de Smm Contacto/inmunidad celular
Histoplasmina 24-48h Induracion de Smm Contacto/epidemiologia
Paracoccidioidina | 24-48h Induracion de Smm Contacto/epidemiologia
Blastomicina 24-48h Induracion de Smm Prondstico
Nocardina 24-48h Induracién de 15mm Diagnostico de micetoma
Casoni 24h Induracion de Smm Diagndstico de equinococciasis
Tulargina 24-48h Induracion de Smm Diagndstico de tularemia
Antraxina 24-48h Induracion de Smm Diagnéstico de antrax agudo
Frei-Reilly 48-72h Induracion de Smm Diagnostico de linfogranuloma venéreo
Foshay 24-48h Induracion de Smm Diagnostico de bartonelosis
Ito-Reenstierna | 48h Induracion de 7mm Infeccion por H. ducreyi
Frenkel 48h Induracién de 5Smm Toxoplasmosis

Ademas se realizo un analisis de varianza multifactorial de los datos que arrojo un P-

value menor a 0.05 con un nivel de confianza del 95%.

Ilic et al, 2014 consideran que la prueba estandar de oro por serologia para el
diagnédstico de Trichinella es western blot para distinguir los antigenos de reaccion
cruzada diferencia de técnicas comunmente utilizadas como lo son
inmunofluorescencia indirecta y ELISA, en cada uno de los grupos controles se pudo

identificar el triplete caracteristico de 7. spiralis.
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Esta técnica ha sido utilizada de forma industrial para el diagndstico de 7. spiralis,
Yera et al., 2013 utilizaron la técnica para evitar reacciones cruzadas observadas con
imnufluorescencia indirecta y ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas,
utilizaron antigenos de extractos crudos de T. spiralis para analizar 60 sueros de
pacientes con 7. spiralis, 11 sueros de pacientes sanos y 51 sueros de pacientes con
otras enfermedades parasitarias (cisticercosis, esquistosomiasis, strongyloidosis,
fascioliasis, toxocariasis, amebiasis higado, anisakiasis, filariasis, la toxoplasmosis,
la hidatidosis, malaria), bandas de 43, 44 y 64 se encontraron en 51 sueros con 7.

spiralis y 4 de 9 sueros de pacientes en etapas tempranas de la enfermedad.

En un estudio realizado en 2014 en el Laboratorio Nacional de Referencia de Serbia
para la deteccidon de Trichinellosis en sueros de diferentes hospederos (humano,
caballo, cerdo y perro) por la técnica de western blot, se pudo apreciar la presencia
de una triada de bandas con masas moleculares de 45, 49 y 53 kDa, esta misma triada
reconocida por un anticuerpo monoclonal especifico 7C2C5 (Ilic ef al., 2014) e
identificada en nuestro estudio en los sueros controles a partir de los 21d PI hasta las
6 semanas, en los grupos 3 y 5 al reto con LI y en los grupos 4 y 6 desde la infeccién
y durante las 4 inmunizaciones con el anticuerpo policlonal (IgA, IgM e IgG) al igual
que con el anticuerpo de IgG. Radovic ef al., en 2012 realizaron transferencias por
western de antigenos de ES de T. spiralis para determinar qué componentes
parasitarios fueron responsables de la reactividad cruzada observada por IFI, de
sueros con autoanticuerpos y sueros infectados con 7. spiralis, para determinar que
antigenos podian estar conservados evolutivamente en el parasito y en hospedero, se
pudo observar que el suero positivo control, que contenia anticuerpos especificos
anti-Trichinella reconocia bandas de 45, 49 y 53 kDa (la triada-Trichinella
especifica) que contiene el epitopo inmunodominante para la etapa de larvas
musculares del género Trichinella, mientras que el realizado en suero con
autoanticuerpos reacciono con uno o dos de las bandas en esta triada (Fig. 50), por lo
cual el patrén de bandas observado en transferencias de Western blot realizadas con
los sueros que contienen autoanticuerpos diferia del patrén obtenido usando los

sueros positivos de T. spiralis.
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Fig. 50. Comparacion por western blot de sueros con anti-7. spiralis y autoanticuerpos
T. spiralis con triada especifica (43, 49 y 53kDa), B) control positivo, C) control negativo, 1-
18) sueros con autoanticuerpos con una o dos bandas de la triada de 7. spiralis (45, 49,
53kDa).

En inmunizaciones con AST de 7. spiralis se detecto por medio de WesterBlot el 60
% de sueros inmunizados y posteriormente se reto con LI de 7. spiralis los cuales
fueron todos positivos, al igual que en nuestro trabajo por medio del western blot con

en anticuerpo policlonal (IgA, IgM e IgG), (Moreno ef al., 2012).

Sun et al., 2015 analizaron por medio de ELISA la sensibilidad y especificidad de
tres diferentes antigenos de 7. spiralis (antigenos crudos de parasitos adultos,
antigenos de ES de adultos y antigenos de ES de larvas musculares) para detectar
IgG anti-Trichinella en sueros de ratones experimentalmente infectados y en sueros
de pacientes con trichinellosis, en sueros de los 8 a 10 d PI infectados con 500 LI se
detectaron anticuerpos anti-7.spiralis con cada una de los antigenos (Tabla 32), sin
embargo a los 12 d PI con el antigeno de larvas musculares no hubo presencia de
anticuerpos, asi como en los sueros de pacientes infectados a los 19d PI (75%),
concordando con este estudio que los mejores antigenos para el diagndstico de

anticuerpos anti-7. spiralis son los de ES de adultos.
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Tabla 32.
Deteccion de IgG anti-Trichinella en ratones infectados con T. spiralis y otros

parasitos por ELISA con tres diferentes preparaciones de antigenos

‘Suero de - :
~ratbn  No.de No.desueros  No. de sueros ~ No. de sueros
infectado con sueros  positivos (%)  positives (%)  positivos (%)
T. spiralis 35 35(100) 35(100) 35(100)
A. cantonensis 12 0(0) 0(0) 0(0)
S. mansoni 26 0(0) 0(0) 0(0)
S. Japonicum 16 0(0) 0(0) 0(0)
T. gondii 6 0(0) 0(0) 0(0)
Sano 46 0(0) 0(0) 0(0)

Cui ef al, 2014 en el estudio realizado con la purificacion de la proteina de 31kDa se
reveld que la inmunotincion fue ampliamente distribuido en la totalidad del cuerpo
de los parasitos (larva muscular, gusanos adultos, larva preencapsulada y larva recién
nacida), en el mismo afio Cui et al.,, 2014b, caracterizaron anticuerpos monoclonales
que al realizar esta técnica, mostré que 9 de los 12 anticuerpos reaccionaron en

cuticula y 6rganos internos de 7. spiralis.

Yang et al., 2014, purificaron y evaluaron la proteina recombinante TsDAF-21 para
ser utilizada como un antigeno para el diagndstico de 7. spiralis y realizaron un
ensafio de inmunolocalizacion el cual arrojo que esta proteina se expresa en las
diferentes etapas de 7. spiralis (larvas recién nacidas, larvas musculares y gusanos

adultos).

En la necesidad de encontrar nuevos métodos para el control de la enfermedad, se
han implementado el uso de bacterias inmunoestimulantes, acido lacticos
(Lactobacillus casei), ya que son parte de las bacterias comensales que contribuyen
al mantenimiento de la homeostasis inmunoldgica en el intestino y se ha comprobado
que con una solo aplicacién induce proteccién inespecifica contra este nematodo

(Martinez, ef al., 2009).

La exclusion inmune representa la primera linea de defensa contra helmintos
intestinales y se refiere a la proteccion de la superficie de la mucosa por medio de

anticuerpos (IgA e IgM de secresion) y otros factores innatos (Contreras, 2001), por
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lo cual en el presente trabajo la via de administracion sublingual presenté una mayor
proteccion contra la infeccion por 7. spiralis y por medio de inmunofluorescencia se
puede apreciar que a partir de la tercera inmunizacién via sublingual hay presencia
de IgA anti-T. spiralis, ya que en trichinellosis la respuesta humoral y celular
especifica del hospedero se desarrolla asi los diversos estadios del ciclo de vida del
parasito. Este se manifiesta a nivel intestinal como una respuesta inflamatoria que
causa la expulsion del parasito, y a nivel muscular como la formacién de infiltrados
celulares (Alcantara y Correa, 1993), por lo cual podemos sospechar que la
disminucion de la carga parasitaria fue debida al aumento de inmunoglobulinas en
mucosas. Takashashi ez al., 1995 menciona que en el humano esta comprobado que
los antigenos de respuesta lenta, son detectados por anticuerpos de la clase IgM,
mientras que antigenos de respuesta rapida por la clase IgG, aumentindose ambas en

el presente trabajo.
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10. CONCLUSIONES

La proteina de 45kDa es un potente inmundgeno que reduce la infeccién por
Trichinella spiralis en un modelo murino hasta en un 50% utilizado antes de la
infeccion y en un 40% utilizado post infeccion, podria ser utilizado en otras especies
animales, asi como la via de administracion sublingual es la mas recomendada por su
facilidad de aplicacién, eliminacién de efectos adversos y mayor reduccidén en la

carga parasitaria que la via parenteral.

La aplicacion del inmunégeno de 45kDa por via parenteral y via sublingual aumenta
la produccién de inmunoglobulinas IgA e IgM anti-Trichinella spiralis desde la
tercera inmunizacion, siendo la via sublingual la mas rapida en la produccién de
anticuerpos de tipo IgA, aumentando con esto la produccién de inmunoglobulinas a

nivel de mucosas y permitiendo una mayor expulsién de adultos.

La técnica de intradermorreaccion para evaluar la respuesta de hipersensibilidad
retardada es factible para utilizarla en el diagnéstico de la infeccion por 7. spiralis y

su mayor respuesta se presenta a las 24h PL
Las técnicas de Inmunofluorescencia y western blot tienen una alta sensibilidad y
especificidad para la deteccion de anticuerpos anti-7. spiralis ya que se pueden

identificar anticuerpos especificos de la parasitosis.

El ciclo fue reproducible tanto el grupo control infectado como los grupos

experimentales inmunizados con la proteina de 45kDa por las diferentes vias.
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PRODUCCION DURANTE EL DOCTORADO

ESTANCIAS Y MOVILIDAD

[ 3

Movilidad Extranjera: Estancia Académica en el Laboratorio de
Inmunoparasitologia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de
Buenos Aires, IDEHU CONICET, Buenos Aires Argentina. 2013.

Movilidad Nacional: Estancia Académica Nacional en Modalidad Mixta apoyada
por CONACyYT en la Unidad Académica de Ciencias Biologicas de la Universidad
Auténoma de Zacatecas, agosto-diciembre 2015.

CURSOS

3

Tépicos de Parasitologia. Parasitos del Tracto Gastrointestinal Humano. Fundacion
Winerlab. Certificado. Valor curricular: 60 horas.

Enfermedades Parasitarias Transmitidas por alimentos. Fundacion Winerlab.
Certificado. Valor curricular: 80 horas.

DIPLOMADOS

Ponente en el Diplomado de Cultura Ambiental y Desarrollo Sostenible,
Universidad Autonoma de Zacatecas.

PRESENTACIONES ORALES

-

Primer Simposio Internacional de Trichinellosis, Proyecto RED: UAZ-UBA-UANL
apoyado por PROMEP Universidad Auténoma de Zacatecas

Susceptibilidad de Trichinella spiralis a varios antihelminticos en Congreso
Internacional de Investigacion de Academialournals Chiapas 2013, ISSN 1946-
2353 2/4

Respuesta Inmunitaria en Ratas Long Evans Infectadas con Trichinella spiralis y
Tratadas con Albendazol e Ivermectina XXI Congreso Latinoamericano de
Parasitologia, Guayaquil, Ecuador

Analisis serologico e histopatologico en Murinos infectados con Trichinella spiralis
y tratados con diferentes dosis de Albendazol y sulfoxido de albendazol XXI
Congreso Latinoamericano de Parasitologia, Guayaquil, Ecuador.

Protocolo para el manejo de Animales de Experimentacion en Tratamientos con
Inmunégenos en Trichinellosis Segundo Simposio Internacional de  Cultura
Ambiental y Desarrollo Sostenible. Zacatecas, México.



6.

Comparacion del efecto protector de un inmundgeno administrado por dos vias en
una parasitosis en modelo murino, Doctorado en Ciencias en la Especialidad de
Farmacologia Médica y Molecular, Medicina Humana, UAZ.

Resinuferatoxina disminuye los mediadores proinflamatorios TNF-o, NO y PGE2
en fase intestinal, asi como la carga parasitaria en fase muscular de la infeccién por
T. spiralis, XXII Congreso Nacional de Inmunologia.

PRESENTACIONES EN CARTEL

1.

Caracterizacion de la respuesta Inmunoldgica e histologica en murinos Infectados
con Trichinella spiralis y Tratados con Albendazol e Ivermectica en XXV Jornadas
Médicas de la Unidad Académica de Medicina Humana y C.S. Universidad
Autoénoma de Zacatecas

Utilizacién del Inmunégeno de 45kDa y Antigeno Soluble Total de Trichinella
spiralis por Intradermorreaccion III Congreso Interdisciplinario de Posgrados
IPICYT, San Luis Potosi, México.

Antigeno de 45kDa de Trichinella spiralis como inmunogeno y antigeno para el
tratamiento y diagnostico de Trichinellosis II Simposio Nacional de Ciencias
Quimico-Bioldgicas, Zacatecas, México.

Comparacion del efecto protector del inmundgeno de 45kDa de Trichinella spiralis
administrado por via sublingual y via convencional en murinos infectados con
Trichinella spiralis XXII Congreso Latinoamericano de Microbiologia ALAM 2014
y IV Congreso Colombiano de Microbiologia 4CCM, Cartagena, Colombia.
Utilidad y eficacia de los tratamientos Farmacoldgicos en Trichinellosis en Modelo
Experimental XXII Congreso Latinoamericano de Microbiologia ALAM 2014 y IV
Congreso Colombiano de Microbiologia 4CCM, Cartagena, Colombia.

Evaluacion de la carga parasitaria y cambios Morfologicos en murinos infectados
con Trichinella spiralis tratados con farmacos e Inmundgenos ler Congreso
Nacional de Investigaciones Microbiologicas, Puebla, México.

Evaluacion de la proteccién del inmunégeno De 45kDa de T spiralis administrado
por via Convencional y via sublingual en la enfermedad Causada por Trichinella
spiralis 22° semana nacional de Ciencia y Tecnologia, UAZ, Zacatecas, México.
Cinética de inmunoglobulinas en murinos Tratados con el inmunégeno de 45kDa de
Trichinella spiralis, XXIII Congreso Latinoamericano de Parasitologia, Salvador,
Bahia, Brasil.

Evaluacién de las modificaciones de Trichinella spiralis en murinos tratados con el
inmunogeno  de 45kDa, XXIII Congreso Latinoamericano De Parasitologia,

Salvador, Bahia, Brasil.



FORMACION DE RECURSOS HUMANOS

1.

Coasesora de Tesis de Licenciatura Quimico Farmacéutico Bidlogo: “Utilidad de la
Inmunoflouorescencia Indirecta en la Deteccién de Anticuerpos Protectores
Producidos en Modelo Murino Inmunizados por Via Oral con el Inmunégeno de
Trichinella spiralis” presentado por el C. Jaime Castafieda Cabral, Abril 2016.
Asesora externa y Vocal de Tesis de Licenciatura Quimico Farmacéutico Bidlogo
“Ensayo y Evaluacién en Modelo Experimental Murino de Ciclos Biologicos de
Tres Parasitos Zoondticos”  presentado por el C. Juan Luis Garcia Reveles, Abril
2016.

Revisor de Tesis de Licenciatura Quimico Farmacéutico Bidlogo “Determinacion
de Parésitos en felis silvestris catus por medio de técnicas coproparasitologicas
directas” presentado por el C. Patricia Vazquez Cruz y Tavata Janeth Serrano
Ayala, Abril 2016.

ASISTENCIA A CURSOS Y CONGRESOS

L.

Primer Simposio Internacional Trichinellosis en la Universidad Auténoma de

Zacatecas.

2. Seminario del Departamento de Microbiologia, Inmunologia y Biotecnologia
“Mecanismos implicados en la fibrosis hepatica desencadenada por la infeccién por
Brucella abortus” IDEHU (CONICET-UBA) Buenos Aires, Argentina.

3. ler Congreso Nacional de Investigaciones Microbioldgicas, Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla, México.

4. III Simposio Internacional de Cultura Ambiental y Desarrollo Sostenible, UAZ.
Valor Curricular: 60 horas

5. III Congreso Interdisciplinario de Posgrados IPICYT, San Luis Potosi.

6. II Simposio Nacional de Ciencias Quimico-Biologicas, Zacatecas, Zac.

7. IV Congreso Interdisciplinario de Posgrados IPICYT San Luis Potosi.

8. XXIII Congreso Latinoamericano De Parasitologia, Salvador, Bahia, Brasil.

ARTICULOS

1. SUSCEPTIBILIDAD DE TRICHINELLA SPIRALIS A VARIOS
ANTIHELMINTICOS, Chiapas.academiajournals.com. ISSN: 1946-5351.
Colaborador.

2. COMPARACION DE  TRATAMIENTO FARMACEUTICO E

INMUNOGENOS EN TRICHINELLOSIS EN MODELO MURINO. 2013
Archivos Venezolanos de Farmacologia y Terapéutica www.revistaavft.com ISSN

0798-0264. Colaborador.



3. CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE E HISTOLOGICA
DE RATAS LONG EVANS INFECTADAS CON TRICHINELLA SPIRALIS
Y TRATADAS CON ALBENDAZOL E IVERMECTINA. 2013. Revista Ibero-
Latinoamericana de Parasitologia. vol. 72 (1): 75-81 ISSN 0718-8730. Autor
principal.

4. FARMACOS UTILIZADOS EN LA QUIMIOTERAPIA DE LAS
HELMINTIASIS. 2015. Revista Veterinaria Zacatecas. Vol. 4: 7-18 ISSN 1870-
5774. Colaborador.

Articulos en revision:

1. Parasitologia Latinoamericana: "Evaluacion del mecanismo inmunolégico de
hipersensibilidad retardada por la aplicacion del inmunégeno de 45kDa
de Trichinella spiralis por medio de Intradermorreaccion". Autor principal.

2. Actabioldgica Colombiana: "Immunofluorescence evaluation of anti-Trichinella
spiralis in sublingual and conventional immunization with the 45 kDa protein".

Autor principal.
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CONICET

R v B A
Facultad de Farmacia y Bioguimica
Universidad de Buenos Aires
Catedra de Inmunologia

Buenos Aires, 28 de Junio de 2013

PROMEP
Universidad Autbnoma de Zacatecas, México

Por medio de la presente certifico que la M. en C. Elsa Gabriela Chavez Guajardo y M.
en C. Francisca Chavez Ruvalcaba, alumnas del Doctorado de la UAZ, han realizado una
estancia en el Laboratorio de Inmunoparasitologia, a mi cargo, perteneciente a la Catedra de
Inmunologia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires, IDEHU-
CONICET del 17 al 28 de Junio de 2013.

Esta pasantia ha sido realizada en el marco del proyecto de Red (Universidad
Autébnoma de Zacatecas, Universidad de Buenos Aires y la Universidad Auténoma de Nuevo
Lebn): Fortalecimiento de la Formacién de Recursos Humanos de Posgrado, a través de
proyectos de investigacion con el fin de fortalecer los conocimientos de los cuerpos
académicos para el estudio de diagnéstico de trichinellosis comparando material biolégico y
metodologias, concurrencia a un seminario del Instituto IDEHU-CONICET relacionado con un
tema de investigacion (1 hora) y a otro de Estudios de la inmunidad celular (4horas)
desarrollados para los alumnos del ditimo cuatrimestre de la carrera e Farmacia y Bioquimica
de la UBA, asignatura Parasitologia Superior de la orientacion Microbiologia-Inmunologia.

Atentamente,

.= %ﬂ | U s
Prot-Cra, Stella M. Venturiello of. Dr. E. Poskus ok odi—

Profesor Adjunto Prof Titular , Prof titular
Investigador CONICET Director Instituto Vice-Director Instituto
IDEHU-CONICET




s i Fundacion Wiener lab.
SETRETER

Al Servicio de 3 Broguimeca porla Saiod del Hombis

dcsran

o e Lt B B A e U S Sl Sl it e B S i B e o S i i ¢ B i o o A

Certificamos por la presente que el alumno:

Francisca Chavez Ruvalcaba

ha completado y aprobado el curso

Topicos de Parasitologia: Parasitos del Tracto
Gastrointestinal Humano

Desarrollado entre el 1 de Agosto y el 10 de Septiembre de 2015, en la modalidad A Distancia, con Evaluacion

Final y los siguientes contenidos:
» Generalidades. Asociaciones biologicas. Elementos de las parasitosis. El parasito. El hospedero. El medio

ambiente. Ficha epidemiolégica.

- Caracteristicas Generales de las Enteroparasitosis. Mecanismos de transmision. Accion patégena de los
parasitos. Clasificacion clinica de las parasitosis. Patologia de las enteroparasitosis. Sintomatologia.

+ Elementos no parasitarios. Diagnostico de laboratorio de las parasitosis. Recoleccién de heces con
conservantes. Técnicas de concentracion. Métodos de diagnostico. Coloraciones.

« Taxonomia de protozoos y helmintos. Frecuencia de enteroparasitosis. Cescripcion de los parasitos intestinales.

Protozoos y Helmintos intestinales. Control y Prevencion.

Calificacion del curso: 74,17 puntos. (para una escala de 0 a 100)
Horas acreditadas: 60

18 de Septiembre de 2015

;/ / .
AL et «fZi

ra. Lidia Mofisoli

Dra. Hortencia Maria Magaro Presidante

Docenta g Comite Cientifico
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Certificamos por la presente que el alumno:

Francisca Chavez Ruvalcaba

ha completado y aprobado el curso

Enfermedades Parasitarias Transmitidas por Alimentos

Desarrollado entre el 1 de Octubre y el 10 de Noviembre de 2015, en la modalidad A Distancia, con Evaluacién
Final y los siguientes contenidos:

« La cadena alimentaria como riesgo para la Salud Publica.

+ Contaminacion de los alimentos.

- Caracteristicas generales de las enfermedades de transmisién alimentaria.

« Sintomatologia de las parasitosis alimentarias.

« Parasitosis de significacion alimentaria.

« Parégsitos intestinales (vistos en el curso anterior).

« Protozoos y Helmintos Cestodos adquiridos por alimentos: Toxoplasmasis, Hidatidosis, Fasciolosis.
» Helmintos Trematodos y Nematodos adquiridos por alimentos: Triguinosis, Toxocariosis, Anisakiosis.

« Control y Prevencién.

18 de Noviembre de 2015
Calificacion del curso: 95,24 puntos. (para una escala de 0 a 100)

Horas acreditadas: 80

L
A e/,

- ——

‘ _ Dra. Lidia Mofiscli
Dra. Hortencia Maria Magaro Presidenta
Docante Comite Cientifico
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opus pro scientia et studium

Congreso Internacional de Investigacién de
~ Acapemia JournaLs -

CHIAPAS 2013 .

Otor_gado a

DRA. MARIA ISABEL CHAVEZ RUVALCABA, MC. FRANCISCA CHAVEZ RUVALCABA,

MC. JOSE JESUS MUNOZ ESCOBEDO, DRA. MARIA ALEJANDRA MORENO GARCIA.

por su ponencia intitulada

Susceptibilidad de Trichinella spiralis a varios antihelminticos

que fue presentada en el Congreso Internacional de Academia Journals Chiapas 2013
que se desarrollé los dias 4 al 6 de septiembre de 2013
en Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, y publicada en el portal de Internet
Chiapas.Academiajournals.com con ISSN 1946-5351 Online y 1948-2353 CD ROM

Sabino Veldzquez Trujillo =, Dr. Rafael Moras
Presidente de la Comision Organizadora Presidente del Comité de Programa del Congreso
Profesor de Ingenieria Industrial Editor, Academialournals.com
Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez Profesor, St. Mary’s University, San Antonio, TX, EEUU

387 ChéavezRuvalcaba 387
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A4 SOCIEDAD ECUATORIANA DE MEDICINA TROPICAL Y PARASITOLOGIA

GUAYAQUIL - ECUADOR
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Guayaquil, 9 de Octubre del 2013

Doctor/a

CERTIFICADO

Distinguido/a Exponente/s:

Por la presente me permito hacerle conocer que el COMITE CIENTIFICO (CC) del XXi
CONGRESO LATINOAMERICANO DE PARASITOLOGIA FLAP 2013 realizdndose en la
ciudad de Guayaquil — Ecuador del 6 al 9 de Octubre del 2013, certifica su presentacion
del siguiente tema:

| MODA!.IDAD

Zibes |
Craler

Agradeciéndole su participacion en nuestro le rettero mis sentlmlentos de afta
consideracidn y estima. ‘

Latincamerican
e Parasitelogly

2013

FLAP 2013

Direccion: Azuay 708 y Lorenzo de Garaycoa. Telf: 2338229- 2337582- 2337984- Fax: 2343090
Celular: 593-985215901 - Email: flap2013@hotmail.com - dre_montalvo@yahoo.es - organizacion@flap2013.com
www.flap2013.com — www.congresoflap2013.blogspot.com
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otorga la presente

Constancia

a Francisca Chavez Ruvalcaba

Hiurinos infectados con TRICHINELLASPIRALIS y{tmtados
) con albendazol e ivermectina” .

e

Presentado en la Sesion de Trabajos en Cartel durante las ﬁ

3.
«"Q 5

. _f"”f‘ﬁXXV Jornadas Médicas

“J uan M anuel Gallardo Hernandez "

ok ;-,:w:..;_ x-‘_'f(;

Director
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE ZACATECAS

“Francisco Garcia Salinas”
CONSEJO ZACATECANO DE CIENCIA, TECNOLOGIA E INNOVACION
A través del

CUERPO ACADEMICO FISIOPATOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR, UAZ 176

OTORGAN LA PRESENTE CONSTANCIA

A: Francisca Chavez Ruvalcaba, Maria Porfiria Barrén Gonzalez,
Maria Isabel Chavez Ruvalcaba, José Jesus Muiioz Escobedo, Maria Alejandra Moreno Garcia.

POR SU LA PRESENTACION DEL CARTEL:

“ ANTIGENO DE 45 kDa de Trichinella spiralis COMO INMVUNOGENO Y ANTIGENO PARA
TRATAMIENTO Y DIAGNOSTICO DE TRICHINELLOSIS"”

Dentro del:

Il SIMPOSIO NACIONAL DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS

15 al 17 de Octubre de 2014, Zacatecas, Zacatecas

—T s A=

‘I_%rmando Silva Chairez Dr. Sergio Hugo Sénchez Rodriguez
Rector Lider
Universidad Autonoma de Zacatecas - Cuerpo Académico UAZ-176
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Lozcyr (( ZACATECAS MEXICO 55 CONACYT
“cgm?mv.w mmﬂ TADO ENODN RETUELT 4;@}‘

El Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, el
Consejo Zacatecano de Ciencia, Tecnologia e Innovacion

otorgan el presente:

RECONOCIMIENTO

a:
fancisca Chavez Ruvalcaba, Maria Isabel chdvez Ruvalcaba, José Jests Mufioz

iscobedo, Carlos Eduardo Herndndez Luna y Maria Alejandra Moreno Garcia

Por su valiosa participacion con

flcartel “Evaluacion de la proteccion del inmundgeno de 45 kDa de Trichinella spiralis
administrado por via convencional y via sublingual en la enfermedad causada por
Trichinella spiralis”

en el marco de la

332 Semana Nacional de
- Ciencia y Tecnhologia

2015 Ano lntemamoncﬂ dela luzylas Teonologncs Bcsodos en !c: Luz
Del 19 al 23 de octubre de 2015

Dra. Gemg. Mercado Sanchez

Tirecitro General del COZCYT

Zacabecas, Zacabecas a 23 de ocbubre de 2015
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE ZACATECAS
“Francisco Garcia Salinas” |
UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICAS

A QUIEN CORRESPONDA

LA QUE SUSCRIBE Q.F.B. MARIA MAGDALENA PARGA CASTRO,
RESPONSABLE DEL PROGRAMA ACADEMICO DE QUIMICO FARMACEUTICO
BIOLOGO, DE LA UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICAS,
DEPENDIENTE DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE ZACATECAS
“FRANCISCO GARCIA SALINAS”

HACE CONSTAR:

QUE EL ALUMNO: JAIME CASTANEDA CABRAL, REALIZADO SU
TRABAJO DE TESIS EN EL LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR Y
MICROBIOLOGIA, EN LA UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CON EL TEMA: “UTILIDAD DE LA INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA EN
LA DETECCION DE ANTICUERPOS PROTECTORES PRODUCIDOS EN
MODELO MURINO INMUNIZADOS POR VIA ORAL CON EL INMUNOGENO
DE Trichinella spiralis FUNGE COMO DIRECTORA DE TESIS, LA M. en C.
FRANCISCA CHAVEZ RUVALCABA. DE LA LICENCIATURA DE QUIMICO
FARMACEUTICO BIOLOGO.

SE EXTIENDE LA PRESENTE A SOLICITUD DEL INTERESADO, PARA LOS
USOS Y FINES LEGALES QUE LA REQUIERA EN LA CIUDAD DE ZACATECAS, A
LOS VENTISIETE DIAS DEL MES DE ABRIL DEL DOS MIL D¥ CISEIS.
: !

i

Upidad Académica
~  Ciencias Quimicas

pLEY
v|ae Y4 _ 7
’ 5 _'":‘?{35: -

e e
_ PROGRAMA ACADEMICO
QUBICO FARMACEITICO BIOLCSD

e t14 CEUTICO BIOLOGO. INGENIERD QUIMICO. OUIMICO BN ALIMENTOS

CLAVE 32USL0907.0 CAMPUS UAZ-SiGLO XXI, CARR. GUADALAJARA KM. 6, EJIDO LA ESCONDIDA C.P. 98160
LLAVED) AU Eah

‘ ZACA’I’ECASi ZAC.TEL. 5492! 925.6690 EXT. 4650




“Francisco Garcia Salinas”

AREA CIENCAS DE LA SALUD
LINIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS BUIMICAS

(UIMICD FARMACEUTICO BIOLDGD

ENSAYO Y EVALUACION EN MODELD EXPERIMENTAL MURIND DE CICLOS
BIOLOGICOS DE TRES PARASITOS ZOONOTICOS

Para Obtener el Titulo de:
Quimico Farmaceutico Bidlogo

PRESENTA: C. Juan Luis Garcia Reveles

ASESORA INTERNA: Dra. en L. Maria |sabel Chavez Ruvalcaba
ASESORA EXTERNA: M. en L. Francisca Chavez Ruvalcaba

[ACATECAS, ZAC. ABRILDE20I6




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE ZACATECAS
“Francisco Garcia Salinas”
UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICAS

M. EN C. FRANCISCA CHAVEZ RUVALCABA
PRESENTE

Por este conducto le informo que ha sido nombrado VOCAL del jurado de Examen
Profesional de (el) (la) C. JUAN LUIS GARCIA REVELES, para obtener el Titulo de:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO mediante el mecanismo de fitulacion por TESIS Q.F.B.,
Cuyo examen se llevara a cabo el proximo 25 de mayo del presente afio. a las 10:00 a.m. en la sala
de maestros del edificio E-5 del CAMPUS UNIVERSITARIO SIGLO XXI, debido a ello le pedimos su
puntual asistencia.

Sin otro particular, me despido de Usted no sin antes enviarle un saludo cordial.

Atentamente EL o
Zacatecas, Zacatecas., a 17 de mayo de 2016 =

- CHACAS LARCES
Q.F.B. EDMUNDO ZUNIGA CARRILLO
DIRECTOR DE LA UNIDAD ACADEMICA DE
CIENCIAS QUIMICAS

N ——

F

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO, INGENIERO QUIMICO, QUIMICO EN ALIMENTOS
CLA\-’E_S"USUIJOG‘IJ‘CAMPUS UAZ-SIGLO XXI, CARR. GUADALAJARA KM. 6, EJIDO LA ESCONDIDA C.P. 98160
- ZACATECAS, ZAC. TEL (492) 925.6690 EXT. 4650




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE ZACATECAS

“Francisco Garcia Salinas”

UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICAS ' M

M. EN C. FRANCISCA CHAVEZ RUVALCABA
PRESENTE.

Por este conducto, me permito informarle que ha sido nombrado(a):
REVISOR del trabajo de “Tesis” denominada: “DETERMINACION DE
PARASITOS EN FELIS SILVESTRIS CATUS POR MEDIO DE TECNICAS
COPROPARASITOLOGIAS DIRECTAS”. Presentado por las alumnas:
Patricia Vizquez Cruz y Tivata Janeth Serrano Ayala.

Ademas le comunico que dispone de diez dias habiles para informar por
escrito a esta Unidad Académica, si el mencionado trabajo cumple con los
requisitos establecidos por el reglamento de titulacion.

Agradezco de antemano su colaboracién y esperando su respuesta por
escrito, me despido de Ud. Enviandole un afectuoso saludo.

ATENTAMENTE Unidad Académica

Ciencias Quimicas

Ud

DETIENCIAS QUIM AS _ PROGRAMA ACADEMICO
TR CRMACEUTICO BIOLOGD

QUIMICO FARMA CEUTICO BIOLGGG, INGENFERO QUIMICO, QUIMICO EN ALIMENTOS

CCLAVE 32USUS00 73 LAMEUS UAZ-5IGLO XX, CARR. GUADALAJARA KM. 6, EJIDU LA KSCONDIDA C.F. 98160
ZACATECAS, ZAC.TEL. (492) 925.6690 EXT. 4650
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Universidad de Duenocs Aires
Facuftﬂd-d.e ?mnaa'ny -Eiofuz'mz'cn

Se deja constancia que la alumna de Doctorado, M. en C. Francisca Chivez
Ruvalcaba ha asistido al Seminario del Departamento de Microbiologia, Inmunologia y
Biotecnologia titulado “Mecanismos implicados en la fibrosis hepatica desencadenada
por la infeccidn por Brucella Abortus”. Dichos Seminarios son realizados una vez por
semana durante los periodos lectivos. Su duracién es de una hora y concurren al mismo
los miembros del Departamento y del IDEHU (CONICET-UBA). Son realizados por
Becarios, Docentes e Investigadores del Departamento e Instituto, asi como por
invitados especiales del pais y del exterior.

Se extiende el presente certificado que asi lo acredita.

Buenos Aires, 28 de junio de 2013.-

Dra. Andrea CANELLADA

Coordinadora de Seminarios

B AMBaEL CANEL LDk
FROFESQRA ADJUNTA
P D L
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UNIVERSIDAD SEE cuerPo [

¢ pL— B " iorarotosia COZCyT ((ﬁ GOBIERNO
e c7m @ woiecua j N DEL ESTADO
.. e - i MOLECULAR Consejo Zacatecano \,
RS ¥ Az - 176 gag  de Ciencia, Tecnologia 2010-2016
%" e 3 - ﬂ e tnnovacion

SEMANA RAVg BB SauiKss L ED & R B N

NACIONAL '

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE ZACATECAS

"Francisco Garcia Salinas”
CONSEJO ZACATECANO DE CIENCIA, TECNOLOGIA E INNOVACION
A través del

CUERPO ACADEMICO FISIOPATOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR, UAZ 176 ,

OTORGAN LA PRESENTE CONSTANCIA
A: Francisca Chavez Ruvalcaba

POR SU ASISTENCIA AL:

|l SIMPOSIO NACIONAL DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS

15al 17 de Octubre de 2014, Zacatecas, Zacatecas

15 horas de valor curricular

e Ll TEl K '
ando Silva Chairez Dr. Sergio Hugo Sanchez Rodriguez
Rector Lider

Universidad Auténoma de Za;atecas Cuerpo Académico UAZ-176
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IPICYT

El comité organizador del
IV Congreso Interdisciplinario de Posgrados (CONIP) y el
Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica A.C. (IPICYT)

Otorga la presente

CONSTANCIA

Francisca Chavez Ruvalcaba

Por su participacion

Como Asistente

IV CONGRESO INTERDISCIPLINARIO
DE POSGRADOS IPICYT

Realizado del 30 de Septiembre al 2 de Octubre de 2015
en las instalaciones del IPICYT,
San Luis Potosi, SLP.

o(—?

Dl

Dr. David Rios Jara
Director General

Dr. Marcial Bonilla Marin
Secretario Académico
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CONGRESO INTERNACIONAL DE INVESTIGACION chiapas.academiajournals.com
ISSN: 1946-5351 ONLINE, 1948-2353 CD ROM Vol. 5 No.3

Susceptibilidad de de Trichinella spiralis a varios antihelminticos

Dra. Maria Isabel Chévez Ruvalcaba 3, MC. Francisca Chavez Ruvalcaba®, MC. José Jesiis Mufioz Escobedo’,
Dra. Maria Alejandra Moreno Garcia'.

Resumen

La Trichinellosis se trasmite al consumir carne infectada deficientemente cocida. El objetivo del siguiente estudio es
conocer la susceptibilidad de Trichinella spiralis implantada en musculo de ratas Long Evans, a varios antihelminticos a
fin de establecer la administracién mis adecuada, en pautas simples o miiltiples. El grupo experimental fueron 60 ratas
formando 6 grupos, control sano, control infectado y 4 con farmaco. Al dia 40 pos-infeccién se sacrificaron, se
realizarén2 técnicas directas de compresién-tejido y digestién-artificial, se administraron los siguientes firmacos: 14 dosis
de albendazol, 1 dosis de ivermectina y 1 dosis de sulfoxido de albendazol, 1 dosis de pamoato de pirantel con pamoato de
oxantel. Se obtuvo suero para microinmunodifusién simple y se realizo tincién con azul tripan para observar la
viabilidad del parasito. El anilisis estadistico arrojo un resultado significativo con un p valué¢ <0.05, con un 95% de nivel
confianza.

Palabras clave: Trichinella spiralis, susceptibilidad, antihelminticos.

Introduccion

La trichinellosis es una zoonosis endémica en el estado de Zacatecas, segiin lo reportado por varios autores (, es
de distribucién mundial, causada por un nematodo del género Trichinella y especie spiralis. éste nematodo es de tipo
autoheteroxeno (Caracostantogolo et al. 2009).

Trichinella spiralis es un parasito cosmopolita que infecta a mamiferos susceptibles y se trasmite al hombre cuando
consume carne infectada deficientemente cocida regularmente de cerdo, es endémica en el estado de Zacatecas, en
siete de los 56 municipios de Zacatecas han reportado casos (Fragoso et. al,, 1983; Del Rio y Herrera, 1984;
Villicafia er. al, 1984; Cabral et. al, 1988; Cabral et. al, 1990; Carrada, 1992; Contreras y Herrera, 1992; y
Berumen et. al., 2002)). Es transmitida al hombre principalmente al consumir came infestada de cerdo cruda o
insuficientemente cocida. Hasta el momento los bencimidazoles son los firmacos que mayor accién antiparasitaria
han presentado. Con el estudio de firmacos que actien de manera adecuada en fase muscular, la investigacion
contribuye a tratar erradicar la enfermedad y por tanto a evitar la transmisién al humano. Se han realizado estudios
con algunos firmacos antihelminticos donde se han obtenido buenos resultados. En un trabajo realizado por Chavez
en 2007, se mostro la diferencia de respuesta de ratas y cerdos al tratamiento con este albendazol, exhibiendo que en
cerdo es 100% efectiva la dosis de 15 mg/Kg/dia/14 dias en fase muscular, mientras que en la rata presento
disminucién de la carga parasitaria y efectos toxicos evidentes. Por tanto se hizo patente la necesidad de realizar un
estudio para observar la efectividad de los firmacos alternativos a diferentes dosis, para probar la efectividad de
estos contra la Trichinellosis en fase muscular.

Se desconoce a ciencia cierta el tratamiento efectivo para esta parasitosis en fase muscular en ratas. Si los farmacos
actuaran de manera adecuada en la fase muscular en la rata podria cortarse el ciclo vital de la parasitosis ya que esta
participa como hospedero intermediario y finalmente a erradicar esta parasitosis que afecta al hombre.

Objetivo general

Conocer la susceptibilidad de Trichinella spiralis implantada en musculo de ratas Long Evans, a varios =
antihelminticos a fin de establecer la administracién mas adecuada, en pautas simples o multiples.
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Con los objetivos particulares de estudiar el observar la susceptibilidad del pardsitoa los siguientes farmacos, de 14
dosis de Albendazol (ABZ) (7.5 mg/kg/24h/14 dias), 1 dosis de Ivermectina IVM (200pg/ml/kg), 1 dosis de
Sulféxido de Albendazol(SOABZ) (2.5 mg/kg), y una dosis de Pamoato de pirantel y pamoato de oxantel (PP Y PO)
(10mg/kg/)una dosis, en ratas infectadas con 500 LI, determinar la carga parasitaria de LI de T. spiralis en misculo
en murinos controles y tratados, evaluar comparativamente el efecto mediante Ias técnicas de compresion de tejido,
de digestion artificial y evaluar la viabilidad de las LI y cambio morfolégico de T. spiralis en los tejidos infectados
y tratados por medio de la tincién con azul tripano.

Metodologia

El estudio se realizo en el Laboratorio de Biologia celular y microbiologia de la Unidad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Autonoma de Zacatecas.

El modelo experimental que fue usado en este estudio, consistid en 60 ratas (machos) de la cepa Long Evans de 250
+ 20gr de peso, infectados con T. spiralis, en dosis de 500 LI para cada animal, se formaron 6 grupos cada grupo
conformado por 5 animales, 1 control sano, 1 control infectado y 4 con farmaco. Se infectaron y al dia 30 pos-
infeccion se les aplico el farmaco, al dia 60 pos-infeccién se sacrificaron. Se realizaron 2 técnicas directas de
compresion de tejido y digestion artificial en las cuales se realizo conteo de larvas infectantes.

Los farmacos administrados fueron los siguientes: 14 dosis de albendazol, 1 dosis de ivermectina y 1 dosis de
sulfoxido de albendazol, 1 dosis de pamoato de pirantel con pamoato de oxantel (figura No. 1). Se obtuvo suero para
realizar las técnicas de microinmunodifusién simple y se realizo tincién con azul tripan para observar la viabilidad
del parasito.

Figura No. 1 Cuadro de la metodologia utilizada para el tratamiento de murinos infectados con T. spiralis y tratados
con 4 antiparasitarios.

Grupos Tratamiento Via de Nuamero de
administracién Animales
: del farmaco
1 Control sano - =]
2 Control infectado - 5
3 ABZ Oral 3
15 mg/kg/14d
4 IvM Subcutdnea 3
200 pa/kg/ld
5 SOABZ Intramuscular 5
2.5/kg/1d
6 PP.yR.O. Oral 5
10mg/kg/1d

Mmiligramos (mg).microgramos (pg). kilogramos (Kg), unidades (u), dias (d), albendazol (ABZ), ivermectina (IVM),
-sulfoxido de albendazol (SOABZ) y pamoato de pirantel en combinacién con pamoato de oxantel (PP Y PO).

A todos los animales se les tomo 3 muestras de sangre para efectuar posteriormente pruebas inmunoldgicas. Se-les
realizaron las técnicas directas de compresién de tejido (CT) y digestion artificial (DA), ademds de tincién con azul
tripan y se realizo la técnica de microinmunodifusién doble (figura No. 2).
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Como se observa en la imagen anterior, Se realizo toma de muestras de sangre, se sacrificaron las ratas, se realizo la
técnica de compresion de tejido (se colocaron 3 porciones de tejido de masetero, lengua, diafragma, intercostales y
piema y se contaron 10 campos en cada uno, se promedio en cada musculo de cada rata de cada tratamiento y se
obtuvo el dato), con una porcidn de tejido se sumergieron en un ependorf con aproximadamente 1ml de solucién
preparada con azul tripan por 3 a 4 horas. Se observaron al microscopio nuevamente y se analizé si el colorante
entraba a la LI o no, evidenciado de esta forma si la LI era viable o no (Chivez, 2007). Se realizé digestién artificial
(con una solucién pepsina mas acido clorhidrico, imitando la digestién se incubo a 37°c por 24 horas y se recupero el
paquete larval que se conto). Con las muestras de suero obtenidas de la sangre se realizo la técnica de
microinmunodifusion simple para observar la interaccién antigeno-anticuerpo y observar asi la positividad de los
sueros a Trichinella spiralis.

El modelo estadistico fue lineal asociado a un disefio experimental completamente al azar, los factores bajo estudio
fue: A: tratamiento tuvo 6 niveles (1)-grupo control sano (2)- grupo control infectado, (3)- tratamiento con ABZ y
(4)- tratamiento con SOABZ, (5) tratamiento con ivermectina y (6)- tratamiento con P.P. y P.O. y el factor B:
Infeccién, que incluyo a cada grupo experimental con su respectivo tratamiento, resultando 12 tratamientos por

ensayar.
Resultados .

En este estudio se logré reproducir el ciclo vital del pardsito T. spiralis en todos los murinos infectados al
administrarles 500 LI por animal, con un peso aproximado de 250 +50gr.

Se estudi6 el efecto desparasitarte del ABZ, SOABZ, IVM y PPYPO, determinando la carga parasitaria por dos
.métodos, compresion de tejido (C.T.) y digestién artificial (D.A.) y comparindolos con el grupo control. En
compresién de tejido se encontré que el mayor porcentaje de efectividad fueron: 14 dosis de albendazol (83.6%) y
se presento toxicidad en las ratas al 6to.dia, 1 dosis de ivermectina (66%) y 1 dosis de sulfoxido de albendazol
(68.5%), 1 dosis de pamoato de pirantel con pamoato de oxantel (22%) sin signos aparentes téxicos, En la
compresion de tejido se observaron cambios en las larvas y muerte de algunas con los bencimidazoles
principalmente.

Los resultados revelan que aumenta la sensibilidad del parasito ante terapias sostenidas aunque se producen efectos
toxicos en las ratas. En la figura No. 3 se puede observar un corte de tejido de rata control infectado, en la figura No.
4 un corte de tejido con una larva negruzca aparentemente muerta con-algunas sin cambios en su conformacion
caracteristica, se observa ademds en la figura No. 5 un corte de tejido tefiido con azul tripan donde si se puede
constatar que la figura negruzca pertenece a una larva muerta, atrés se observa una larva sin cambios aparentes y que
no permitio la entrada del colorante, estas imdgenes pertenecen a ratas tratadas con ABZ, la figura No. 6 Se puede
_ observar las larvas obtenidas después de la digestion artificial de una rata control infectada. Los tejidos de las ratas
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de los demds tratamientos no presentaron cambios aparente significativos, solo disminuyé el no de larvas presentes
en la proporcidn antes mencionada.

De los signos clinicos mostrados segiin los grupos se puede mencionar que: En el primer grupo tratado por ABZ, las
ratas a partir del dia 6 de tratamiento empezaban a mostrar signos de toxicidad, como ictericia en conjuntivas,
diarrea, astenia, falta de apectito, pelo hirsuto, ete. Los individuos de los otros grupos no presentaron signos de
toxicidad aparente.

Queda por determinar en los murinos en la fase muscular de la Trichinellosis otras altemmativas de tratamientos ya
que aunque el ABZ fue el mejor anti-helmintico, dejo ver efectos (0xicos que alteran la salud de dichos animales y de
las otras posologias ver la posibilidad de repetir las dosis, para poder observar si asi el efecto antiparasitario se
potencia, o combinar algunoes farmacos para obtener mejores resultados.

bjetivo 10x, fig.4 masetero con Tratamiento de ABZ
objetivo 10x, fig. 3 tejido con tincidon de azul tripan se puede observar como el colorante difundidé hacia adentro de una larva rota
y detrds se observa una larva sana en el tratamiento de ABZ 40x, sin colorante, fig. 6 larvas obtenidas de la digestion artificial de
una rata control infectado 40x.

. La microinmunodifusién simple fue positiva para todos los infectados y con tratamiento, excepto para grupo control
sano. El analisis estadistico se observo que tomando como variable dependiente el nimero de larvas obtenidas de
cada tratamiento y los factores técnica y tratamiento, la variable técnica resulta con un p. valué < 0.05, teniendo un
efecto estadisticamente significativo sobre larvas con un 95% de nivel de confianza, a continuacién se puede
observar en la figura No. 7 la grafica relativa al ANOVA.

Figura No. 7. Interaccion de factores en el tratamiento de trichinellosis

Interaccion entre no. de larvas obtenidas, técnica y tratamiento.
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Como se puede observar en esta grafica la técnica de compresion de tejido no es sencible al analisis estadistico, sin
embargo la técniaca de digestién artificial si muestra sencibilidad y se muestra como el grupo tratado con ABZ es el que presento
menor nimero de laravas infectantes en comparacion al Cl, siguiendo el SOABZ, la IVM y en ultimo lugar con mayor carga
parasitaria el grupo tratado con PPYPO.

Conclusiones

En el trabajo realizado en murinos infectados con T. spiralis y tratados, obtuvimos como resultado que el ABZ
tuvo mejores efectos terapéuticos con las dosis de 7.5 mg/kg en machos al presentar menos cantidad de larvas
infectantes presentando algunos efectos toxicos aparentes, la IVM, el SOABZ y el PP Y PO presentaron menores
efectos terapéuticos y sin efectos toxicos aparentes, seria interesante administrar en 2 o 3 ocasiones los firmaco de
una sola dosis para saber si presentaran mejor efecto.
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ABSTRACT

The trichinellosis is endemic and zoonotic parasitic disease acquired by consumption of inadequately
cooked infected meat. The benzimidazoles are greater antiparasitic diugs that have been presented, the

_ objective is to characterize the imimune response and pathd'logical features of mice infected with Trichinella - -
* spiralis and treated with albendazole and ivermectin, the experimental model consisted of: 120 Long Evans - -

rat strain, healthy control (CS), infected control (IC) and treated with albendazole at doses.of 7:5-mg/ kg
and 15 mg/kg and Ivermectin with one and two doses of 200 pg/kg, muscular digestive phase. We performed
tissue compression technique, Artificial Digestion, Microinmunodifusién,  Inmunoelectrotransferencia,
Intradermorreaccion, plus biopsies were obtained were analyzed by hematoxylin-eosin and observed by -

light microscopy. Significant difference was observed in the treatment with ABZ, showing an effective

immune response that continues to recognize the parasite, showing greater efficacy than murine treated -
with Ivermectin (IVM), stating that the different diagnostic techniques are paramount, appearing in each -

one, differences between treatments. The statistical analysis in Centurion Stargraphics program yielded - o

highly significant results with a p <0.01 and 95.0% level of confidence.
Key words: Inmune, histology, Trichinella spiralis, Albendazole, Ivermectin.

RESUMEN

La trichinellosis es una enfermedad parasitaria endémica y zoonotica, adquirida por consumo de carne
infectada deficientemente cocida. Los bencimidazoles son farmacos que mayor accién antiparasitaria han
presentado, el objetivo es caracterizar la respuesta inmune e histolégica de ratas infectadas con Trichinella
spiralis y tratadas con Albendazol e Ivermectina, el modelo experimental consistié en: 120 de ratas cepa

Recibido: 14 de Julio de 2013. Aceptado: 26 de Agosto de 2013.

Correspondencia: Francisca Chévez Ruvalcaba. Genaro Codina #265 Fracc: Ramén Lépez Velarde, Guadalupe,
Zacatecas, CP. 98600.
E-mail: charuva@hotmail.com

75



R.F.CHAVEZ ¢t al.

istico realizado en e] programa Stargraphics Centurion

01 y nivel del 95,0% de confianza,

Palabras clave: Inmune, histolégica, 73 Fichinella spiralis, Albendazo], Ivermectina.

Los estudios en México sugieren que la parasi-
tosis se distribuye en la Zona centro del pais, sin em-

tener al parésito Imuy cerca de la poblacién humana,
en forma de infeccién de los cerdos de fraspatio y
otros animales como e] caballo, que eventualmente

consumo. En Zacatecas se reportd el primer brote
en 1976, en la década de 2000-2010, se ha detecta-
do en cerdo, rata, perroy humano lo cual nos indica
SU permanencia comg Zoonosis endémica en este

76

estado (Berumen e¢ al, 2002). Chavez et al, (2006)
encontré disminucién de |a carga parasitaria ep
murinos en fase intestinal ¥ muscular tratados con
albendazol. El objetivo de] presenta trabajo fue: ca-
racterizar la respuesta inmune e histolégica en ratas
Long Evans infectadas con T spiralis y tratadas
con Albendazol e Ivermectina.

: ,MATERIALYmTonos
Se utilizaron 120 murinos (ratas) hembras. y

machos de la cepa Long Evans de peso de 250 + 20
&, divididos en cuatro 8rupos de trabajo:

1. Control - sano (con subgrupos de hembras y - .

machos, para fase digestiva ¥ fase muscular).

2. Control'infectado (con subgrupos de hembras Yo,

machos, para fase digestiva y fase muscular).

3. Infectados ¥ tratados con ivermectina (tratados

~ conunay dos dosis de 200 pg/kg, tanto para fase
digestiva como muscular, hembras y machos).
4. E infectados ¥ tratados con’ albendazol (con
dosis de 7,5 ¥ 15 mg/kg para fase digestiva y
muscular), ; =

Los murinos fueron Pesados y se tomé su talla

cada dos semanas, se tomaron muestras sanguineas, 7

se administro carne infectada con 500 LI, para Ia
fase digestiva pasaron seis dias desde el dia de [a
infeccién, Para comenzar Iog tratamientos de 7,5
mg y 15 mg por kilogramo de peso al dia de ABZ,
¥ 1y dos dosis de IVM de 200 pg/kg, se sacrifica-
ron a los seis dias de haber terminado tratamientos.
Para Jas fases digestivas se comenzg a dar e] trata-
miento de ABZ e [VM a los 30 dias después de Ia
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RATAS INFECTADAS CON TRICHINELLA SPIRALIS, TRATADAS CON ALBENDAZOL E IWMCTNA

infeccién y se sacrifico a los 28 dias de haber ter-
minado e] tratamiento. Antes de sacrificar se toma
muestra sanguinea y al sacrificar se obtiene porcio-
nes de tejido muscular (lengua, masetero, pierna,
diafragma e intercostal), para realizar las técnicas
de compresién de tejido y digestion artificial, para
observar la presencia, cantidad y caracteristicas del
parésito. En fase digestiva se obtiene el intestino
delgado de cada rata para recolectar hembras y ma-
chos adultos.

Se obtuvo el antigeno soluble total de T spiralis
apartir de LI de 7. spiralis, se determino la cantidad
de proteinas para realizar las diferentes pruebas
inmunoldgicas.

Se evalu6 la triple respuesta de Lewis, por me-
dio de intradermorreaccion, aplicado antigeno de

T spiralis en el lomo del animal. Con los sueros
problema se realizé la técnica de microinmunodifu-

sién para observar la reaccion del complejo Ag-Ac,
también se realizé el corrimiento electroforético
en geles de poliacrilamida (EGPA), para después
transferirlo en papel de nitrocelulosa y evaluar el
patrén de bandeo de cada tira. Se realizé la técnica
de hematoxilina-eosina para ver los cambios mor-
folégicos de tejido muscular y ver la afeccién en las
LI por los diferentes tratamientos. ;

RESULTADOS -

En los grupos tratados con Ivermectina en
fase digestiva con una y dos dosis, encontramos

diferencia entre los grupos de hembras y machos,
siendo los machos los que presentaron un mayor
aumento de peso, principalmente en el que se le
administraron dos dosis de IVM, contrario a las
hembras que presentaron un mayor aumento en el
grupo al cual se le administr$ una dosis de IVM. En
los grupos tratados con ABZ en fase digestiva se
pudo observar que solo el grupo de hembras tratadas
con 7,5 mg de ABZ no presentaron diferencia en el
aumento de peso (Figura 1). En la técnica de Bolas
Fernandez se obtuvieron adultos hembras y machos,
por medio de la digestion artificial se obtuvieron
en promedio 5.600 LI T° spiralis de (Figura 2) y
compresién de tejido en los grupos tratados con
ivermectina y albendazol se observd alteracién
en la morfologia del parasito (Figura 3), mientras
que en las Intradermorreacciones hubo una mayor--
respuesta al antigeno a las 24 h en control infectado -
y los infectados y tratados con las diferentes dosis y

~ farmacos, presentando sélo negativos en controles

sanos y el resto de los .grupos positivos, en la

inmunoelectrotransferencia se presenté el triplete
caracteristico de 42, 45 y 48 kDa en las bandas de -

los grupos infectados y los tratados (Figura 4).

DISCUSION

Los murinos de control sano, presentan un au- -
mento de tamafio y peso proporcional al que mues-
tran los controles sanos, tanto en hembras como
maches, mientras que en las hembras tratadas con

Aumento de peso (g)

Figura 1. Gréfica de aumento de
peso, a lo largo del experimento, de
cada uno de los grupos. Las hembras
tratadas en fase muscular con una
y dos dosis de IVM fueron las que
presenfaron un mayor aumento de
peso, hasta 30 gr mas que en los
diferentes grupos tratados.
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lizada a control sano

Figura 5. MIID rea

(1) y control infectadq

(2) en fase digestiva y (3) en fase muscular ¥ Figura

6. MIID realizada en murinos infectados con T, spiralis y tratadas Con 1(1) ¥ 2 (2) dosis de IVM en fase digestiva. Por
medio de esta técnica inmunolégica pudimos observar la interaccién antigeno-anticuerpo tanto en controles infectados,

Como en los infectados y tratados a diferentes dosis,

; :faée_s la serologia fue positiva en cada una de ellas,
asf eomo por el método de compresién de tejido
todas mostraron. ] parésito, pero con aspecto ne-
gruzco tanto en la céhila nodriza como en la larva,

. porla técnica de digestién artificial se observé la LT

fragmentada ¥ algunas con el contenido interno de
1a LI desintegrada,

Las iutradennon'eacciones tienen gran impor-
tancia diagnéstica y pronostica, por Io que es de
* suma importancia que se lleven a cabo en el diag-

néstico diferencial de enfermedades; Martinez
(1998) menciona que una de las técnicas diagnésti-
cas dé la trichinellosis es ]a [DR Y menciona que se
" distinguen dos reacciones: una precoz (a los 30 mj-
nutos), esta se hace positiva entre los diez ¥ treinta
- dias de la infeccién ¥ una tardia (que se presenta
a las 24 h), reconociendo de mayor diagnostico la
reaccion precoz Positiva; en contraste con los ana-
lizados en el presente estudio, donde se evaluaron
Cuatro diferentes momentos, siendo a las 2, 4,24y
48 hrs, observamos que tanto en la fase intestina]
¢omo en la muscular la reaccién predominante en
los sueros positivos al parasito, fue a las 24 hrs, sin

80

Figura 7. Resultados obtenidos por
la técnica de inmunoelectrotrans-
¢ ferencia: CI (control infectado), CS
=% (control sano), 1 (tratados con S5

| mg de ABZ en fase digestiva (FD)), 2
| (tratados con 25 mg de ABZ en FD),
& 3 (tratados con | dosis de IVM en
i FD), 4 (tratados con 2 dosis de IVM
| en FD), 5 (tratados con 7,5 mg de

& tados con 15 mg de ABZ en FM), 7
| (tratados con 1 dosis de [VM en FM),
| 8 (tratados con 2 dosis de IVM en
| FM). Se pude observar el triplete ca-

| kDa en los diferentes grupos.

importar el estado clinico, ni la fase en Ia que se
encontraba el hospedero. Mientras que Rodriguez
et al, (2008), mencionan que la lectura debe reali-
Zarse a las 48 hrs, cuando la reaccién inmunitaria
€S menos marcada que a las 24 h, Nuestro disefio
estadistico nos muestra que los resultados encon-
trados en la técnica de IDR realizada anuestros 120
murinos, es, estadisticamente significativa, por me-
dio del analisis ANOVA presenta un p <0,05.

Enel pigsente trabajo por medio de Ia técnica
de IET realizada tanto a] grupo control infectado
como a los tratados con las diferentes dosis de
ABZ e IVM en fase digestiva y fase muscular,
presentaron el triplete caracteristico del parasito

que oscila entre 42, 45 vy 48 kDa (Pozio_y Murrell,

2006).
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RESUMEN

Las enfermedades parasitarias representan uno de los principales problemas sanitarios que afectan a los
animales y al hombre. Los helmintos forman un numeroso grupo de metazoarios parasitos y de vida libre. El uso
de productos quimicos es una de las estrategias de control mas eficientes que actualmente existen. En el presente
trabajo se hace una revision sobre la farmacodinamia, farmacocinética y efectos adversos sobre los principales
farmacos antihelminticos, particularmente los utilizados contra Trichinella spiralis, ya que estudios previos han
revelado que este parasito es endémico en Zacatecas, asi como también es una enfermedad importante en otras

areas del pais y del mundo.

Palabras clave: Helmintiasis, quimioterapia, Trichinella spiralis
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INTRODUCCION

Dentro de los problemas sanitarios que
afectan al hombre y los animales, las enfermedades
parasitarias representan un serio problema ya que
aun cuando algunas parasitosis no tienen
manifestaciones agudas, pueden repercutir en la
salud, afectando la condicién corporal, aspecto,
desempefio fisico, esperanza de vida y la
productividad de millones de personas y animales
en el mundo. Las parasitosis adquieren especial
importancia en animales de compaiiia al representar
éstos una potencial fuente de infecciones al hombre,
asi como en regiones tropicales y subtropicales con
poco desarrollo socioeconémico donde se han
observado con una mayor frecuencia.

Existe gran diversidad de parasitos que
afectan a los animales y el hombre, los cuales se
pueden agrupar en: endopardsitos como los
protozoarios, helmintos los que se dividen en
trematodos, nematodos y cestodos y los artropodos
que incluyen a los insectos y a los dcaros. Dentro de
las parasitosis internas de mayor frecuencia e
importancia se encuentran las helmintiasis como la
triquinelosis, tocoxariosis, ancilostomiosis,
dirofilariosis, entre otras.

Los mecanismos de transmision de los
parasitos son diversos: La ingestion de alimentos y
agua asi como el suelo y los fémites contaminados
con heces son las principales vias de transmision de
parasitos al hombre y los animales.'*

Una vez que una infeccion parasitaria se ha
producido, lo consecuente es realizar un
diagnostico que permita la identificacién del
parasito, el diagndstico correcto es la base para

sustentar la toma de decisiones médicas. Derivado
de los resultados en el diagnéstico se podra elegir
un tratamiento que controle de forma oportuna y
eficiente los parésitos de sus hospedadores.

Los farmacos mas utilizados para el
control de las helmintiasis son: el mebendazol,
albendazol, febendazol, ivermectina, nitazoxanida,
bitionol, piperazina, citrato de dietilcarbamazina,
niclosamida, prazicuantel, triclorfon y el pamoato
de pirantel. El presente trabajo contribuye al
conocimiento de dichos firmacos. Se abordan
temas como su farmacodinamia, farmacocinética y
efectos adversos y su eficacia en el control de
diversas  helmintiasis  principalmente de la
triquinelosis (Trichinella spiralis).

EFICACIA DE ALGUNOS FARMACOS
CONTRA HELMINTIASIS

Se han reportado que ¢l albendazol (ABZ)
tiene una efectividad contra T spiralis en ratones
del 71%, mientras que el mebendazol (MBZ) del
67% administrados 72 horas después de la
infeccion.'® La eficacia antihelmintica del ABZ y
ABZ en conjunto con cyclodextrin (ABZS02) se
incrementa de un 74% (ABZ) a 99% con el
ABZS02 en las formas adultas de T. spiralis en
ratones infectados.'®

Se ha reportado que el ABZ y el MBZ
actian contra las formas intestinales de 7. spiralis
que surgen en etapa temprana de la infeccion.'” y
que que el tratamiento a base de flubendazol (FBZ),
es 100% efectivo contra adultes con dosis de 8
mg/kg y 16 mg/kg por 6 y 14 dias después de la
infeccion por 7. spiralis.'® El FBZ es més efectivo



que €l ABZ en la fase adulta de T. spiralis en
ratones a dosis de 20 mg/kg /dia/5 dias con una
efectividad de ABZ 46% y FBZ 99%.'° En estudios
realizados en Europa, Este de Africa y Asiael ABZ
a dosis unica de 400 mg muestran un alto espectro
antihelmintico, apropiado en el control de
infecciones causadas por nematodos.?’

Debido a que el ABZ tiene un mayor grado
de absorcioén intestinal, tiene una mayor accién
sobre las larvas enquistadas y se considera el
medicamento de eleccidon en la Trichinelosis
humana, pero su accién larvicida se ve mejorada al
utilizarse con corticosteroides a dosis elevadas, esto
para evitar reacciones provocadas por la liberacién
masiva de antigenos provenientes de las larvas
destruidas.” La actividad del mebendazol (MBZ)
contra la fase de desarrollo de la larva T. spiralis,
que es efectivo contra larvas (L1 a L4) situadas en
el intestino delgado a los 0 a 4 dias pos-infeccion
(PI), pero en adultos en intestino delgado (5 a 28
dias PI) no es efectivo.”

Diversos  estudios  han mostrado
efectividlad de la ivermectina (IVM) contra
numerosos parasitos que afectan a los animales.
Actualmente este farmaco es ampliamente utilizado
en humanos sobre todo en el Brasil para el control
de la oncosercosis, filariasis, estrongiloidosis,
escabiosis, pediculosis y larva migrans obteniendo
buenos resultados.” De igual forma se ha usado la
IVM en combinacion con el ABZ, en el tratamiento
de filariasis linfatica en Gana, con una eficacia del
87%.2* Asi como también en terapia profilictica
contra la hidatidosis se ha reportado una eficacia
del 96%.%

Ademas, se ha reportado que |la
lanitazoxanida (NZX) representa un tratamiento
alternativo seguro en parasitosis asociadas con
protozoarios como amibiasis y helmintos.”*?’
Incluso no se ha reportado toxicidad atribuible a
NZX en més de nueve millones de prescripciones
en México a partir de 1996.® Adicionalmente, la
NZX cuenta con una efectividad que oscila entre 85
y 97%, es de amplio espectro, no toxico de facil
manejo y bajo costo.”” En contraste, los efectos
adversos de la NZX oscilan entre el 6 y 14.5%.
Atn no hay ningin estudio que haya evaluado la
dosis ideal para cada helminto y para cada
protozoario con este farmaco.”’

Se presentaron los resultados de un estudio
donde evaluaron la eficacia y la seguridad de la
NZX en el tratamiento de diarrea causada por
Giardia intestinalis y Entamoeba histolytica y E.
Dispar, los resultados muestra la eficacia de NZX
con 3 dias de tratamiento, recomendando E»Iara
giardiasis y amebiasis un tratamiento mas largo.

También se ha evaluado y comparado la
eficacia de albendazol, ivermectina y nitazoxanida
en la infeccién por Trichinella spiralis en fase

intestinal y muscular en modelo murino y suino,
concluyendo que el ABZ en cerdos en FM fue
100% efectivo, y resulté el firmaco con mayor
actividad antiparasitaria en ambos modelos aunque,
continuando la NZX y con menor efecto la IVM
para el modelo suino, mientras que para el modelo
murino se comporté con mayor efecto la IVM que
la NXZ.»

ALBENDAZOL

El Albendazol es un antihelmintico de
amplio espectro, es un carbamato de benzimidazol
(Figura 1) el mas nuevo que se ha utilizado a nivel
mundial para erradicar diversos helmintos, este es
congénere del mebendazol.'”

Fue descubierto mediante métodos de
deteccion tradicionales; solo recientemente se ha
esclarecido su mccam'smo,J3 producido por
modificacion de cadenas laterales del niicleo basico
bencimidazol, que caracteriza a los farmacos, cuyo
prototipo es el tiabendazol, se describe como polvo
blanco amarillento insoluble en agua y soluble en
solventes orgéanicos (dimetilsulféxido y 4cido
acético). La adicion del alcohol incrementa su
solubilidad.*

ihpeio &y

Figura 1. Estructura quimica del Albendazol.

Farmacodinamia Los benzimidazoles ocasionan
muchos cambios bioquimicos en nematodos
sensibles, por ejemplo, inhibicion de la
fumaratoreductasa en las mitocondrias, disminucién
del trasporte de glucosa y desacoplamiento de la
fosforilaciéon oxidativa, hay pruebas de peso que
demuestran que la accién primaria entrafia la
inhibicién de la polimerizacién de microtibulos al
unirse a la B-tubulina.'”**

El ABZ bloquea la captacion de glucosa de
los parsitos susceptibles en la etapa larvaria y
adulta, abatiendo sus reservas de glucégeno y
disminuyendo la formacién de trifosfato de
adenosina (ATP). Como resultado el parasito se
inmoviliza y muere.”
Farmacocinética. Su administracion es por via oral
a dosis aproximada de 400 mg en dosis tinica en
personas desde los 2 afios de edad hasta edad
adulta, dependiendo del parasito sera la repeticién
de la dosis. En cerdos se administra por via oral



pero de forma liquida, es decir, en suspt:nsia:'m."S La
absorcion del ABZ es variable e irregular después
de haber sido ingerido, se administra con mejores
resultados en el estémago vacio cuando se usa
contra parésitos intraluminales; su absorcion es
mejor si se administra en compafiia de alimentos
grasosos y posiblemente también por acciéon de las
sales biliares ocasionando que se ejerza efecto
contra parasitos tisulares. Es metabolizado
rapidamente en el higado, hasta la forma de
sulféxido de albendazol (es el que mantiene la
actividad antihelmintica) se liga aproximadamente
en un 70% a proteinas plasmiticas, su vida media
en el plasma es de 8 a 9 horas."”

La formacion de sulféxido de albendazol
es catalizada por la flavinamono oxigenasa
microsémica y en menor magnitud por algunas
formas del citocromo P450. Parte del suféxido es
todavia oxidado més hasta generar el metabolito
sulfona que es farmacoldgicamente inactivo. Los
metabolitos se excretan principalmente por la
orina.”

Aunque se absorbe como el mebendazol
por tracto gastrointestinal y su actividad
antihelmintica es ejercida principalmente en dicho
tracto, llega a alcanzar concentraciones plasmaticas
15-50 veces superiores, y por consiguiente, en el
liquido quistico de una hiditide; por esta razén
puede ejercer mayor accién letal en hidatidosis®’.
Como farmaco de eleccion el ABZ esta indicado
en: Larva migrans cutanea, Capilaria
pilippinensis, Cysticercosis Echinococcus
granulosus (también como profilaxia antes de la
extirpacién  quirirgica de quiste hidatidico)®®.
También tiene actividad contra triquinosis (400 mg
dos veces al dia por una o dos semanas).”

No se ha demostrado actividad escoliocida
in vitro del firmaco ABZ y de su metabolito, el
sulféxido de albendazol utilizado en pacientes con
hidatidosis. Se ha mostrado la eficacia de ABZ es
de un 75% a dosis de 10 mg/kg/dia v.o. durante tres
meses, considerando la }Jrobahilidad de un 12% de
mostrar hepatitis toxica.™®

Como  farmaco
Ascarislumbricoides, Trichuristrichuria,
Necatoramericanus, combinadadscaris y
Uncinarias, Oxiurus, Trichinellaspiralis (afiadiendo
corticosteroides en infecciones graves),
Angiostrongyluscantonensis y Duela hepaitica.
Efectos adversos A diferencia de los otros
benzimidazoles, el ABZ tiene pocos efectos
adversos si se utiliza por poco tiempo (1 a 3 dias),
en tratamiento a largo plazo en ocasiones hay
malestar abdominal, diarrea, nausea, mareos y
cefalea transitorios e incremento en las enzimas
hepaticas.”

Cuando los efectos son graves se puede
presentar: dolor gastrointestinal, cefaleas intensas,

alternativo en:

fiebre, fatiga, alopecia, leucopenia,
trombocitopenia, salpullido, llagas en la garganta.
Contraindicaciones Debido a que el firmaco es
teratogeno y embriotdxico en algunas especies
animales no se recomienda a mujeres embarazadas,
ni a nifos menores de 2 afios. Es importante
efectuar en forma seriada estudios de funcién
hepitica durante su administracion por largo
tiempo, no se recomienda administrarse en
pacientes con cirrosis hepatica.”®

IVERMECTINA

Es una lactona macrociclica semisintética
(Figura 2), compuesta de wuna mezcla de
Avermectina B, y By, (abamectin, un insecticida
obtenido para la fumigacién de cosechas) vy se
deriva del actinomiceto del suelo
Streptomycesavermitilis.*® Se caracteriza por ser un
polvo blanco, poco soluble en agua y en
ciclohexano, altamente soluble en metiletil cetona,
propienglicol y polietenglicol.**

A mediados del decenio de los afios 70, el
estudio de productos naturales indicé que el caldo
fermentado  del actinomiceto  Streptomyces
avermitilis de la tierra aminoraba la infeccién por
Nematospiroides dubius en ratones.*®
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Figura 2. Estructura quimica de Ivermectina.

Farmacodinamia El firmaco inmoviliza a los
organismos afectados al inducir paralisis ténica de
sus musculos.'” En trabajos realizados con
nemdtodos de vida libre Caenorhabbditiselegans,
llegaron a la conclusién de que la parilisis era
mediada por la potenciacion y activacion directa de
los canales de CI sensibles a IVM, controlados por
el glutamato.*' Esos canales estin solamente
presentes en nervios y células musculares de los
invertebrados y una vez potencializados ocasionan
un aumento de permeabilidad en la membrana a los
iones de cloro, con hiperpolarizacion de los nervios
y las células musculares, resultando la parilisis y
muerte del parasito, como lo demostraban.>** Los
canales de cloro (CI') controlados por el glutamato
probablemente sirven como dos lugares de accion



de la IVM también en insectos y crusticeos. A falta
de receptores con alta afinidad para ivermectina en
céstodos y tremétodos se puede explicar ?orque
estos helmintos son sensibles a la TVM.
avermectinas actiian con los receptores de GABA
en cl cerebro de vertebrados (mamiferos), pero su
afinidad por receptores de invertebrados es 100
veces mayor.

Farmacocinética La preparacién parenteral en
humanos es para pacientes que presenten paralisis
espastica a dosis de 0.2- 1.6 mg/kg por via
subcutdnea. Se administra solo por via oral en el
humano,*’se absorbe bien en un tiempo maximo de
4 horas y es metabolizada ampliamente, su vida
media es de 27 horas, se une el 93% a proteinas
plasmiticas, la depuracion plasmatica es lenta
(cerca de 1.2 litros/por hora) en un volumen
aparente de distribucion de aproximadamente 47
litros.

Se excreta poco por el rifién, pasa a la
leche materna y su mayor excreciéon es por heces
(en animales).”’ En los animales se puede
administrar por todas las vias, con excepciones en
algunas especies, por ejemplo por via oral, (liquido,
solo recomendable en caballos y borregas, pasta en
caballos y vacas, tabletas en perros y gatos, en
bolos intrarruminales o como premezcla para
bovinos y cerdos como liquido en la piel para
bovinos e inyeccién subcutinea en bovinos y
cerdos).*®
Indicaciones En humanos es el medicamento
preferido en el control colectivo y terapéutica de la
Oncocercosis, Filariasis y Estrongiloidosis. En
Brasil actualmente se emplea en enfermedades de la
piel como sarnas, pediculosis, larva migrans, miasis

etc. En bovinos y  ovinos: Parasitos
gastrointestinales: Haemonchu sSp.,
Ostertagiaostertagi, Ostertagialy rata,
Trichostrongylus sp., Cooperiaoncophora,
Cooperiapunctata, Cooperiapectinata,
Oesophagosto munradiatum, Strongyloides

papillosus, Nematodirus helvetianus, Nematodirus
spathiger, Toxocara vitulorum y Trichuris spp.
Parasitos pulmonares: Dictiocaulus  viviparus,
Dictiocaulus filaria. Ectoparasitos:Sarcoptes sp.,
Haematopinus sp., Dermatobia hominis, Boophilus
microplus, Cochliomyia hominivorax, Linognatus
vituli, Psoroptes spp. También estd indicado como
auxiliar en el control de la poblacién de la mosca de
los cuemnos (Haematobia irritans) y como
preventivo de miasis en el ombligo de terneros
recién nacidos y en las heridas de castracion. En
porcinos  esta  indicado  para  pardsitos
gastrointestinales: Ascaris suum, Hyostrongylus
rubidus, QOesophagostomum spp., Strongyloides
ramsoni., parasitos pulmonares: Metastrongylus
spp-» paras:tos renales: Stephanurus dentatus.®
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En equinos estd indicado para parasitos
gastrointestinales: Parascarisequorum, Strongylus
spp., Oxiurusequi. Y parasitos pulmonares:
Dictycaulus arnfieldi, En felinos contra parasitos
gastrointestinales: Ascaris spp, Ancylostoma spp.,
Uncinaria spp. Y ectoparésitos: Sarcoptes spp,
Notoedres spp, Otodectes spp. En caninos contra,
Dirophilaria immitis y en otras especies como
Camélidos  sudamericanos  efectivo  contra,
Sarcoptes  scabieivar. Aucheniae, Lamanema
chaveziy algunos parésitos internos.>*

IVM es una droga bastante segura para los
mamiferos, basicamente por dos factores: Primero,
los canales i6nicos mediados por el 4cido gama
amino butirico (GABA) solo estin presentes en
cerebro de mamiferos y la IVM no atraviesa la
barrera hematoencefalica en situaciones normales.,
Segundo, los nervios y células musculares de los
mamiferos no presentan canales de C15 controlados
por glutamato.

En una investigacion realizada en el
control de la nematodiasis encontraron que la IVM
a una concentracion al 3.15% (630 pg/kg) resultaba
mas eficiente en un 99.3% en comparacion con la
IVM a concentracion del 1% (200 pg/kg)
presentaba una eﬁmencm del 88.7% con respecto a
los grupos controles.”

Efectos adversos Algunos de los sintomas son
principalmente:  ataxia, midriasis, depresi6n,
temblores, estupor, hemesis, salivacion y muerte.
Contraindicaciones En pacientes con meningitis u
otras afecciones del sistema nervioso central que
puedan afectar la barrera hematoencefalica, en
mujeres embarazadas no se han realizado estudios,
por lo cual no se recomienda su uso, ni en mujeres
que estén lactando un bebé de menos de 15 kg.

El uso de las ivermectinas estd prohibido

en el ganado lechero por la gran cantidad de
residuos que se vehiculizan en la grasa de leche y
que presentan actividad insecticida, los residuos
podrian ser concentrados en alimentos licteos con
un alto contenido graso (cremas, quesos,
mantequilla).* Debe ser administrada con cautela a
pacientes en uso de drogas que deprimen el sistema
nervioso central.”
Toxicidad Esta sustancia carece de efectos
adversos y toxicos conocidos en el ser humano; ello
se debe en parte al hecho de que la IVM no cruza la
barrerahematoencefilica.’® Se han observado signos
de toxicidad pero por toxinas liberadas por la
muerte de las microfilarias en tratamiento con este
farmaco.

En animales la IVM es teratogénica en
dosis extremadamente elevadas, la American Board
of Veterinary Toxicology (ABVT) menciona, que
este desparasitante estd contraindicado en perros de
raza Collie y cruzas con esta raza, en el Pastor de
Maremar, en el Sabueso y que la toxicidad es



causada principalmente por utilizar dosis excesivas
(10 veces la dosis en caballos, 20-40 en bovinos, 30
veces en cerdos, etc.) por utilizar preparados
formulados para otra especie.

NITAZOXANIDA

Esta sal fue descubierta en el decenio de
los setenta pero recientemente ha salido al mercado
mundial, Rossignol en 1975, realiz6 una
modificacién en el anillo de los metronidazoles, y
basicamente ello origind la molécula de la
nitazoxanida, el cambio se realizé en la estructura
bésica al sustituir el nitrégeno por el azufre (Figura
3). Presenta mayor eficacia contra muchos parasitos
tratados con otro tipo de productos.?® Nitazoxanida
es el primer compuesto de una nueva clase de
antiparasitarios  conocida como nitrotiazol,
autorizado para su salida al mercado nacional por la
Direcciéon General de Insumos para la Salud,
dependiente de la Secretaria de Salud en 1996.%
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Figura 3. Estructura quimica de la
Nitazoxanida.

Farmacocinética Como caracteristicas importantes
presenta un solo metabolito, lo que significa menor
cantidad de efectos adversos con motivo de ingesta
del producto. Permite la liberacion gradual de los
medicamentos hacia los tejidos y
consecuentemente, aunque su vida corta es de una
hora, se puede administrar cada 12 horas. La
eliminacién es por heces”®. Presenta 2 mecanismos
de accion: Uno, bloquea el ciclo aerobio de la
glucosa, de tal manera que los productos del
metabolismo de la glucosa no terminan en agua y
CO2, sino que termina por medios anaerobios, por
lo que el resultado es 4cido lactico crea un ambiente
hostil para los microorganismos, que practicamente
los destruye.

Dos, en protozoarios la reduccién que se
hace al sustituir el nitrégeno por el azufre permite
que la nitazoxanida, basicamente su metabolito,
penetre en el DNA del parasito, lo que hace que se
rompa, que se fragmente la estructura del material
nucléico y con ello se inhiba la sintesis del acido
nucléico.

Indicaciones Tiene
redondos, Enterobius

utilidad contra gusanos
vermiculares, Truchuris

trichura, Ascaris lumbricoides, o bien sobre
céstodos o Taenia saginata o solium, Hymenolepis
e inclusive contra Fashiola hepatica.
Efectos adversos Nauseas, vomitos,
abdominal, diarrea.

Dosis 7.5mg/kg/dosis, es decir, la dosis diaria es de
15 mg/kg, dividida dos veces al dia. La
administracion habitual es de tres dias, la FDA la
aprobé en noviembre en 2002 para su uso
pedidtrico (suspensién oral) en infecciones por C.
parvum y G. lambia en 2005, para uso en adulto
(comprimido). En la actualidad la utilizan alrededor
de 100 paises.*®

BITIONOL

dolor

Es un farmaco derivado de
clorosulforados, su nombre quimico es 2,2’tiobis
(4,6-diclorofenol). Es un polvo cristalino, blanco
grisiceo, fotosensible, casi insoluble en agua,
soluble en alcohol y en soluciones alcalinas. Su
estructura quimica se muestra a continuacién,
figura 4.

Figura 4. Estructura quimica de Biotionol.

Farmacodinamia Inhibe la fosforilizacion
oxidativa, lo que disminuye el metabolismo
glucolitico del parasito. Asi mismo altera su
equilibrio digestivo y excretor. Interfiere en la
embriogénesis del parasito, lo que permite usarlo
como profildctico.
Farmacocinética Después de la administracion,
alcanza valores sanguineos maximos en 4 a 8 h.**
Cuando se administra por via oral en ovinos y
caprinos se absorbe lentamente; alcanza su
Cpmaxen24 h; tiene ciclo entero hepitico y en bilis
se detecta una concentracion proporcionalmente
mayor que en plasma.” Se menciona que la
excrecion se realiza aparentemente a través del
rifién.**
Indicaciones y dosis: Inicialmente se utilizd en
agricultura como antimicrobiano y fungicida. Se
emplea también en jabones y soluciones jabonosas
(0.5%-5%). Se le considera ademas antiparasitario
de amplio espectro.*’

Humanos: Es la droga mas efectiva de
todas las disponibles para el tratamiento- de la
Trematodosis hepitica, tanto en fase aguda como en



fase cronica. La dosis oscila de 30-50 mg/kg de
peso al dia en dias alternos durante 10-15 dias en
adultos y 5 en nifios.*

Bovinos: contra Fasciola hepdtica madura
con Tmg/kg/10dias, contra Fasciola gigantica,
40mg/kg y contra Paragonimus westerni de 40-
50mg/kg, todas por via oral.

Ovinos y caprinos: contra Fasciola

hepdtica a dosis es de 175-220mg/kg y contra
Dicrocoelium dentriticum es de 100-180mg/kg por
via oral.
Efectos adversos En humanos se presentan hasta
en 40% de los pacientes, generalmente son leves a
transitorios, aunque a veces su severidad requiere
suspension del tratamiento, se presenta diarrea,
calambres abdominales, anorexia, nauseas, vomito,
mareo y cefalea. Puede haber erupcién cutinea
después de una o dos semanas, lo que sugiere que
es una reaccioén alérgica a la destruccién de los
gusanos que mueren. No recomendable el uso en
nifios menores de 8 afios de edad®. Los efectos
adversos en ovinos la administracién de 90-270
mg/kg/ por 5 dias induce un incremento de
frecuencia cardiaca y frecuencia respiratoria,
ademds de leucocitosis, depresion y diarrea. En
bovinos se presenta diarrea fétida con
deshidratacién. Sin embargo, la toxicosis es casi
nula en la mayoria de los casos.

Interacciona con éxito, para aumentar y
mejorar su eficacia contra las Fasciolas con la
niclosamida, haxaclorofeno, tiabendazol, morantel,
levamisol y tetramisol.

NOTA: La biotransformacion es muy
lenta, por ello debe evitarse su empleo 15 dias antes
del sacrificio de los animales."’

CITRATO DE DIETILCARBAMAZINA

Es un derivado sintético de la piperazina,
Figura 5, esta se comercializa como la sal citrato.
Este es el medicamento de eleccion en el
tratamiento de filariasis, loiasis y eosinofilia
tropical. Ha sido remplazado por ivermectina para
el tratamiento de la oncocercosis.

e
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Figura 5. Estructura quimica de Citrato de
Dietilcarbamazina.

12

Farmacodinamia: Produce la inmovilizaciéon de
las microfilarias y altera su estructura de superficie,
desplazandolas de los tejidos y haciéndolas mas
susceptibles a la destruccién por los mecanismos de
defensa del huésped. El mecanismo de accién
contra los gusanos adultos se desconoce.
Farmacocinética Se absorbe rapido por el tracto
gastrointestinal, después de la administracién de
una dosis de 0.5mg/kg se alcanzan concentraciones
plasmiticas maximas de 1 a 2 horas (h), la vida
media plasmatica es de 2 a 3 h en presencia de
orina 4cida, pero es cercana a 10 horas si la orina es
alcalinizada. El medicamento répido se equilibra en '
todos los tejidos, excepto en tejido graso. Se excreta
principalmente por orina en forma del medicamento
inalterado y en la forma del metabolito N-oxido.
Indicaciones: Importante es mencionar que se debe
administrar después de haber consumido alimentos.
Es el medicamento de eleccién para el tratamiento
de infecciones causadas por Wuchereria bancrofti,
Brugia malayi, Brugiati mori y Loa loa. Se
considera eficaz y con carencia de efectos adversos.
Recomendable es la dosis de 50mg (Img/kg en
nifios) el primer dia, el segundo dia, tres dosis de
50mg/kg; en el tercer dia, tres dosis de 100mg/kg y
luego 2 mg/kg/ tres veces al dia hasta completar 2 a
3 semanas. Se puede administrar antihistaminico o
corticoide, durante los primeros dias para limitar las
reacciones alérgicas. Como profiléctico se puede
administrar, 300mg semanal o en tres dias
consecutivos para loasis y 50mg/mes para la
filariasis.”®

Efectos adversos Ocasionalmente provoca vémito,
diarrea y disminucién del recuento espermatico,
hipersensibilidad anafilaxia y muerte. Se asocia
enfermedad hepatica, por lo que no se debe emplear
en caso de que esta se manifieste o cuando el
paciente tenga antecedentes.’

Contraindicaciones: Se recomienda no utilizar
quimioterapia poblacional en zonas endémicas de
oncocercosis y loiasis a pesar de que el firmaco
pude utilizarse de dichas infecciones a viajeros y
turistas. Se requiere disminuir la dosis en
individuos con decremento en la funcién renal u
orina persistente alcalina.*’

NICLOSAMIDA

La niclosamida es un derivado de Ia
salicilanilida halogenado introducido como tenicida
después de estudios de laboratorio en ratas
infectadas con Hymenolepis diminuta. Este posee
notable actividad contra casi todos los cestodos que
infectan al humano como H. nana, el nematodo E.
vermicularis también es sensible.
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Figura 6. Estructura quimica de la
Niclosamida

Farmacodinamia A concentraciones bajas, la
niclosamida estimula la captacién de oxigeno por
parte de Hymenolepis diminuta, pero a
concentraciones mayores inhibe la respiracién
celular y bloquea la captacién de glucosa. La acci6n
principal del medicamento tal vez bloquea Ila
fosforilacion anaerébica del difosfato de adenosina
(ADP) por la mitocondria del parasito. Un proceso
productor de energia que depende de la fijacién de
C0,"

Farmacocinética El farmaco se absorbe muy poco
desde ¢l tubo gastrointestinal, por tanto se ingiere
en una sola dosis por lo comin después de una
comida frugal; Los sujetos con estrefiimiento
crénico debe de tomar antes un laxante. Se
convierte en un metabolito inactivo llamado
aminoniclosamida, que se elimina por las heces. *’

Indicaciones Como ya se menciond posee notable
actividad contra casi todos los cestodos, que
infectan a seres humanos aunque es un
medicamento de segunda eleccién después del
prazicuantel; se observa el deterioro de los vermes
afectados en el intestino o in vitro de manera que
puede haber digestién parcial del escolex y diversos
segmentos, dando lugar a elementos amorfos.
Durante el 2001 recomiendan como de primera
eleccion en Teniosis ya que con el tratamiento
aplicado en 8 personas se logré la eliminacién del
escolex, de T. saginata. Dosis recomendada en los
adultos 2 %r y en nifios de 0.5 a 1 gr dependiendo
del peso. ** Niclosamida no se usa en menores de 2
afios ni en mujeres embarazadas. (Niclosan 500
mg/comprimido) de 11 a 14 kg. 2 comprimidos 1 g
o de 34 kg. 3 comprimidos 1,5 g. dosis unica.

Es importante advertir que no es efectiva
contra huevecillos de T. solium, por tanto expone al
paciente a que adquiera cisticercosis. Se puede
combinar con levamisol u oxibendazol para
ampliar su espectro.

Efectos adversos: Carece practicamente de efectos
adversos, salvo molestias gastrointestinales muy

ocasionales.
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PRAZICUANTEL

Es un derivado de la pirazinaisoquinolina y
se encuentra en forma de polvo de color blanco; es
higroscépico, de sabor amargo con olor suave,
soluble en agua y mas soluble en alcohol. Su
nombre  quimicos es 2-(ciclohexilcarbonil)-
1,2,3,6,7,1 1b-haxanidro-4H-pirazino(2,1-
a)isoquinolin-4-1-ona.

B

Figura 7. Estructura quimica del
Prazicuantel

Farmacodinamia No se ha determinado el
mecanismo  de accién exacto. A  bajas
concentraciones in vitro, parece alterar y estimular
el movimiento de los parasitos ocasionando
contracciones tetinicas en su musculatura, debidas
quizd a que aumenta la permeabilidad de su
membrana celular al calcio. Ademas bloquea la
sintesis de ATP.
Farmacocinética ~Se  absorbe ripida vy
completamente en el intestino después de la
administracién por via oral. Se distribuye en todos
los tejidos y atraviesa la barrera hemato-encefalica
y la pared intestinal, se metaboliza en higado, se
elimina por la orina y su vida media es de 3 horas
aproximadamente
Indicaciones Una sola dosis resulta eficaz sin
embargo, estd indicada para infecciones causadas
por Dipylidium caninum, Taenia taeniaformis,
Echinococus  granulosus, Taenia Saginata
Anaplocephala sp. La dosis empleada con mayor
frecuencia ha sido de 50mg/kg/dia divididos en tres
tomas durante un periodo de dos semanas®, Se
recomiendan como de segunda eleccién en Teniosis
ya que al tratamiento aplicado 3 personas infectadas
con Taenia saginata, se logro la eliminacién del
escolex.”? Se evalué en esquistosomiasis al cabo de
2 afios en un solo tratamiento en nifios en edad
escolar en Burkina Faso, habia reducido
considerablemente la prevalencia habia reducido
considerablemente de 59% a 7.7% un 87% un
92.8% 'y la intensidad de 94.2 a 6.8 huevos/ 10ml
de orina, de la infeccidn por S. haematobium, la
proporcién de nifios en edad escolar con infeccion
disminuyo en un 2 al 3%.




El tratamiento médico en el tratamiento de
la neurocisticercosis tuvo su inicio en 1980.%' Posee
una excelente actividad contra Cysticercus bovis, el
estadio intermedio en bovinos de la Taenia
saginata humana. También es muy eficaz contra
adultos y juveniles de Echonicoccus granulosus en
carnivoros, pero no contra las larvas de los quistes
hidatidicos. ** También es eficaz contra algunos
trematodos, p.ej. Eurytrema pancreaticum, la duela
del péncreas.

Efectos adversos En el tratamiento de la
neurocisticercosis humana, se emplean 3 dosis de
75mg/kg de peso en un solo dia, en algunos casos
pueden presentarse reacciones adversas de diversa
gravedad como convulsiones, niusea o vomito y
otros trastornos neurolégicos secundarios a la
intensa reaccién inflamatoria desencadenada por la
lisis del parésito. *' Se mencionan como efectos més
comunes retortijones, dolores de abdomen o
estomago, diarrea con sangre, mareos, suefio,
fiebre, dolor de cabeza, aumento de la sudoracién,
pérdida de apetito y como menos comunes
salpullido, ronchas o comezdn de la piel. Posee un
buen margen de seguridad cuando se administra por
via oral, no se recomienda su uso en cachorros, no
produce efectos embriotéxicos o teratogénicos. Se
encuentra en combinacién con otros farmacos
antihelminticos como el febendazol, (-
ivermectina.*’

METRIFONATO (TRICLORFON)

Es un medicamento seguro, de bajo costo y
alterno para el tratamiento de las infecciones por
Shistosoma haematobium y Larva migrans cutanea.
‘No tiene actividad contra S. mansoni o S.
Japonicum. No esta disponible en Estados Unidos
de Ameérica.

OH

Figura 8. Estructura quimica del
Metrifonato.

Farmacocinética Es un compuesto organofosfato,
se absorbe rapido después de la administracién por
via oral. Después de la administracion de una dosis
estandar, se logran concentraciones méximas de 1 a
2 h la vida media es cercana a 1.5 h. La depuracion

parece que se lleva a cabo a través de la
transformacién no enzimatica en diclorvos, el
metabolito activo. El metrifonato y diclorvos se
distribuyen bien en los tejidos y se eliminan
completamente en 24 a 48h.” La evaluacién de los
datos sobre este rubro sugieren que la sustancia
madre tiene una semivida breve, de sélo una o dos
horas, lo que significa que no valdria como residuo
marcador esto se observa en la recomendacién
sobre los limites méximos de residuos de
medicamentos’ veterinarios resultantes de la
sesentava y sesentaidosava reunion del Comité
mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios.****

Farmacodinamia Contra helmintos se cree que
estd relacionado con la inhibicién de la
colinesterasa. Esta inhibicion produce parélisis
temporal de los gusanos adultos, originando un
cambio de localizacién desde las pequefias
arteriolas o plexos venosos de la vejiga hacia los
pulmones, donde quedan adaptados por el sistema
inmunitario y mueren. El medicamento no tiene
actividad contra los huevecillos S. haematobium,
estos continiian vivos a su paso a través de la orina
durante varios meses después de que todos los
adultos se han eliminado.

Indicaciones El tratamiento de S. haematobium es
dosis de 7.5 alOmg/kg tres veces al dia en intervalo
de 14 dias por via oral, los indices de curacién con
este esquema de 44 a 93%, con marcadas
reducciones en las cuentas de huevecillos en los
pacientes que no se curaron. En caso de infecciones
mixtas con S. haematobium y S. mansoni, el
metrifonato, se ha combinado exitosamente con
oxamniquina. Se ha considerado que es efectiva
contra Larva migrans cutdnea de manera topica en
ungiiento con un 25%.%

Efectos adversos Algunos estudios revelan la
aparicion de sintomas leves y transitorios,
incluyendo nauseas y vomitos, diarrea y dolor
abdominal y bronco espasmo, cefalea, sudoracion,
fatiga, mareo y vértigo. Los sintomas pueden
comenzar en 30 minutos y persistir hasta por 12 h.

No se debe usar metrifonato después de
una exposicién reciente a insecticida o
medicamentos que pudieran potenciar la inhibicién
de la colinesterasas. El metrifonato esta
contraindicado en el embarazo.

PAMOATO DE PIRANTEL

Es un medicamento de amplio espectro
contra helmintos como oxiuros, dscaris y
Trinchostrongylus orientalis.
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Figura 9. Estructura quimica del Pamoato
de pirantel.
Farmacocinética  Es un derivado de

tetrahidropirimidina. Tienen poca absorcién, en el
aparato gastrointestinal.

Farmacodinamia Es considerado, dentro de tres
antihelminticos ensayados que producen una
inhibicién nula en el caso del Pamoato de Pirantel
frente a la Dopamina como inhibidor de
Monoaminas/oxidasas (MAQO) en helmintos,
bloquea la unién neuromuscular y produce paralisis
del parasito.

Indicaciones Se recomienda su uso con 10mg/kg
de peso en dosis tnica. Es moderadamente efectivo
contra ambas especies de ancilostomas. No es util
en el tratamiento de trichuriasis, para el cual se ha
usado exitosamente el pamoato de oxantel, un
anilogo de pirantel, no disponible en Estados
Unidos de América; los dos medicamentos han sido
combinados debido a su amplio espectro de
actividad contra helmintos.*’

En ensayo terapéutico con dosis unica se
obtuvo un indice global de curacién parasitologica
correspondiente a 92.3% en ascariasis y a 84% en
enterobiasis.

Efectos adversos Algunos estudios han demostrado
tolerancia excelente y solo el 5.7% de los casos
estudiados presentaron leves y fugaces molestias.

CONCLUSIONES

Los Benzimidasoles son los farmacos mas
utilizados en el humano y especies pequefias, en
humanos principalmente el Albendazol por el sector
salud y el Febendazol y Mebendazol por Ila
industria farmacéutica, es bien sabido los efectos
toxicos que ocasionan y la resistencia que han
creado debido a la mala posologia que regularmente
no es previa al diagndstico de laboratorio. La
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Nitazoxanida que es un derivado del Metronidazol
se estd utilizando méas y aunque menciona que tiene
pocos efectos adversos, la realidad es que existen
varias publicaciones donde mencionan lo contrario.
La Ivermectina aunque resulta por su mecanismo de
accion efectivo contra nematodos y tiene amplio
margen terapéutico no se puede administrar a
pacientes que tengan problemas como meningitis o
menor numero de capas en la barrera hemato-
encefilica, ademds que no se han hecho en estudios
en mujeres embarazadas y en animales prefiados
resulta altamente toxico.

El farmaco Bionitol presenta en un 40% de
pacientes efectos adversos asi que debe tenerse
mucha precaucién al administrarlo y como la
biotransformacién es lenta debe evitarse
administrar 15 dias antes del sacrificio de los
animales de consumo. El Citratode
dietilcarbamazina es mis  utilizado  para
microfilarias y otros protozoarios uno de los
principales problemas en la terapéutica es su alta
toxicidad. La Niclosamida es un cesticida, cuyo
problema es que no mata o inactiva a los huevos asi
que estos seguirdn siendo patogenos y podria haber
auto-contaminacion. Sobre el Prazicuantel no se ha
dilucidado aun su mecanismo de accion, lo
importante de este es que atraviesa la barrera
hemato-encefélica y pared intestinal asi que es muy
efectiva contra cisticercosis, aunque los efectos
adversos son graves. El Metrofinato comenta la
bibliografia es seguro de bajo costo, efectivo contra
larva migranscitanea de manera tdpica y el
Pamoato de pirantel efectivo contra oxiurus.
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ABSTRACT

Parasitic diseases represent one of the major health problems affecting animals and man. Helminths form a large
group of metazoan parasites and free-living. The use of chemicals is one of the more efficient control strategies
that currently exist. In this paper a review of the pharmacodynamics, pharmacokinetics and adverse effects on
major deworming drugs, particularly those used against Trichinella spiralis, because previous studies has shown
that this parasite is endemic in Zacatecas and is also important disease in other areas of the country and the
world. Vet Zac 2015; 4 (Suppl 1):

Keywords: Helminthiasis, chemotherapy, Trichinella spiralis
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