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1. RESUMEN

La trichinellosis es una zoonosis endémica, cosmopolita, sus huéspedes son, ratas,
cerdo y otros mamiferos entre ellos el hombre, la presencia de Trichinellosis se debe a la
ingestion de carne de cerdo insuficientemente cocinada, afecta a paises con bajos
recursos econémicos. Se han caracterizado Inmundgenos, siendo el inmunodominante el
de 45 kDa, efectivo contra T. spiralis, desafortunadamente no ha cristalizado en una
vacuna. Se han descrito efectos de desnutricion (DN) sobre érganos linfaticos. Los
mecanismos de defensa del huésped son alterados con DN proteico-calérico (DPC).
Objetivo: Evaluacién del efecto protector del inmundgeno de 45 kDa en la infeccién por
T. spiralis en ratas Long Evans nutridas (Nut) y DN. Metodologia: 80 ratas Long Evans
de 30 dias de edad, divididas en 2 grupos: 40 Nut con 24 % de proteinay 40 DN con 12
% de proteina de los cuales se subdividieron en 8 sub grupos: a) 10 animales control
b)10 animales infectados con 7. spiralis, ¢) 10 animales inmunizados con antigeno
soluble total (AST), e inmundgeno de 45 kDa de 7. spiralis (esquema de inmunizacion
una aplicacién cada semana por 4 ocasiones), retados a la 1era semana de la culminacién
de inmunizacion, sacrificadas a la 6 ta semana post-infeccion, Pardmetros a evaluar: a)
peso, talla b) toma de muestra sanguinea, a) pre y pos infeccion de 7. spiralis, b) pre y
post inmunizacién (AST e Inmundégeno de 45kDa). Determinacion de Digestion
Artificial (D/A), compresion de tejidos, albumina/globulina, Western Blot (WB),
Inmunofluorescencia indirecta (IFI). Resultados: La relacién de peso y talla es
significativa en los grupos de Nut y DN. Con la D/A el tratamiento con el antigeno de 45
kDa mas infeccién de 7. spiralis, en el grupo Nut. no se presenté larva infectante (LI), y
en los DN si obtuvieron LI. En la técnica de compresién de tejidos, el grupo con AST
Nut present6 la LI sin célula nodriza, lo cual fue similar en el tratamiento con DN. En el
grupo del inmundgeno de 45 kDa Nut no presenté LI, mientras que en el grupo DN se
observé LI. En el WB se observo en el grupo con AST, presenté Ab post- inmunizacién
como al sacrificio. En el grupo inmunizado con 45 kDa 4 animales fueron positivos pos-

inmunizacién mientras al sacrificio en todos se detecté Ab anti —7. spiralis. De forma



similar se comporté la IFI en el grupo de AST, presenté Ab (fluorescencia en la
superficie de la LI y en el interior de ella), post- inmunizacién como al sacrificio en Nut
y DN. En el grupo inmunizado con 45 kDa los grupos Nut y DN en animales post-
inmunizados y al sacrificio, detecté Ab anti 7. spiralis expresados por la fluorescencia
tenue en DN.

Con las técnicas de D/A, compresién de tejidos, WB, IFI con microscopia confocal, los
controles Nut y DN sin infeccion fueron negativos, mientras que los controles infectados
fueron positivos. Conclusion: la carga parasitaria en animales tratados con inmundgeno
de 45 kDa disminuy6 significativamente en el grupo Nut. Discusién: Los resultados
demostraron con la técnica de D/A que el inmundgeno de 45 kDa tanto en animales DN
y Nut, disminuy6 la carga parasitaria. Con el WB detecté el bandeo del triplete

caracteristico de 7. spiralis en los grupos inmunizados con este tratamiento.
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1. ABSTRACT

The Trichinellosis is an endemic zoonosis, cosmopolitan, which it hosts rats, pigs,
and other mammals including humans. The presence of Trichinellosis is due to ingestion
of insufficiently cooked swine meat. Poor countries with low medical resources are
mainly affected by the disease. A numbered of antigens have been characterized, the
45kDa antigen was found to be the most effective against 7. spiralis, unfortunately a
vaccine has not yet been found. Malnutrition (DN) effects have been described in
lymphatic organs. The immune mechanisms of the host have been altered with DN
proteic-caloric (DPC). Objective: The protective effect of the 45kDa antigen in the
Long Evans rats infected with 7. spiralis feed with (Nut) and DN was evaluated.
Methodology: Eighty Long Evans rats (30 days old) were divided into two groups a 40
nut with 24% protein and a 40 DN with 12% protein of which eight groups were divided
again into the different treatments: a) 10 control rats, b) 10 T spiralis infected rats, ¢)10
immunized rats with total soluble antigens (AST), d) 10 immunizations with 45 kDa of
T. spiralis immunogenic (one application per week in four dosages), challenged after the
first week of immunization, sacrificed after the sixth week of post-infection. Evaluation
parameters: a) Weight, height b) Blood test, A) pre and post 7. spiralis infection, B) pre
and post immunization (AST and 45kDa antigen). Determination using D/A, tissue
compression and tests, Albumin / Globulin, Western Blot (WB), indirect
immunefluorescence (IFI). Results: The weight and height relationship among the Nut
and DN groups is significant. The D/A treatment with the 45 kDa antigen and 7. spiralis
infection in the Nut group did not present infectant larva (LI) while the DN was obtained
indeed. The tissue compression tests of the AST Nut group showed LI without nurse cell
similar results were obtained with the DN treatment. The 45 kDa antigen group did not
present LI while the DN group did. WB was observed in the AST group, presenting Ab
post-immunization as well as the sacrifice stage. In the immunized 45 kDa group, four

animals tested positive post-immunization while Ab anti- 7. spiralis was detected at the



sacrifice stage. In a similar manner the IF] in the AST group presented Ab (fluorescence
in the LI surface and inside), post-immunization and sacrifice stage in Nut and DN. In
the immunized group with 45kDa antigen the groups Nut and DN in animals post-
immunization and at the sacrifice stage, expressed Ab anti —7. spiralis were detected
with light fluorescence in DN. The artificial digestion, (D/A), tissue compression tests,
WB, IFI with Confocal microscopy techniques showed that the Nut and DN controls
without infection were negative, while the infected controls were positive. Conclusion:
The parasite charge in treated animals with 45 kDa immunogenic decreased significantly
in the Nut group. Discussion: The results demonstrated with the D/A technique that the
45 kDa antigens present in DN and Nut animals decreases the parasite charge. The WB
detected the triplet bands characteristic of the T. spiralis immunized groups under this

treatment.



2. INTRODUCCION

La Trichinellosis es una zoonosis endémica, que estd en resurgimiento, de
distribucion mundial (Boulos er al., 2001) se ubica desde la region artica hasta los
trépicos (Moreno, 1994; Martinez, 1998; Muiioz et al., 2004). Sus principales huéspedes
son los humanos, ratas, cerdo y otros mamiferos, entre los cuales se pueden encontrar el
mapache, zorros, jabali, oso grizzly, oso negro, asi también se encuentran en cocodrilos
y aves (Moreno, 1994; Philip er al., 1999; Moreno ef al., 2001; Muiioz ef al., 2004;
Chavez et al., 2006). En el humano la presencia de Trichinellosis es debido a la
ingestion de carne de cerdo insuficientemente cocinada (Chorizo, chacinados, camnitas,
etc), lo cual lleva a riesgos de salud publica, ligada a la presencia de Trichinella spiralis
(Wranierz ef al., 1996; Camino et al., 1998; Aucouturier ef a., 2001; MacDonald et al.,
2002). Dicho nematodo es resistente a la congelacion y temperaturas altas (Meza ef al.,
1996; Pozzio y La Rosa, 1996; Martinez, 1998; Chavez et al,, 2006). En Italia la
mayoria de los casos se debe al consumo de came de caballo. Se han reportado 902

casos, en cuatro brotes que surgieron los afios 1975 y 1990 (Pozio ef al 1998).

La T. spiralis se encuentra entre los patégenos con mayor complejidad antigénica,
esta enfermedad tiene problemas al diagnostico en los humanos y animales, pero la
técnica de WB detecta el patron caracteristico del triplete que oscila entre 43, 45 y 48
kDa comin en la enfermedad. Dependiendo de la carga parasitaria se presenta la
respuesta clinica (Moreno et al 1993; Muiioz et al., 2004).

La nutricion es una necesidad que concierne a los seres vivos, los problemas de
exceso o deficiencia de nutrimentos han acompariado al hombre en su proceso evolutivo

(Montilva et al., 2003), siendo la mala nutricién por deficiencia de micro nutrientes un



problema de salud publica, presente en naciones industrializadas, con frecuencia en

paises en desarrollo (Chavez, 2005; Guerra, 2005).

Las consecuencias mas importantes de una nutricién insuficiente durante las fases
iniciales del desarrollo temprano se ubican en las dreas cognoscitivas del
comportamiento del nifio. La desnutricion grave afecta seriamente al cerebro tanto
anatomica como funcionalmente, pero existen dudas en la desnutricion moderada. Se ha
asociado estadisticamente entre la alimentacion deficiente y el bajo rendimiento mental
en nifios, no sélo en €épocas tempranas sino también en edad escolar. Se sugiere que la
deficiencia energética limita la actividad fisica, la interaccién del nifio con su madre y
con el ambiente, agravandose cuando se combina con infecciones repetidas (Chavez et
al., 1998; Lopez y Carmona, 2005).

Uno de los grandes objetivos de los grupos de investigacién es el de conocer el
estado nutricional de los diferentes segmentos de la poblacion sana. La evaluacion del
estado nutricional de cualquier colectivo se puede llevar acabo mediante diferentes
métodos, que ofrecen informacion, como la estimacion de la ingesta de alimentos,
energia, nutrientes, estudio de habitos alimentarios, la realizacion de medidas de la
valoracion de la actividad fisica, el andlisis de parametros clinicos como hematolégicos,
bioquimicos, inmunolégicos y genéticos (Pérez et al., 2004). La triquinelosis implica
entonces un fuerte problema de salud piblica, por lo que nuevos aportes acerca de
diagnosis, tratamiento o mecanismos de patogenicidad representan un avance que

permiten disefiar nuevas estrategias para el control de esta enfermedad.



JUSTIFICACION

La Trichinellosis es una zoonosis cosmopolita, en los ultimos 10 afios esta
enfermedad ha ido ¢n aumento. La situacion en algunos paises [atinoamericanos, tiene
importancia clinica y epidemiologica. Asimismo en las Islas Bahamas y el cono sur
(Argentina, Chile, Uruguay). En México la Trichinellosis es endémica (Moreno ef al,
1993; Moreno, 1994; Martinez, 1998; Chavez et al., 2006).

En Zacatecas es una enfermedad endémica, debido a que se han presentado brotes
desde 1976 en Laguna del Carretero Villanueva, destacado por el alto porcentaje de
letalidad del 31%. Factores como el estado nutricional, hormonal, sexo, la edad de las
personas, pueden modificar la respuesta inmunoldgica. (Chavez er al., 2006).

Existen estudios epidemiolégicos de los afios 2000-2005 donde se detecté la presencia
de T. spiralis en perro, rata y cerdo, los cuales son los huéspedes que permiten su
permanencia como una zoonosis en el estado (Berumen et al., 2002; Mufioz ef al., 2004;
Chavez et al., 2006). Como consecuencia, se infecta el humano en el cual no se realiza

un diagndstico oportuno hasta la actualidad no existe un tratamiento definitivo.

En los cerdos desafortunadamente la desnutricion (DN) se debe a la dieta, que es a
base de restos de comida casera, aunado a la higiene inadecuada que se les proporciona.
Estudios de La SAGARPA del 2004 en el estado de Zacatecas, demostré que se tuvo
una produccion total de 23,621 cerdos, de los cuales la producciéon en granjas semi

tecnificadas fue de 12,143 cerdos y 11,478 cerdos de traspatio.



En la actualidad se han evaluado algunos inmundgenos de 7. spiralis, pero ninguno
ha sido caracterizado como vacuna, por otro lado los huéspedes donde se propone
utilizar la vacuna es en cerdos, que generalmente son de traspatio, teniendo la
caracteristica de DN y su gonadectomizacion en machos, lo que le permite mayor

susceptibilidad a infecciones por parasitos.

Garcia 2005, sefiala la necesidad de emprender esfuerzos continuos para erradicar el
hambre en todos los paises en vias de desarrollo, afin de reducir para ¢l afio 2015 el
numero de casos de desnutricion. La FAO estimé 852 millones de personas en el mundo
con subnutrcion entre los afios 2000-2002. La malnutricion representa la manifestacion
biolégica de una ingesta alimentaria inadecuada provocando enfermedad que deterioran

la calidad de vida de las personas {Garcia, 2005).



3. HIPOTESIS
El inmunégeno de 45kDa, tiene un efecto protector contra 7. spiralis en ratas Long
Evans nutridas y a(n en las ratas desnutridas también existiré la proteccién.
4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto protector del inmunégeno de 45 kDa en la infeccién por 7. spiralis
en ratas Long Evans nutridas y desnutridas.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Estandarizar los grupos de animales nutridos y desnutridos.
b) Establecer la infeccién en animales nutridos y desnutridos.
¢) Evaluar el efecto protector del AST en ratas Long Evans nutridas y desnutridas.

d) Evaluar el efecto protector del inmundgeno de 45 kDa en ratas Long Evans

nutridas y desnutridas.



e) Comparar las respuestas inmunoldgicas inducidas por AST y el inmundgeno de 45

kDa en ratas Long Evans, nutridas y desnutridas e infectadas.

5. ANTECEDENTES

5.1 BIOLOGIA DE Trichinella spiralis

5.1.1 Clasificacion Taxondémica de Trichinella spiralis (Moreno, 1994; Garcia, 2000
Pozio et al., 1992)

3

Phylum Nematoda
Clase Asphasmidia
Siper familia Trichinellidae
Género Trichinella
Especie spiralis

5.1.2 Morfologia

T. spiralis es un pequefio nemétodo blanquecino cilindrico, con la extremidad
anterior mas delgada que la posterior. La hembra mide 3.5 mm de largo por 0.06 mm de
ancho, el macho mide 1.5 mm de largo por 0.05 mm de ancho (Despommier, 1974,
Lloyd, 2000).

El parésito adulto en su extremo anterior posee una boca pequefia orbicular sin
papilas, el tubo digestivo es largo y angosto, el eséfago consta de una parte anterior corta
muscular, otra posterior larga, que contiene una linea de células de esticocitos llamada
esticosoma. La hembra tiene un ovario, su vulva esté situada cerca del punto medio del
esticosoma, su extremo posterior es redondeado, mientras que en el macho se presenta

una curvatura ventral con dos apéndices caudales lobulares, dos papilas entre ellos,



carece de espicula y de vaina especular, esti compuesto de un solo testiculo en el cual se
realiza el proceso de espermatogénesis para la produccién de espermatozoides,
(Takahashi et al., 1994; Lloyd, 2000).

Las larvas recién nacidas (LRN) poseen un extremo cénico anterior con una punta
lanceolada penetrante, las cuales miden de 80 a 120 por 5.6 um. El tamafio méximo en
la fibra muscular de la larva inféctate (LI) es de 900 a 1300 por 35 a 40 pm (Lloyd,
2000).

5. 1.3 Ciclo de vida de Trichinella spiralis

Los adultos de 7. spiralis se desarrollan en el intestino del huésped, posterior a la
liberacién de la larva muscular enquistada, El crecimiento, desarrollo y maduracion del
organismo adulto se realiza en las células epiteliales del intestino (Yépez y Ortega,

1994). Este ciclo de vida se divide en tres fases: intestinal, sistémica y muscular,

El huésped adquiere la infeccion a través de la ingestion de carne infectada cruda o
insuficientemente cocida. La carne es digerida en el estomago mediante los jugos
gastricos, liberando las larvas infectantes (LI) de T. spiralis. Las LI sufren cuatro mudas
en el intestino del huésped en un periodo de 30 h, en las cuales se realiza la
diferenciacién sexual, la copulacion se realiza en la mucosa del duodeno y yeyuno.
Después de la cépula los machos mueren, siendo eliminados por deposiciones del
huésped. Las hembras grévidas vivipara posparto, penetran profundamente en la mucosa
del duodeno y yeyuno donde liberan a las LRN, las cuales profundizan a la mucosa
intestinal, penetrando a través de los capilares linfaticos y venosos para llegar a
circulacién sistémica, aqui son diseminados por todo el organismo esto ocurre el dia 14,
desencadenando una respuesta local y sistémica contra la 7. spiralis, véase figura |
(Moreno, 1994; Li et al., 1998; Chavez et al 2006).
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La fase muscular se alcanza a 1os 20 dias post- nfeccion. Cuando las LRN pesetran a
la célula muscular provocando modificactones del contenido celular, secretan sustancias
que le permiten una simbiosts entre el parasito y el huésped, al cabo de unos quince dias,
quedan rodeadas por una envoltura constitusda por el sarcolema, formando asi a 1a célula
nodnza apsoximadamente a los 30 dias (Despommues, 1993, Moreno, 1994; Lioyd,
2000; Mufloz ef al, 2007), la cual mide de 250 a 400 um., no visible a sumple vista,
aungue puede observarse con una lupa © Cob uR MICToscoplo de poco aumento. Su
aspecto es fusiforme o alargado, contiene en su mtenor una o vanas larvas de 1. spuralis
en forma de espiral. En esta fase pueden ser ingendas por un nuevo huésped e infectarlo
{Moreno, 1994; L1 et al., 1998; Chivez et al 2006).

Figura 1 Ciclo de vida de Trichmella sparalis Autor: CHM.T

1a L1 esta presente en especies sivestres y domeésticas, entre ésta se encuentma el
perro, gato y el cerdo siendo este, e responsable directo de la transnusion al humano de
la 7. spiralis. Dentro de las especies silvesires se encuentman el: 0s0, zomro, cocodrilo,
morsa y la rats siendo su pnincipal vector de la transmusion de l2 enfermedad a los
cerdos. El animal con Yrichinella spiralis puede actuar como huésped intermediano o

2



5.2 MANIFESTACIONES CLiNICAS DE TRICHINELLOSIS

Las manifestaciones clinicas de la Trichinellosis en el hombre son sumamente
variables, dependiendo de la carga parasitaria, sensibilidad del individuo, estado
inmunitario, nutricional y hormonal. Contreras ef al., 2001, indicaron que la respuesta de
los anticuerpos especificos en un individuo infectado, esta en relacién, con el niimero de
larvas ingeridas y el tiempo transcurridos de la ingestion de la Ll. La sensibilidad
dependera de la técnica y antigeno utilizados en el diagndstico. Por otra parte el

diagndstico se fundamenta en el cuadro clinico y datos de laboratorio.
5.2.1 Cuadro clinico
Los signos y sintomas del paciente

a) En la fase entérica (intestinal) presenta: dolor abdominal, enteritis, nduseas y vomito,
éstos pueden ser leves o intensos dependiendo de la carga parasitaria, con duracién
de 3 - 8 dias pos-infeccién, no se realiza el diagnéstico excepto cuando hay un brote

(Yépez y Ortega, 1994; Capo y Despommier, 1996).

b) En la fase sistémica (migratoria o parenteral) aqui las LRN, que emigran pueden
causar encefalitis, neumonia, peritonitis, cardiopatias, miocarditis con una duracién

de 15 dias pos-infeccion, (Taratuto et al., 1996).

¢) En fase muscular presenta mialgias, inflamacion, peri orbital, infraorbitario, atralgias
cefalea y fiebre (Despommier et al., 1994; Yépez y Ortega, 1994; Capo y
Despommier, 1996).



5.2.2 Diagnéstico de laboratorio

Hemograma: en €l se observa una leucocitosis de magnitud variable, con acentuada
eosinofilia que puede ir del 40 - 70 %. La presencia de un cuadro clinico severo y una

eosinofilia (Martinez, 1998).

5.2.3 Técnicas directas

Biopsia muscular: En teoria deberia ser la mas importante de los exdmenes de
laboratorio, puesto que demuestra el agente etioldgico, sin embargo depende de la carga
parasitaria, teniendo el inconveniente la toma de la biopsia muscular del paciente, se

considera una herramienta agresiva para ¢l (Martinez., 1998).

Digestion artificial (D/A): depende de la carga parasitaria; siendo mas sensible que
la biopsia muscular, teniendo el inconveniente de procesar mayor cantidad de misculo

(Gamble, 1996).

PCR: es sensible y especifico, tiene la ventaja de que con 1g de tejido / Iul. de

sangre se detecta la parasitosis (Gamble et al., 1988).

5.2.4 Teécnicas indirectas Tienen mayor sensibilidad y especificidad que las técnica

directas; con excepcion del PCR (Nuiiez ef al., 2000).

Reacciones de precipitinas, de floculacién a la bentonita, inmunofluorescencia
Indireca (IFI) y ELISA (ensayos inmunoenzimaticos); tienen una sensibilidad que

oscila entre un 81 - 100%. Estas técnicas detectan a los antigenos del parasito entre la



segunda y cuarta semana post-'i’nfeccién, mientras que la sensibilidad y especificidad,

varia de acuerdo con la calidad de los antigenos utilizados (Contreras ef al., 2001).

Western Bloot (WB), emplea como antigeno los productos de excrecion-secrecion
de las larvas musculares de 7. spiralis. E| WB es una herramienta de diagnéstico con un
98 — 100% de sensibilidad, por esta razén permite discriminar los positivos y resolver

muestras con resultados indeterminados (NGfiez ef al., 2000; Chavez et al., 2006).

El diagnéstico de Trichinellosis estd constituido por antecedentes epidemiolégicos
clinicos, aunados a la utilizacion de técnicas directas, las que permiten detectar a la T.
spiralis y las técnicas indirectas que detectan la presencia de anticuerpos contra el

parasito (Contreras ef al,, 2001; Mufioz et al., 2007).

5. 3 INMUNOLOGIA DE Trichinella spiralis

La infeccion por T. spiralis desencadena una serie de mecanismos de defensa
inmunitaria caracteristicos, mediados por células y por Ab, la eficacia de cada uno de
estos medios depende de el estadio en que se encuentre el parasito. El gusano 7. spiralis
adulta vive en el intestino del huésped, las LRN emigran a través de los capilares a
circulacion, por diferentes érganos llegando a musculo donde maduran definitivamente a
la LI, quedando alojado en musculo indefinidamente. La T. 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.

Los parasitos adultos entran y se instalan en la luz del intestino, siendo expulsados
por dos fases, mediante mecanismos independientes y dependientes de células T. Las
células T principales son las TH2 que responden a los antigenos del parasito e induce la
sintesis de Ab, la IgA la cual es la encargada de estimular la produccion, proliferacién

de células B, células plasmaticas y linfocinas, como respuesta a los mastocitos de la



mucosa, provocan hiperplasia de las células calciformes del epitelio intestinal, secretan
moco. Los parisitos son daiiados por Ab y productos de los mastocitos sensibilizados
por las IgE, eosindfilos, basofilos, los cuales se degranulan, posteriormente al estar en
contacto con el Ag liberan histamina la cual es un mediador que aumenta la
permeabilidad del epitelio intestinal, evitando la movilidad del parasito. La infeccion por
T. spiralis en tejido desencadena la produccidén de Igs de tipo 1gG e IgE asi como la
reaccion de hipersensibilidad inmediata dependiente de eosinéfilos y macréfagos.

Los macréfagos secretan moléculas que favorecen la inflamacion inespecificas IL-1, las
cualels colaboran en la induccién de la proliferacion de las células calciformes e
incrementa la produccién de moco, el cual recubre los parasitos provocando su

expulsion.

El nimero de c€lulas calciformes en epitelio del yeyuno y la secrecion de moco
aumenta de forma proporcional la cantidad total de parasitos. Las células T efectoras
especificas de Ag generadas en la primera fase de infeccion, limitan la velocidad de
reaccion es el inicio de la produccién de Ab, posteriormente viene la expulsion del

parasito.

Cuando la LRN pasa a circulacion llega por via porta a los ganglios linfaticos en
donde las células cebadas constituyen otro mecanismo inespecifico de eliminacidn,
aumentando considerablemente ante la invasién del parasito (presente en ganglios
periféricos principalmente) las LRN y maduran a LI posteriormente pasan a muasculo la
LI (Roitt et al., 2000).

La inmunologia de la T. spiralis se basa en las inmunomodulacion de la relacion que

sucede entre el huésped — parasito la cual se divide en:
a) Mecanismos efectores de superficie

b) Mecanismos de escape del parasito

¢) Mecanismos del huésped
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Debe de existir un equilibrio entre el huésped, el parasito y la inmunomodulacién
(Venturiello et al., 1994).

El mecanismo de eliminacién de los parasitos se lleva a cabo en dos etapas; por
medio del dafio metabélico inducido por anticuerpos, que inhiben la nutricién del
parésito, seguido viene la expulsion del helminto de su nicho intestinal, debido a la
accion de la respuesta inmune, donde participan los linfocitos activados e IgE (Ahmad
etal., 1991).

Cuando estan presentes los anticuerpos, las células efectoras pueden eliminar al
parasito ya que los eosinéfilos se producen en grandes cantidades, adhiriéndose al
antigeno de superficie de la LRN, esto ocurre en un periodo de 10 minutos, en donde se
secreta la proteina mayor de los eosindfilos destruyendo la superficie del pardsito
(Despommier et al., 1990), la LRN trata de escapar, pero inicia la llegada de c€lulas
fagociticas, (macrofagos, neutrofilos y eosinéfilos) las cuales se adhieren a LRN
rodeandola y formando vacuolas, liberando a los mediadores de superficie anti-LRN
provocando su eliminacion mediante la perforacién de su cuticula (Venturello ef al.,
1994; Venturello et al., 2000).

S. 4 RESPUESTA LOCAL

En la mayoria de los casos la respuesta inmune de los huéspedes infectados es

similar a pesar de la complejidad extensa de cada organismo (MacDonald ef al., 2002).

Las Inmunoglobulinas del tipo IgA e IgE son importantes en la respuesta local,
mientras que las IgE contribuyen a la inmovilizacién y muerte del parasito, mediante un
mecanismo de citotoxicidad. La IgA secretora, se encuentra presente en los liquidos
intestinales involucrada en la respuesta inmune local del intestino (Moreno ef al., 1993;

Moreno et al., 1996).
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El mecanismo de respuesta inmune loca! a la infeccién por T. spiralis es el intestino
ya que actua como barrera primaria, las células epiteliales es el primer sitio de entrada
para el invasor patogeno, encargado de la expulsion del pardsito, existiendo una
interaccion compleja entre la no especificidad y €l mecanismo especifico inmunoldgico,
los mediadores inflamatorios que desencadenan las citocinas y eventos adaptables.
Aparentemente son controlados por los genes de respuesta inmune del huésped (Ir en el
raton y moléculas de clase II en humano), las células interactiian con la superficie de la
larva, posteriormente daflan al parésito, esto es mediado por un mecanismo de
citotoxicidad de baséfilos y eosindfilos mediada por células dependientes de anticuerpos
(DACC) o por células asesinas (NK), cuyo fin es la in activacion o eliminacién del
parésito (Moreno, 1994; Li et al., 1998).

La tyvelosa es responsable de la proteccion intestinal contra T. spiralis, ya que es
inmunodominante, los antigenos de glicoproteinas juegan un papel importante en la
generacion de respuesta inmune en infecciones intestinales en ratones (Goyal y Wakelin,
2002).

En los tejidos la infeccién por T. spiralis desencadena una produccién de
inmunogiobulinas o anticuerpos de tipo IgG e IgE, asi como una reaccién de
hipersensibilidad inmediata, dependiente de eosinéfilos y macréfagos por medio de la
via de unién especifica a la fraccién constante (Fc), (Del Rio et al., 1986; Moreno,
1994). Asi mismo, las células cebadas constituyen otro mecanismo inespecifico, que se
aumentan considerablemente ante la invasion del pardsito, estan presentes en ganglios
linfaticos periféricos estimulados por las células inductoras, asi como las interleucinas
IL3 ¢ IL-10 (Moreno, 1994) ambos mecanismos confieren en ocasiones una proteccion
especifica (Del Rio ef al, 1986).

La inmunologia estd influenciada por la interacciéon de huésped-parasito. Los
dominios de los antigenos y anticuerpos son modificados por la variabilidad genética

que se encuentra en poblaciones del huésped-parasitos. En la mayoria de las



investigaciones se da particularﬁente énfasis al estudio de los antigenos de 7. spiralis de
su aparato inmuno secretor. Los cambios antigénicos que s¢ presentan son para que el
nematodo pueda desarrollarse y/o adaptarse en el huésped. Se han reportado estudios de
cuticula y elementos del tubo digestivo, especificamente en esticocitos y elementos del
espacio pseudocelémico, que varian de acuerdo a la etapa de su ciclo vital de T. spiralis,
los cuales son capaz de desencadenar una respuesta inmune, (Beaver, 1957; Denkers ef
al., 1990).

En animales que son infectados previamente con poca cantidad de 7. spiralis es
pa.l‘c.ialmente resistente a una infeccidn subsiguiente debido a una inmunidad fuerte y
persistente (Despommier y Laccetti 1981, 1983; Wakelin, 1998; Silberstein, 1984;
Takahast ef al., 1989,).

5.4.1 Respuesta sistémica

Bachman inicié el estudio en 1928 de la respuesta inmune del huésped contra 7.
spiralis, el cual lo pudo demostrar en conejos y cobayos los cuales estaban infectados
con T. spiralis, posteriormente al ser desafiados intradérmicamente con particulas
antigénicas del parasito presentaban respuesta inmune de tipo celular. En los conejos se
desencadenaba la reaccién de hipersensibilidad inmediata en tejido subcutaneo, esto
debido a la presencia de la T. spiralis y a la produccién de anticuerpos de tipo humoral;

ambos mecanismos confieren proteccidn especifica. (Bach, 1989; Stites ef al., 1990).

La inmunidad celular es mediada por los linfocitos que tienen actividad facilitadora
o de ayuda, éstos liberan interleucinas (IL2, IL3, IL4 y IL5) e interferén siendo
importantes en la defensa del huésped en contra del parasito (Moreno, 1994; Li et al,
1998).

En estudios in vitro en las lineas celulares del epitelio humano, se ha demostrado una

amplia gamas de produccion de citocinas (IL-1, IL-6, [L-8, GM-CSF, GRO-MCP -1 y
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TNF) y de mediadores pro inflamatorios en respuestas a la invasion de los patégenos.
Sin embargo los modelos de la respuesta de las citocinas en epitelios varfan,
dependiendo del sitio de infeccion y tipo de patogeno (Li et al., 1998).

En la respuesta inmune celular del huésped en musculo, los helmintos tienen la

habilidad de producir una respuesta de tipo Th-2 (MacDonald et al., 2002).

El huésped presenta una respuesta inmune que depende de condiciones fisiologicas
(sexo, edad, estado nutricional, hormonal e inmunodeficiencias), contra la cuticula,
elementos del tubo digestivo, (esticocitos, elementos del espacio pseudocelémico),
variando de acuerdo a la etapa, del ciclo vital en la que se encuentre la T. spiralis,
(Moreno, 1994). Se ha detectado durante los primeros 20 dias de la enfermedad, Ab de
. clase IgM, IgG, IgA, inmunoglobulinas que difieren una de la otra por su tamafio, carga,
composicion de aminodcidos, contenido de carbohidratos ademas de tener funciones

biologicas diferentes (Yépez y Ortega, 1994).

5. 4.2 Caracterizacion de antigenos

En los Gltimos afios se han dedicado algunos grupos de investigadores (Despommier,
Lacceti, Bolaz Fernindez, Wakelin y Apleton) ha la caracterizacién de los antigenos
(moléculas que inducen la formacion de anticuerpos) de la LI del parasito, esto se debe
principalmente, a que en este estadio participa activamente en la induccién de la
inmunidad protectora. Estos componentes pertenecen a dos compartimentos que son el

érgano secretor y rgano excretor de la superficie del parésito.

Existen dos tipos de Ag asociados a 7. spiralis, a) productos solubles de secrecion,
excrecién (S/E) y b) productos de superficie externa o dentro del parasito Ag somatico,
ambos Ag somdticos al ser expuestos, inducen una respuesta inmune en el huésped

infectado, denomindndose Ag Naturales (Munn, 1997; Newton y Munn, 1999).

Despommier et al. 1990, fue uno de los primeros que caracterizé los antigenos de
T. spiralis en murinos con pesos moleculares que oscilan desde 32 a 109 kDa los cuales

son productos de secrecion y excrecién del esticosoma. Los principales son 37, 43, 48,
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50/55 y de 45 kDa. También dqui se encuentran los antigenos de secrecion excrecion

de la larva muscular y de tyvelosa (Mc Vay et al., 1998).

Despomier D and Lacceti en 1981 Demostraron que los esticocitos son de cinco
grupos, un grupo contiene granulos o0, al, a2, B y 8, estos se pueden purificar
parcialmente mediante homogenizados. Cada granulo contiene cuatro diferentes
antigenos definidos por técnicas de inmunodifusion doble (Despommier et al., 1991).
Estos esticocitos son secretados 30 h posteriores a la llegada de la LRN en musculo,
recuperandose en forma adulta (Despommier, 1974). Los granulos de los esticocitos de
LI y de larvas adultas, son diferentes en estructura y antigénicidad, los granulos de los
adultos juegan un papel importante en ¢l establecimiento del parasito (Takahashi et af.,
1992).

Se han caracterizado diferentes tipos de antigenos segin su estadio del parasito, dicha
caracterizacion ¢s de acuerdo con la reaccion de antigeno anticuerpos presentes en los
diferentes modelos experimentales como en el murino, conejo, hamster y cobayo,
teniendo pesos moleculares de 23, 32, 37, 43, 45, 48, 50, 55. 67, y 90kDa (Despommier
et al., 1990; Wakelin, 1996; Muiioz et al., 2007).

Del Rio et al. 1986, purificaron 6 antigenos los cuales tienen pesos moleculares de

68, 59, 48, 45, 33 y 28 kDa, los que provienen del extracto soluble total.

En el modelo experimental murino, se ha realizado estudios de la respuesta
especifica, de los antigenos de pesos molecular es de 43, 45, y 48 kDa en tejido
muscular, el cual provoca aumento en la vascularizacién, acimulo de grasas y de
polimorfonucleares, los cuales producen alteracién en la célula nodriza. En animales a
los que se les inoculd los antigenos de 43, 45 y 48 kDa, se disminuy6 su masa muscular,
se modificd la respuesta inmune, debido al triplete caracteristico inoculado, por lo que
en animales infectados con T. spiralis se presenté aumento en la respuesta inmune a
T. spiralis y modificé la célula nodriza (Gold y Despommier, 1997; Moreno et al.,

1996b).
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Los antigenos de T. spiralis son reconocidos por anticuerpos de tipo IgG del huésped,
estos reaccionan con ¢l esticosoma, los anticuerpos de IgM reaccionan con la cuticula
del parsito mientras que los anticuerpos de IgA reaccionan con antigenos de la
superficie corporal de la larva, con pesos moleculares que oscilan entre 96, 67, 63, 55,
47 y 43 kDa (Moreno et al., 1996).

Los antigenos solubles de T. spiralis inducen tolerancia frente a los anticuerpos, esto
es debido a que cuando son fagocitados por células presentadoras, éstas no se activan y
no expresan moléculas coestimuladoras como B7. Cuando este ciclo antigénico protector
(APC) presentan el antigeno a los linfocitos T, €stos no reciben la segunda sefial lo que

induce ¢l estado de anergia clonal (Llariez, 2000).

T. spiralis posee caracteristicas inmunologicas particulares. Por lo que se le ha
dedicado especial atencién a la caracterizacion de antigenos de la LI, la cual participa
activamente en la induccién de inmunidad protectora. Estos componentes pertenecen a
dos compartimentos del parasito, el esticosoma (6rgano secretor) y a la superficie
(cuticula) de éste (Takahashi et al., 1990b; Garcia et al., 2000).

En la estructura del esticosoma de LI se han caracterizado y determinando que
contiene una hilera de 45 a 55 células llamadas esticocitos, (que secretan moléculas de
pesos moleculares que oscila entre 37, 48, 50 y 55 kDa), los cuales contienen cinco
tipos de granulos secretores al, 02, B, y 8 (Despommier y Muller, 1970); estos a su vez
contienen moléculas que son reconocidas en los sueros de individuos infectados con el
parasito, debido a que comparten epitopes con productos de excrecién y secrecién de LI
(Takahashi et al., 1990a). En otros estudios por microscopia electrénica se demostré en
sueros infectados con 7. spiralis, la presencia del patron del esticosoma dirigidos al
antigeno secretor de esticocitos o en células anteriores y en B en célula posteriores
(Takahashi ef al., 1992).

En la superficie del esticosoma de LI, se han determinado la presencia de

glicoproteinas con pesos moleculares de 47 y 55 kDa ambas forman homo dimeros, para



la posterior formacién de moléculas de 90 y 105kDa, respectivamente (Yépez y Ortega,
1994; Mc Vay et al., 1998; Despommier and Muller, 1970).

Writing y Hong en 1988 reportaron que los antigenos con pesos moleculares mayores
a 60-120 kDa son secretados en esticocitos . Mientras que Cox en 1992 demostré que

estos mismos antigenos corresponden a la cuticula de la LI

La expresion de la glicoproteina de 43kDa de T. spiralis estd presente en el musculo
esquelético del huésped, esta proteina es sintetizadas en el esticocito de las células
secrctoras de T. spiralis. (Ko et al., 1992 ; Jasmer et al., 1993 ; Todorova et al., 1995 ;
Vassilatis et al., 1992).

En los productos de excrecion/secrecion (ES) de la LI de 7. spiralis, se ha
demostrado la presencia de una gama amplia de moléculas, de glicoproteinas
inmunodominante, {cinasas, serina, treonina) en las que se ha sugerido juegan un papel
directo al inicio del proceso infeccioso, y en la modulacion de la expresién geondémica

de las células del huésped.

Las endonucleasas juegan un papel importante como modulador en la expresién del

genoma de las células huésped (Chi-ho y Ko., 1999).

El antigeno de superficie se localiza en la cuticula de la LI y en cavidad celémica (en

forma de puntilleo lineal), (Reveles et al., 2000a).

5.5 INMUNOGENOS DE 7. spiralis

Los helmintos tienen problemas de diferenciacion cuando son caracterizados
biologicamente, quimicamente y genéticamente, ya que estos parasitos tienen cierta
variacion la que depende, de su area geografica en la que se encuentren, estas
variaciones, se ha estudiado en ITrichirella spiralis una explicacion para la

diferenciacién en su caracterizacion, es que los aislados varian en la posicién del
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antigenos criticos y en el desarrollo de la respuesta inflamatoria e inmunolégica. La
inmunidad de los antigenos se comprobd con la relacién de Ab, de la respuesta de los
linfocitos y la habilidad para estimular inmunidad protectora contra las infecciones
(Bolas y Wakelin, 1992). |

En la actualidad existen investigadores dedicados ha observar los efectos de
inmunidad que produce la 7. spiralis en varios huéspedes, pero fue hasta la observacion
en experimentos utilizando huéspedes infectados in vive los que provocaban la respuesta
inmune, por la aplicacién de productos de secrecion/excrecion de T. spiralis (Cambell,
1995; Chipman, 1957).

Se examinaron sueros de pacientes con Trichinellosis, los cuales presentan respuesta
con diferentes isotipos de Ab de LI y los productos de excrecion/secrecion (ES) de
Trichinella spiralis. El estudio se realizé por medio de la utilizacion de la técnica de
WB, la que identifico componentes del Ag de ES, y reconocieron los Ab de IgM y de
IgG. De igual forma se reconocio un componente de 45 kDa. Se observé la respuesta de
IgG4 especifica para el péptido de 45 kDa en suero de pacientes exclusivamente con
Trichinellosis y no para pacientes con otras parasitosis como (echinococcosis, filariasis,
cysticercosis, ascariasis, strongyloidiasis o toxocariasis). Por lo que estos resultados son
importantes para el diagnostico de Trichinellosis humana
(Pinelli et al., 2001).

En suero de pacientes con Trichinellosis crénica, estin presentes los antigenos de
superficie de LRN (Ab anti-NBL), los cuales reconocen antigenos determinantes de los
productos de secrecién/excrecién de LI (ML-ESP), estos productos aparecen durante
ambas fases de la infeccion en la fase aguda y cronica, al evaluar estos sueros de
pacientes con Trichinellosis aguda y cronica, presentaron una correlacién de la presencia
de Ab anti-NBL, por medio de anélisis sobre la reaccién cruzada de las glicoproteinas,
con los epitopes (responsables de la reactividad cruzada) los productos de

secrecion/excrecion (ML-ESP), identificod la presencia de Ab dominantes Anti-NBL,

24



mediante la téenica de (IFI), resulté que los suero de pacientes con Trichinellosis aguda
presentaron un 64%, de Ab anti-NBL (Malmassari et al., 2003).

En ratones infectados con 7. spiralis, la respuesta inmune, mantuvo bajos los niveles
de Ab durante los primeros 10-12 dias post-infeccion, progresivamente se van
incrementando hasta llegar al dia 20, siendo limitado el papel que juegan los Ab en la

respuesta inmune primaria (Wakelin, 1998).

En estudios dedicados a la purificacién de Ag de secrecion—-excrecién y de supetficie
de los diferentes estadios del ciclo de vida del parasito, los Ag més empleados son los
del estadio de LI, debido a su facil obtencion del misculo estriado infectado con 7.
spiralis, siendo el estadio mas inmunogénico. Los antigenos de secrecion excrecion con
pesos moleculares de 48 y 50/55 kDa purificados recuperados de LI son predominantes
en estudios de proteccion, su accion es sobre parasitos adultos y la disminucion de la
fecundidad de las hembras (Muiioz ef al., 1998; Muiioz et ai., 2004).

T. spiralis tiene diferentes estadios, en la primera semana post-infeccién estimulan la
respuesta de Ab contra las proteinas de las larvas. Al final de la infeccion la LI, estimula
una segunda respuesta en miisculo, por lo que se le ha denominado como bifésica, aqui
el anticuerpo producido es en contra de la glicoproteina de tyvelosa, este Ab protege a
las ratas infectadas con 500 LI via oral. Mientras que la produccién de anticuerpos
especificos para las proteinas de fosforilcolina se da a los 9 dias post-infeccion,
presentandose  inmunoglobulinas dominantes IgGc en la respuesta temprana de
anticuerpos, los cuales son asociados a la respuesta de células T independientes. Se han
hecho estudios utilizando anticuerpos monoclonales especificos de IgGec para la
fosforilcolina la cual no protege a las ratas contra la infeccion intestinal de T. spiralis,
sin embargo la respuesta inmune inducida juega un papel de inmunomodulador para ¢l
linfocito involucrado (Philip et al,. 1999).

En un estudio sobre la comparacion de tres tipos de antigenos aislados de Trichinella

spiralis, a los que se les valord la habilidad para inmunizar ratones contra infecciones de
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T. spiralis y otras parasitosis ﬂi?erentes a T. spiralis. La inmunizacion fue moderada, la
cual indujo la rapida expulsiéon y eliminacién de los parésitos adultos, provocando
disminucién en la fecundidad de la hembra la respuesta inmunolégica se presenta antes y
después del desafio. Los antigenos utilizados son: de Londres (L) y de Polonia (P), los
cuales inmunizaron eficazmente contra la 7. spiralis, y otras parasitosis, resultando
disminucién en la recuperacion de gusanos adultos en un 64% y 51% respectivamente
los primeros 6 dias. Mientras que el tercer antigeno (Espafiol S), no produjo proteccién
para otras parasitosis, ni en la recuperacién del gusano adulto el dia 6, ya que present6
un 43% de efectividad y disminuyé el dia 8 (Goyal y Wakelin, 1993).

En los Ab se observa una actividad protectora de 3 clases de IgG (IgG2, IgG3 y
IgG4) en las ratas. Estan presentes fragmentos (Fab)2 hay produccién de Ab, la
- actividad protectora de clase IgG del isotipo de Ab juega un papel en la proteccion,
mientras que el isotipo no determina la respuesta inmune solo la reaccién de antigeno-

anticuerpo (Mc Vay et al., 2000).

' Se realiz6 un estudio en misculo de ratas, con 12 semanas de infeccion con 500
LI de T. spiralis via oral, para ver el efecto protector del AST. Posterior a la infeccién,
se observé las LI encapsuladas, tomando muestras de suero a las ratas, antes de la
inmunizacién del AST utilizando un esquema de aplicacién 100 — 300 mg durante 5
dias, al quinto dia se reforz6 la inmunizacién con 500mg de AST, posteriormente a los
15 y 30 dias se tom6 muestra sanguinea. Los resultados que se obtuvieron fue aumento
de peso (10 g). Con la técnica de micro inmunodifusion doble (MIDD) al inicié del
estudio present6 2 6 3 bandas, ya al final presenté la banda de identidad. Mientras que
con la técnica de WB-en la primera prueba se detectd 5 péptidos con pesos moleculares
que oscila entre 33, 43, 45,48 y 67 kDa, y posteriormente a la inoculacion del AST se
observé en tejido musculares con el microscopio de luz la LI calcificadas (Reveles er al.,
2000b).

En un estudio de 60 ratones Balb/c de 3 meses de edad, se les inmunizé las bandas

de precipitacion obtenidas de los complejos inmunes formados por interaccion Ag-Ab de
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Trichinella las cuales fueron eluidas, utilizando el esquema de vacunacién de 10 ug de
proteina cada 7 dias por 4 ocasiones via subcutanea, a la cuarta aplicacion se retaron con
100 LI de T. spiralis via oral, sacrificandolas a la 4fa semana post infeccion, obteniendo
suero pre-inmunizacion, a la 4ta semana post-inoculacion, para determinar la presencia
de Ab utilizando la técnica de Dot Elisa dando como resultado a la cuarta semana pos-
inmunizacién de los 60 animales tratados, 50 positivos con titulos de 1:1020, el grupo
control fue negativo. Y por la técnica de WB a la cuarta semana post-inmunizacion
todos los animales presentaron la banda de 45 kDa, el grupo control fue negativo
(Mufioz et al., 1998).

En estudios con ratas Long Evans s¢ les aplico, suero anti- 7. spiralis de conejo el
cual fue utilizado como inmunégeno, con el que se obtuvieron excelentes resultados de

proteccion, reportando un valor de p<.0001, (Roman ef al., 1996).

5. 6 INMUNOPATOLOGIA

Los parésitos tienen ciclos de vida con multi-estiddios complejos, que involucran a
varios huéspedes. Dentro de los huéspedes se encuentran los mamiferos, en los cuales
sufren crecimiento y diferenciacion, la fase responsable de vida de la T.spiralis es la LI,
la cual emigra hacia el epitelio intestinal donde se reproduce, posteriormente emigrar
dentro del mismo huésped hacia circulacion sanguinea, posteriormente a la formacion de
la ¢€lula nodriza donde crece y sigue la transmisién a otro animal (MacDonald ef al.,
2002).

Kumagai y Kamiya en 1994, reportaron que la migracion de las LRN puede causar
patogénesis por invasion a tejido miocardico. La presencia de esta larva en tejido
cardiaco puede ser transitoria. Sin embargo, algunas LRN en la etapa migratoria se van
hacia musculo esquelético, entrando a tejido cardiaco a través de los capilares, los cuales

se dafian por el paso de las larvas, desde las arterias hacia las vénulas. Este hallazgo fue



-
confirmado por extensas lesiones hemorragicas que causa la LRN en corazén y cerebro

de roedores.

Se ha estudiado en corazones perfundidos de ratas infectadas con 7. spiralis,
demostrando una disminucién en la presion arterial, desarrollada en ventriculo
izquierdo, frecuencia cardiaca y en el flujo coronario. Esta reduccion es mejorada al
aplicar PAF (factor activador de plaquetas o un activador de eosindfilos), principalmente
en ¢l dia 21 pos-infeceion, ya que en este tiempo aumenta la eosinofilia en sangre y en
tejidos. Al realizar el analisis de DNA indico que a partir del dia 21 post infeccidn, los
cambios morfolégicos funcionales en el miocardio, no pueden atribuirse a la presencia
del parasito, sino a sus antigenos que causan las reacciones inmunopatoldgicas, esto
juega un papel en la induccion del dafio y en el trastorno que sufre el miocardio. Algunas
de las células inflamatorias perivasculares (eosinéfilos y mastocitos) parecen sufrir
degranulacion. Todos estos datos hacen creer en una sucesién compleja de eventos, de
miocarditis aguda (21 dias pos infeccidn) la cual puede ocasionar con el tiempo una

cardiopatia severa (48 dias pos infeccién o mas) (Paolocci ef al., 1998).

Frydas et al., 1999, Al observar al microscopio tejidos de diafragma, masetero y
miocardio infectados con T, spiralis., encontraron la presencia de infiltracién de células
inflamatorias alrededor de la larva, como macréfagos, linfocitos, células plasmaticas y
eosindfilos. La reaccién inflamatoria se presenté en miisculo cardiaco a partir del dia 22
pos infeccion de T. spiralis. Este hallazgo fue confirmado anteriormente por Reina et al.,

1996 ¢en estudios realizados en cabras.

Blumer describi6 algunos casos de humanos con Trichinellosis en 1936, los que se
caracterizaban por presentar sintomas prominentes de miocarditis y alteracion en sistema
nervioso llevandolos a la muerte (Gould, 1970). La LI se enquista, se desarrolla en
musculos estriados, esquelético, cardiaco en la porcion tendinosa de estos y en algunos
otros tejidos de forma semejante como en el encéfalo (Gray et al., 1962; Moreno et al.,
1996).
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5.7 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

El mebendazole y albendazole eliminan a los gusanos adultos eficazmente del tracto
digestivo. El tiabendazole no se recomienda debido a los efectos adversos. La mayoria
de los pacientes contintian albergando gusanos adultos en el intestino durante la fase
aguda de la infeccion, todos los pacientes con Trichinellosis se tratan con mebendazole y
albendazole para prevenir la produccion de LRN., ya que el albendazole provoca el
decremento de ATP, produciendo disminucién de energia en el parasito de 7. spiralis,
causandole inmovilizacion y muerte. El cual tiene contraindicacion en casos de
pacientes con problemas de hipersensibilidad, tiene interaccién con carbamazepina la
cual puede disminuir la eficacia del antihelmintico, la dexametasena, cimetidina y
prazincuantel pueden aumentar la toxicidad para el parasito sin embargo en mujeres
embarazadas, su seguridad no se ha establecido. El mebendazole (Vermox) Este inhibe
la polimerizacion de los microtitbulos citoplasmaéticos P-tubulina del parasito
afectindole sus células intestinales, el uso del albendazole bloquea los nutrientes del
parasito, esencialmente muere de inanicion o baja aporte de proteina. Con dosis
indicada, causa toxicidad selectivamente en los pardsitos. Contraindicaciones:
hipersensibilidad en algunos casos. Interaccion: carbamazepina y fenitoina disminuye
efectos del desparasitante, la cimetidina puede aumentar niveles de toxicidad en el
huésped. La prednisona disminuye inflamaciéon mientras que la permeabilidad capilar

esta aumentada, suprime la actividad celular de polimorfonucleares (Flérez et al., 2000).

5.8 ALTERACIONES EN DESNUTRICION
A mediados del siglo XIX se describieron por primera vez los efectos de la

desnutricion sobre los érganos linfaticos. Los tejidos linfaticos son vulnerables a los

efectos dariinos de la desnutricién, la atrofia linfoide es caracteristica en estado de
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desnutricion (Beisel, 1982). I:a division celular es una caracteristica del funcionamiento
de las células inmunocompetentes. Las células inmunes y sus productos, (interleucinas,
interferones), dependen de reacciones metabolicas las cuales emplean diversos
nutrientes como co-factores criticos para sus acciones y actividades (Chandra y
Lachmann, 1993). La mayoria de los mecanismos de defensa del huésped se alteran con
la desnutriciéon protéica calérica (DPC) (Beisel, 1982; Chandra, 1990; Bendich y
Chandra, 1990). Los pacientes con DPC presentan alteracién de hipersensibilidad
cutanea retardada, pobre proliferacién de linfocitos, disminucién de la sintesis de ADN,
disminucion en el mimero de linfocitos, disminucion del factor timico sérico, células
CD4+, reduccién de la relacién CD4+/CD8+, alteracién de la produccion de interferén
gama ¢ interleucina 2 y de la actividad del complemento (se disminuyen las C3, C5, del
factor B y de toda la actividad hemolitica), existe una inadecuada respuesta de
anticuerpos a ciertos antigenos, disminucion de la afinidad de los Ab, alteracién de la
respuesta de la IgA secretora y disfuncion de los fagocitos (Beisel, 1982; Bendich y
Chandra, 1990).

Es probable que la nutricion intrauterina sea mas importante de lo que hasta la fecha
se conSidera, a pesar de que tradicionalmente se ha aceptado que las deficiencias en la
nutricién matema por grandes que sean, se amortiguan por accion de la placenta, de tal
manera que solo causan pequeflos efectos anatomicos o funcionales en los nifios. Por
otra parte, se sostiene que la lactancia temprana, aun en el caso de mujeres desnutridas,
siempre ayuda a corregir esas deficiencias. Existen evidencias de que la mala nutricion
matema da lugar a diferencias importantes en los recién nacidos, sobre todo porque
pueden tener consecuencias en el desarrollo final, en épocas tardias aun en la edad adulta
(Chavez ef al., 1998).

Segiin la Organizacion Mundial de la Salud existen 315 millones de personas que
sufren de malnutricion, se ha descrito desde el inicio de la humanidad y en la actualidad
existen seres humanos en los que el exceso o la deficiencia, en la alimentacion se han
expresado en enfermedades identificadas como obesidad y desnutricién. Aunque la

informacion documental acerca de estas enfermedades ha llegado a nosotros de manera
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tad
inicial y dispersa por razones bioldgicas, los nifios con mayor frecuencia se ven

afectados por la desnutricion (Vega 1999; Guerra, 2005).

El retardo en el crecimiento se asocia a la pobreza estructural ya que es producto de
la sub-alimentacién prolongada no solo en cantidad sino en calidad causando procesos

infecciosos y diarreicos (Montilva ef al., 2003).

La desnutricion infantil se percibe, a través del contacto cotidiano con los grupos de
riesgo, de acuerdo con su frecuencia y distribucién. Ante esta situacion, la Secretaria
de Salud Publica de Tabasco realizd, en 1991 la Primera Encuesta Estatal de Nutricion
con el propdsito de conocer la situacién nutricional de alimentacién de 935 nifios, de
edades de 1 a4 afios, de 17 municipios. El nivel estatal de desnutricion fue del 46%
(29.8% leve; 12.8% moderado; y el 3.4% severo). El 90% de los desnutridos severos se
localizaron en el medio rural. El andlisis de los resultados define dreas de alto riesgo
permitiendo la é]aboraci()n de propuestas concretas para su atencion (Hermandez y
Roldan, 1995). En nifios con DN que tenian un grado de DN habia mayor frecuencia de
enfermedades infecciosas por lo que se ha encontrado que la DN esta relacionada a
enfermedades infecciosas (Hernandez y Lépez, 2006). De manera similar sucedid en
nifios preescolares de Canagua Estado de Meéxico donde en el examen
coproparasitoldgico presentaron un 66.67 % de nifios infestados con parasitos (Angarita
etal., 2001).

La relacion entre los acidos grasos y la inflamacion se debe principalmente a los
fosfolipidos de las c€lulas del sistema inmunoldgico. Los 4cidos grasos incorporados en
la membrana de la misma pueden afectar funciones inmunolégicas y a la célula (Calder,
2003).

La capacidad funcional del sistema inmune declina gradualmente con la edad, los
linfocitos T son mas afectados que los B, debido a la involucién del timo la cual se
completa a los 60 afios de edad, el envejecimiento se asocia con cambios en el equilibrio
de las sub-poblaciones totales de linfocitos, teniendo una influencia la nutricién sobre el

sistema inmune (Ruiz y Solano, 2001).
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Sea ha descrito que se debe considerar las caracteristicas de la composicion de peso
corporal durante la adolescencia y sus cambios en relacién con ejercicio fisico, debido a
que existen indicios acerca de las influencias negativas potenciales de ejercicio intensivo
en el crecimiento y maduracién de prepuberes o adolescentes (Le6n y Diaz 2005; Barria
y Amigo, 2006).

Para un 6ptimo desarrollo, mantenimiento y funcionamiento del sistema
inmunoldgico depende de la dieta entre otros factores. Entre los nutrientes que afectan al
sistema inmunoldgico destaca la grasa cuya deficiencia o un desequilibrio en su
aportacion y en la calidad de la misma comprometen la estabilidad del sistema
inmunolégico (Kelley, 2001). Por lo tanto la interaccién que existe entre los nutrientes,
el sistema inmune de animales y humanos es de gran relevancia por consiguiente las
consecuencias derivadas de la administracion de ciertos componentes de la dieta deben
ser analizadas desde un punto de vista epidemiolégico, clinico y experimental ya que
algunas dietas lipidicas estdn implicadas en la reduccion de ciertas funciones inmunes.
Sin embargo, la accion inmunosupresora de estas dietas puede tener afectos adversos
sobre la resistencia inmune del individuo frente a enfermedades infecciosas (Puertollano
etal., 2004).

La pérdida de peso depende del equilibrio de energia negativo que obliga a utilizar
reservas de grasa para obtener la energia. La reduccién de la ingesta de alimentos
disminuye la ingesta de energia, pero los diferentes nutrientes pueden tener diversos
efectos sobre el metabolismo y la saciedad. Por lo tanto, el uso de una dieta con
nutrientes modificados puede facilitar la perdida de peso. Una reduccion en la
produccion de proteina debido a la ingesta inadecuada puede llevar a una menor
competencia inmunoldgica y a una susceptibilidad a factores de estrés como infecciones
(Fomon y Rebouche, 1995).

En un experimento se utilizaron ratones tratados con dieta rica en acidos grasos w-3

(Aceite de pescado refinado + aceite de girasol), se observé la disminucion en el nimero
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de linfocitos T, ademas de la disminucién de IL 2 y de la respuesta tipo Th1, también
ejercia un efecto inhibitorio de las respuestas Th2, se observd disminucion de los niveles
plasmaticos de IgE, lo que seiiala un posible efecto supresor de los acidos grasos w-3
sobre el sistema inmunologico. A pesar de la disminucion generalizada de la respuesta
inmunolégica, los ratones alimentados con w-3 no experimentaron sintomas de debilidad
ni predisposicion a las infecciones. Lo cual pudo deberse al incremento en estos
animales de parametros relacionados con la defensa natural del organismo como los

niveles de IgA séricos (Sierra et al., 2004).

La carencia de proteina en la dieta de ratas puede aumentar la susceptibilidad para

infeccidn con cargas parasitarias menores (Diaz et al., 2002).

En estudios realizados en murinos indican que el peso normal al nacer del producto
es de 5-6 g, por medio de la Jactacion la madre le confiere inmunidad al hijo la cual se
da por dos vias, la primera es mediante el saco vitelino y la segunda por el calostro
(Vega, 1999.).

El estado inmunolégico del huésped puede influir tanto en la gravedad del las
manifestaciones como en el tiempo de evolucion, siendo mas frecuente la infeccion en

paciente inmunosuprimidos (Makled ef al., 1994).

5.9 DIETA DE MURINOS

La dieta de los murinos lactantes y en desarrollo s¢ basa principalmente en
carbohidratos, lipidos, proteinas, minerales, vitaminas y agua (Tabla I y Il, tomado de

Nutrient Requirements of Laboratory Animal y El Manual Técnico de Lab Chows).
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Tabla I

Dieta de murinos lactantes

Componentes Requerimiento
normal %
Proteina 7-12
Azicares 3-35
Grasas 10-15
Agua 10 - 74
Tabla Ii
Dieta de murinos en desarrollo
Requerimiento Requerimiento de
Componentes
normal % desnutricion %
Proteinas 24 12
Aminoacidos 12.27 12.27
Grasas 4.3 43
FC 35 3.5
NFE 53 53
TND 75 75
Vitaminas A 1200 U1 1200 U1
Vitaminas D 400 400

Vitaminas E 3.8 3.8




6. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se realiz6 a cabo de enero del 2004 a Mayo del 2006, en el
Departamento de Biologia Celular y Microbiologia de la Unidad Académica de Biologia
Experimental de la Universidad Auténoma de Zacatecas, ubicado en Guadalupe
Zacatecas con orientacion de 22°, 45', 429" Latitud Norte y 102°, 30", 637" longitud
Qeste a una altura de 2328 msnm. Apartado Postal 12, Guadalupe, Zac., 98600. Tel. y
Fax (492) 92-1-13-26., y en el Laboratorio de Biologia Celular, del Departamento de
Biologia Celular y Genética de la Facultad de Ciencias Biol6gicas, Subdireccion de

Estudios de Postgrado, Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.

6.1 Diseiio experimental

El modele experimental que se utilizo fue 80 ratas hembras Long Evans de 30 dias de
edad pos-destete clinicamente sanas con modificacion en la dieta, las cuales se
dividieron en dos grupos: 40 ratas Nutridas (Dieta normal 24 % de Proteina), 40 ratas
desnutridas (Dieta de 12% de proteina) de cada grupo se hicieron 4 subgrupos.

6.2 Metodologia

a) 10 ratas control nutrido y 10) ratas control desnutrido.

b) 10 ratas nutridas y 10) ratas desnutridas infectadas con 7. spiralis.

c) 10 ratas nutridas y 10) ratas desnutridas inmunizadas con el antigeno soluble total
(AST) utilizando el siguiente esquema de inmunizacién (una aplicacién cada
semana por 4 ocasiones), infectados con 200 LI de 7. spiralis via oral en la primera
semana posterior a la culminacién del esquema de inmunizacién, sacrificadas a las

6ta semana post -infeccion.
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d) 10 ratas nutridas y 10 ratas dgsnutridas inmunizadas con el inmunogeno de 45 kDa, se
utilizé el siguiente esquéma de inmunizacioén (una aplicacion cada semana por 4
ocasiones), infectadas con 200 L1 de 7. spiralis via oral, una semana posterior a la
culminacién del esquema de inmunizacién, se sacrificaron a la 6ta semana post-

infeccion.

El esquema de vacunacién utilizado fue a concentracion de 10 pg de proteina por
cada inmunizacién: a) intramuscular, b) intraperitoneal, c) subcutinea y

d) intramuscular.
Parametros evaluados:

1.- Peso corporal y talla (al inicio del experimento y al sacrificio de los animales en
todos los grupos de estudio). '

2.- Toma de muestra sanguinea del seno retroorbital en los siguientes tiempos: a) pre —
infeccion de T. spiralis, b) pre-tratamiento AST e inmunégeno de 45 kDa, c) post-
tratamiento AST e inmunégeno de 45 kDa, d) sacrificio de los grupaes de estudio.

3.- Se caracterizo la respuesta inmune (IgG) a T. spiralis por WB en todos los grupos
de estudio.

4.- Se caracterizé el sitio de union Ag-Ab por IFI con microscopia confocal, en todos los
grupos de estudio a los 45 dias.

5.- Se evalub el estado nutricional en relacién a albiimina/globulina en todos los grupos
de estudio.

6.- Se evalub en todos los grupos de estudio 1a carga parasitaria mediante la D/A a los
tratamientos de inmunizacién de AST y con el inmunégeno de 45 kDa.

7.- Se evalué la célula nodriza (por observacion de los cambios en su estructura
morfologica) mediante la técnica de compresién de tejido y tincion de hematoxilina-

eosina, en todos los grupos de estudio.
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6.3 Técnicas

L- Obtencion del antigeno soluble total (AST) de T. spiralis

Para obtener ¢l AST de T. spiralis, el cual se utiliza en las técnicas indirectas, se
inicié con la obtencion sefialada en D/A, posteriormente de la obtencién de la LI, se
sometio a varios lavados de solucion buffer de fosfatos (PBS), se desengrasaron con
acetona absoluta a evaporacion manteniéndose en PBS, a continuacién se procedié a
sonicar usando 50% de eficiencia y dos minutos de pulso, con la finalidad de romper la
cuticula y vaciar el contenido antigénico de las LI, se centrifugd a 3000 rpm 4°C por
1.50 h. El sobrenadante contiene el AST, al cual se le.realizé la determinacion de
proteina (método de azul de Coomassie, G-250 a 610 nm), El extracto total fue utilizado

como AST para inmunizar ratas Long Evans.

I1.- Determinacion de proteina (Método de Bradford)

Se obtuvo una curva estadndar utilizando albumina sérica bobina, segin la
metodologia de Bradford, ajustado a la concentracion de proteinas obtenidas a una
densidad dptica de 610 nm mediante azul de Coomassie al 0.06 % preparado en HCL al
2.2%. Interpolando el valor de la densidad 6ptica del antigeno, a la de la curva estindar
de albumina, se conoce el valor de la concentracion de proteinas contenidas en el
antigeno AST y para el inmunégeno de 45kDa (Bradford, 1976).

I11.- Elusion del inmundgeno de 45 kDa

Del musculo infectado con larvas de Trichinella spiralis se obtuvo el AST al cual se

le realizé electroforesis (SDS-PAGE), en geles del 10% de poliacrilamida. La porcion
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del gel que contenia el lriplete”caracteristico de 42, 43 y 45 kDa se separd mediante
elusion, con solucién de Tris 10mM, a un pH de 8.13, adiciondndole inhibidores de
proteasas, posteriormente se centrifugo a 12,100 x gravedades a 4° C durante 30 min. La
proteina que se obtuvo del sobrenadante y se le realizé la determinacién de
concentracion de proteina por el método de Bradford. Posteriormente se filtré mediante
las membranas que permitio ¢l paso del péptido de 45 kDa., ¢l sobrenadante se tomé
para ser analizado por el SDS-EPPA reducido a 10%, en el gel para confirmar la
presencia de este inmunogeno. Posteriormente estas fracciones se utilizaron como

inmunogeno (Chapa ef al., 1992).

1V.- Corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida (EGPA)

Para separar el AST e inmundgeno 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) de acuerdo a
la metodologia descrita por Laemmli ef al., 1970, 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 Volts. El AST y el inmunégeno de 45 kDa se prepararon
por ¢bullicidn durante 5 min. En una solucion reductora, TrissHCL 1 M, pH = 6.8,
glicerol 20%; SDS al 2%, azul de bromo fenol al 0.5%, EDTA; H20, ditiotreitol 5 mM
y 2 B-mercaptoetanol al 5%. Se utilizaron los siguientes marcadores de peso molecular:
fosforilasa (97 kDa), albitmina sérica bovina (68 kDa), ovalbumina (43 kDa), anhidrasa
carbonica (24 kDa), lisosima (14 kDa); se usé una camara PROTEAN 11 xi Cell (Bio-
Rad), posterior al corrimiento se tifi6 uno de los geles con azul de Coomassie, para
posteriormente desteiiirse con solucién destifiidora, después con solucién aclaradora, fue
secado el gel en membranas de papel celofan, ¢n el aparato d¢ GELDRYER MODEL
583 of BIO-RAD, los geles no teiiidos se transfirieron a papel de nitrocelulosa (Laemmli
et al., 1970).
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V. - Western Bloot (WB)

El producto obtenido del corrimiento en gel de poliacrilamida se transfiri6 al papel de
nitrocelulosa (NC), El papel con las proteinas transferidas de acuerdo con el método
descrito por Towbin 1979, utilizando una camara de Trans blot-cell Electrophoretic
Transfer Cell (Bio-Rad) con el buffer de transferencia (25 mM Tris, pH 8.3, 192 mM
glicina, 20% de MEOH y .025 — 0.1 % de SDS) a 35 volts a 4°C durante toda la noche,
una vez transferidas las proteinas al papel de NC, se procedié al revelado con tincion
verde ripido (fast green al 0.1%) por 5 min. Con agitacién constante, se retird el

colorante, decolorandose en agua destilada verificando la presencia de proteinas.

El papel de NC se cortd en tiras, se procedio a cubrirlos con solucion bloqueadora
PBS-leche descremada en polvo al 3% y azida de sodio al 0.15% manteniéndose a 4°C,
con agitacion continua durante 12 hrs. Se lavo 3 veces con PBS el papel (cada una por
10 min.). Posterior a esto se continud con la incubacién del (primer Ab) suero de rata
diluido 1:100 con PBS- leche en polvo al 3% incubado 90 min a temperatura ambiente
con agitacién constante. Se lavo por dos ocasiones durante 10 min. Con PBS-Tween 20,
al 0.3% y tres veces con PBS por un lapse de 10 min. Se incubd un (segundo Ab) anti-
IgG de rata marcada con peroxidasa dilucién 1:1000 asi como PBS-leche en polvo al 3%
durante 90 min a temperatura ambiente con agitacion constante. Después fueron lavados
2 veces durante 10 min. Con PBS Tween 20 al 0.3% y tres veces con PBS durante 10
min. Las bandas de proteinas se revelaron con 3,3"diamino-benzidina (DAB), 50 mg. en
100 ml de PBS, agregéndole 10 pl de peréxido de hidrégeno al 30% manteniendo a 4°C,
posteriormente se lavé cada tira por tres ocasiones en agua destilada, dejandose secar al

ambiente (Tobwin er al., 1979).
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VI.- Inmunofluoresencia Indirecta (IFI)

Las LI se obtuvieron del misculo infectado de rata con 7. spiralis, se tomaron 20 pL
de LI y se lavaron por tres periodos con PBS durante 5 min en agitacién magnética, se
incubaron con 20 pL del primer Ab durante 45 min con PBS se lavaron con PBS en 3
ocasiones por 5 min en agitacion magnética, se extrajo el liquido con precaucion para
evitar absorber las LI, se le agregd 200 pL del conjugado monovalente anti-
gamafluoresceinada (IgG dilucion 1: 1000), se incubd por 45 min a 37°C, se extrajo la
fase liquida, se realizo 3 lavados con PBS en agitacion magnética por 5 min cada uno, se
montaron laminillas con las LI cubriéndolas con cubre objetos y se sello con resina, se
observaron al microscopio confocal (Labzoffsky et al., 1964; Garcia ef al ., 1997,
2001).

VIL.- Albiimina/Globulina
Esta técnica se realizd siguiendo el Manual de quimica sanguinea veterinaria (con el
aparato QUIK LAB. REACTIVOS). Para poder determinar la relaciéon albimina
/globulina se necesit6 la determinacion de proteinas totales. Determinando la cantidad de

cada grupo se obtiene la relacién antigeno-anticuerpo (Ag-Ab).

Método de Biuret. El principio es en solucion alcalina, las proteinas forman con los

iones de cobre un complejo coloreado, siendo positiva al presentar un color azul. Se
utilizd suero como muestra. Se utilizo reactivo de Biuret, un agente tensioactivo, se
utilizé un patrén de albumina bovina, fraccion V, 6 g/dl., fotémetro a una temperatura de

20 a 25°C, como se describe a continuacion;
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Paso 1.- Preparar las siguientes soluciones:

Muestras | Blanco Estandar Muestra
Soluciones
Solucién 1 1000 pl 1000 pL 1000 pL
Solucién estandar —- 20 uL -
Suero problema --- --- 20pL

Paso 2.- Incubar a temperatura ambiente por 20 min.

Paso 3.- Leer entre 20 y 60 min. (los resultados se expresan en g/dl)

ALBUMINA

Método BCG: Se basa en el principio de la albiimina que es una solucién tamponada la

cual reacciona en presencia del reactivo Verde de Bromocresol (BCG), a través de una

reaccion de enlace con el colorante. Se utilizé una muestra de suero al cual se le afiadié

el reactivo BCG. (Patrén albimina bovina V,5 g/dl), se incubé a temperatura ambiente
por 1 min., enseguida se ley6 en un fotémetro a una temperatura de 25°C (Nota: el

tiempo de lectura no debe de exceder 10 min). Las soluciones de lectura se prepararon

como se describe a continuacién y los resultados se expresan en g/dl.

Muestras Blanco Estandar Muestra
Soluciones
Reactivo BCG 1500 pL 1500 pL. 1500 pL
Solucion estandar — 10 uL —
Suero problema — - 10pL
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VIIL- Técnica de digestion artificial (D/A)

El proceso se realizé a 37°C por 24 h segin el método descrito por Del Rio et al.,
1986, donde se coloco 30 g de tejido infectado triturado en un tamiz de tul en forma de
saco; suspendido en una solucion de 0.03% de pepsina (10,000 U), HCI al 37 % (0.2M)
en 1.0 L de égua destilada, se coloc6 en un embudo de separacién., trascurridas 24 h se
procedi6 a separar las LI que se depositaron en el fondo del embudo de separacién, se
realiz6 tres lavados de PBS, para evitar su desnaturalizacién de LI, por ultimo se midi6

la cantidad de LI presentes y se observaron al microscopio.

IX.- Técnica de compresion

Una vez cumplido el tiempo de la reproduccion del ciclo vital de 7. spiralis en las
ratas, se procedié como se describe a continuacion para obtener las muestras de tejido y

aplicar la técnica de compresion:

Paso 1.- Se sacrificé la rata,

Paso 2.- Se tomé 0.5g de tejido de diafragma, masetero, lengua e intercostales

Paso 3.- Cada muestra se compacto a presion en dos portaobjetos de vidrio.

Paso 4.- Se observo al microscopio Optico y se buscé la presencia de la LI en los

tratamientos correspondientes, con el objetivo de 10X.

X.- Tincion con hematoxilina—eosina

Esta técnica se realizo siguiendo el Manual del Instituto de Patologia de las Fuerzas
Armadas de los Estados Unidos de Norteamérica 57, de acuerdo a los siguientes pasos:

Paso 1.- Fase de fijacion del tejido en formol al 10% para cortes histolégicos, con el fin
de determinar las caracteristicas morfologicas mediante la tincion de H/E.
Paso 2.- Los tejidos se deshidrataron con:
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1.- Formol al 10% por 2 h.

2.- Alcohol etilico al 80 % por 1h.

3.- Alcohol etilico al 96 % por 1h.

4.- Realizar tres cambios cada uno de 30 min. en alcohol etilico absoluto
5.- Realizar tres cambios alcohol etilico absoluto por 1.5 h cada uno.
6.- Realizar dos cambios con xileno por 1.5 h.

Paso 3.- Procesar en parafina empleando el aparato de procesador (Lipshaw Automatic
Tissue Processor) de acuerdo a las siguientes etapas, las cuales se describen a
continuacion:

1.- Colocar en parafina a 60°C y realizar dos cambios de 1.5 h.

2.- Colocar los tejidos en moldes ciibicos hasta que se enfriaron.

3.- Dejar reposar 24 h.

4.- Colocar los cubos de parafina en una cama de hielo para efectuar los cortes.

5.- Realizar cortes con un grosor de 41 en el Micrétomo modelo 820 Rotary,
American Optical.

6.- Posteriormente se colocaron en un portaobjetos, cubierto con un gel a base
de clara de huevo y glicerol con diluciones de 1:1 con 0.01g de tibol como
conservador,

7.- Los cortes asi tratados se colocaron en placa caliente para fundir la parafina
y continuar con la tincién de H/E.

8.- El procedimiento de tincién se Ilevé acabo en un tren de tincion, los porta

- objetos se colocaron en una canastilla que se introdujo en las siguientes
soluciones:
a) xileno 5 min.
b) alcohol etilico absoluto 3 min.
c) alcohol etilico al 96% 3 min.
d) alcohol etilico al 96% 3 min.
e) enjuagar con agua destilada (de manera rapida).
f) tefiir con hematoxilina de Harris por 10 seg.
g) enjuagar con agua potable,
h) alcohol 4cido al 1% (de manera rapida).
g) enjuagar con agua potable.
i) pasar por solucion saturada de carbonato de litio 2 min.
J) enjuagar con agua potable;
k) tefiir con eosina (por 10 segundos).
1) enjuagar con agua potable (dos cambios).
m) pasar por alcohol etilico del 96% 3 cambios.
n) en alcohol etilico absoluto 3 cambios.
i) pasar por Xileno (todos los cambios anteriores fueron de 1 min).
0) se montaron con resina sintética Sigma y se cubrieron con un cubre
objetos para la observacién al microscopio éptico al 10, 20 y 40X (Armed
Forces Institute, 1957).
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6.4 Diseiio de Tratamientos
Completamente al azar.
6.5 Diseiio Experimental

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar, el cual es representado por

el siguiente modelo general:

Yij=p+ Ai+Bj +eijK

Donde Yijk = porcentaje de reactores. p = es la medida comun en todas las unidades
experimentales antes de aplicar las inmunizaciones. ai = es el i-€ésimo nivel de
inmundgenos (con y sin inmunizar). Bj = es el j-€simo diagnostico. aPf= es la
interaccion del i-ésimo nivel de @ y j-ésimo nivel de B. &ijk = es el error experimental
(Steel y Torrie, 1998).

6.6 Analisis estadisticos

El procesamiento estadistico de los resultados obtenidos fueron sometidos a un
analisis de varianza (p<0.01) empleando el sistema de analisis estadistico (SAS, 1998),

y analizando los resultados obtenidos en el programa Excel para Windows 2006.



7. RESULTADOS

En las Tablas III y IV se muestran los resultados del analisis de varianza (ANOV A)
para efecto de la relacion de peso y talla, significativa (F=158.64, P < 0.01) en el grupo

relacion a la nutrida se observa diferencia, asi en la figura 3 se muestra la comparac

de animales nutridos y desnutridos. En el mismo se observa que fue altamente
significativo de (P < 0.01) a través del periodo de estudio. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 2, donde la comparacion relativa de la talla en rata desnutridas con

on

entre los pesos final obtenidos en ratas nutridas, desnutridas, infectadas e inmunizadas,

siendo menor el peso de las ratas DN que en las Nut, de forma similar eso ocurre en la

figura 4 donde la talla de las ratas DN es menor comparadas con las Nut,

Desnutridaﬁ||
(DN)

PSS

g Nutrida
; (Nut)
0.5 10 15 20 25 30 35 40 45
cm

Figura 2 Comparacion de talla entre rata desnutridas y nutrida, las cuales
estuvieron en tratamiento durante 57 dias, la diferencia en talla es
notoria, en donde la rata desnurida alcanz6 una talla maxima de 33
cm, v la mta nutnda zalcanzé una talla mixima de 45 em
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Figura 3 Comparacion entre los pesos finales obtenidos en mtas nutridas,

desnutridas, infectadas e inmunizadas.
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Figura 4 Comparacion entre las tallas finales obtenidas en ratas nutndas,

desnuiridas. infectadas ¢ inmunizadas.



'l:abla i

Resultados del Andlisis de varianza del peso de ratas nutridas, desoutridas, infectadas e

inmunizadas

Peso

ANALISIS DE VARIANZA

Tratamientos Niveles valaores

T 8 12345678

R 10 123456781910
Numero de observacién realizada
Numero de observacidén usada 80

Peso
ANOVA Procedimiento

variable: vl

Suma de
Tratamiento GL cuadrados cuadrado Medio F calculada ©Pr > F
Modelo 7 2314.250000 330.607143 158.64 <.0001
Error 72 150.050000 2.084028
Total 79 2464 .300000
R-cuadrada Coeff var ROOt MSE Yl Media
0.939110 7.328001 1.443616 19.70000
Tratamiento GL Anova SS Cuadrado medio F calculada Pr > F
T 7 2314.250000 330.607143 158.64 <.0001
Peso

ANOVA Procedimiento
Variable: Y10

suma de

Tratmiento GL cuadrados cuadrado Medio F calculada Pr > F
Modelo 7 108.8968750 15,5566964 31,35 <.0001
Error 72 35.7250000 0.4961806
Total 79 144,6218750

R-cuadrada Coeff var ROOt MSE Y10 Media

0.752977 1.844887 0.704401 38.18125
Tratamiento GL Anova SS Cuadrado Medic F value Pr > F
T 7 108.8968750 15.5566964 31.35 <.0001
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Tabla TV
Resultados del Andlisis de varianza de la talla en ratas nutridas, desnutridas, infectadas e

inmunizadas

Talla
ANALISIS DE VARIANZA

Tratamientos Niveles valores
T 8 12345678
R 10 12345678910
Numero de observacion realizadas 80
Nimero de observacidén usadas 80
Talla

ANOVA Procedimiento

variable: vl

Suma de

Tratamiento GL Cuadrados cuadrado Medio F calculada Pr > F
Modelo 7 32925.35000 4703.62143 75.21 <.0001
Error 72 4502.60000 62.53611
Total 79 37427 .95000

R-cuadrada Coeff var ROOT, MSE ¥l Media

0.879700 12.45841 7.907978 63.47500
Tratmiento GL Anova 55 cuadrado medic F Calculada Pr > F
T 7 32925.35000 4703.62143 75.21 <.0001

Talla

ANOVA Procedimiento

variable: v10

Tratamiento GL Cuadrados cuadrado Medio F calculada Pr > F
Modelo 7 76185.88750 10883.659821 44 .34 <.0001
Error 72 17675.10000 245.48750
Total 79 93860.98750

R-cuadrada Coeff var ROOT MSE Y10 media

0.811689 6.528Q10 15.66804 240.0125
Tratamiento GL Anova SS cuadrado medic¢ F Caleculada Pr > F

T 7 76185.88750 10883.69821 44 .34 <.0001




Con la utilizacién de la técnica de albumina/globulina se obtuvieron los siguientes
resultados los que se muestran en la figura 5. Las ratas con el tratamiento de nutridos
control sano (NCS) obtuvieron la menor concentracién de PT, Alb y GL., que fue de
7.3g/dl, 2.86 g/dl y 4.19 g/d! respectivamente, en todos los grupos de estudio. Mientras
que para las ratas nutridas infectadas (NI) fueron las que obtuvieron la mayor cantidad
de PT y de GL que fue de 9.54 g/dl y 6.18 g/dl respectivamente, en la Alb fue de 3.35
g/dl. En las ratas nutridas tratadas con AST e infectadas (NASTI) obtuvieron 8.43 g/d]
de PT, 333 g/dl de Alb y 5.1 g/dl de GL. En las ratas nutndas tratadas con el
mmunégeno de 45 kDa e infectadas (N451), obtuvieron 8.12 g/dl de PT, de Alb 3.49
g/dl y 4.66 g/dl de GL. Por lo gque se observa que los CNS obtuvieron menor cantidad de
PT, Alby GL
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Figura S Promedio de proteinas totales (PT), albumina (Aib) y
globulina (GL) en ratas nutridas, inmunizadas e infectadas.

Tabla V
Resultados de la albumina/globulina en ratas autridas
P i i i
Nut 7.03 23 4.19
NI 954 335 6.18
NASTY 843 33 51
N4s1 812 349 466




La figura 6 arroja los siguientes resultados. Las ratas desnutrida control sano (DNCS)
obtuvieron la menor concentracion de PT, y de GL., que fue de 5.39 g/dl, y 2.37 g/d!
respectivamente y en la Alb fue de 3.04 g/dl, mientras que para las DNI obtuvieron PT
de 6.46 g/dl, Ia Alb de 291 y de GL. fue 4.5 g/dl concentracién mas aita. En las
DNASTI obtuvieron 6.39 g/dl de PT, 323 g /dl de Alb y 3. 15 g/dl de GL. En las ratas
DN4S5], obtuvieron 4.67 g/di de PT, de Alb 3.26 g/diy 3.89 g/dl de GL.
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Figura 6 Promedio de ias proteinas (PT), albimima (Alb), globulma (GL)
en ratas desnutridas, inmunizadas e infectadas.

Tabla VI
Resultades de la albliimina/globulina en ratas desnutridas
Tratamicato P’;‘:ﬂ"" ABimina Globulin
P 5 premedio premedio
DN 539 304 237
DNI 646 291 45
DNASTI 639 333 315
DN4&] 667 326 389




Al utilizar la técnica de compresion de tejidos, se observo los siguientes resultados:

no se observa la LI de T. spiralis en los grupos controles Nut y DN sin infeccion.

Figura 7 Muestra de tejido infectado de rata nutrida, en la cual se aplicod la
técnica de compresion, en la figura A se observa la presencia de la
larva infectante en masetero (flecha), la imagen B muestra a mayor
aumento las caracteristicas morfologicas propias de la larva
infectante (flecha) y de la célula nodriza (entre corchetes).

Figura 8 Muestra de tejido infectado de rata desnutrida, en la cual se aplico la
técnica de compresion, en la figura A se observa la presencia de la
larva infectante en masetero (flecha), Ia imagen B muestra a mayor
aumento las caracteristicas morfologicas propias de la larva
infectante.
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Figura 9 Tejido de rata nutrida inmunizada con AST e infectadas; en A se
observa la presencia de larvas infectantes modificadas en su
morfologia de la célula nodriza, mientras que en B se observa a
7. spiralis sin célula nodriza pierde su morfologia caracteristica en
espiral.

Figura 10 Tejido de rata desnutrida inmunizada con AST e i s;en AyBse
observa la presencia de larvas de T. spiralis infectantes modificadas
en su morfologia de la célula nodniza,
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Los resultados obtenidos con 13 técnica de D/A, en los diferentes tratamientos, de las
ratas Nut, y ratas DN, inmunizadas e mfectadas, mostrd 1a cantidad de 1.1 que estuvieron
presentes en 30 g de misculo estriado.

En fa figura 13 se observan los resultados obtenidos de D/A de 30 g de tejido
muscular de ratas Nut y DN, ambas infectadas e inmunizadas; los grupos controles de
ratas Nut y DN sin infeccidn no presentaron LI, y en los grupos de ratas Nut infectadas,
se recolectaron 200 pL de LY, de igual forma del grupo de ratas DN infectadas se
recolectaron 400 pL de L1 Al ser utilizado el tratamiento de Nut inmunizadas con AST
e infectadas, se recolectaron 10 pL de LI, mientras que en las ratas DN se recuperaron
100 pL de LI Asi también para el tratamiento de ratas Nut inmunizadas com
inmunogeno de 45 kDa mas mfeccion de 7. spiralis, no presentd paquete de LI, mientras
que en las ratas DN se recuperaron 10 pl de LI.  Estos resuitados muestran claramente
el efecto protector det inmunodgeno de 45 kDa sobre ratas tanto Nut como DN infectadas

con 7. spiralis.
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Figura 13 Comparacion del efecto protector del AST y del inmundgeno de
45 kDa en ratas Nut y DN ambas infectadas ¢ inmunizadss.
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Con 1a realizacion de la téenica de D/A se demostrd diferencia en la morfologia que
presentaron las L1, dependiendé del tratamiento utilizado.

Figura 14 Se observa mediante la técnica de D/A en tejido de
ratas tratadas con Nut e infectadas, a las LI con su
estructura morfoldgica propia de la 7. spiralis,
observados a 400X.

Figura 15 Con la técnica de D/A se observo en tejido de ratas
tratadas con DN mfectados, el inicio de la pérdida en
espiral propia de la LI. observados a 400X



Figura 16 A y B con la técnica de D/A en el tratamiento de Nut mmunizados con
AST e infeccion, muestra perdida de la forma en espiral la LI e inicia
salida de material de la L1
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Figura 17A y B con técnica de D/A de tejido de las rmatas tratadas con DN
inmunuizadas con AST e infectadas, se observo el inicio de la pérdida
de su forma caracteristicas en espiral de las 7. spiralis



Figura 18 A y B En la D/A del tratamiento nutrido ¢ inmunizado con inmundgeno
de 45 kDa e infeccién, no se observo presencia de la LI de T. spiralis, solo
se encontro fragmentos de ella.

Figura 19 A y B Al utilizar la técnica de D/A en los tejidos de ratas tratadas con DN e
inmunizacion con inmundgeno de 45 kDa e infeccion, se observo ausencia
de 1a morfologia caracteristica de las L1, encontrando a las LI de 7. spiralis
deshidratadas
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Para determinar la presencia de Ab anti- 7. spiralis se realizé las técnicas de WB e
IFL.

En la tabla VII, se presentan los resultados obtenidos con la técnica del WB
utilizando una difucién de 1:1000. En los resultados se observa que los sueros de los
grupos de animales Nut y DN sin infeccién presentan una respuesta negativa, mientras
en sueros de los grupos de Nut y DN infectados los resultados fueron positivos tanto en
los tratamientos post-inmunizacion como al sacrificio. Asi mismo, en los grupos tratados
con inmunizacion de AST, presentaron Ab tanto post- inmunizacion como al sacrificio.
Para los grupos inmunizados con el inmundgeno de 45 kDa, solamente 4 animales
presentaron €l bandeo del triplete caracteristico para 7. spiralis post-inmunizados,
mientras que al sacrificio en todo el grupo de ratas se detectd el bandeo caracteristico

Ab anti —T. spiralis.

Tabla VII
Resultados del WB

Tratamientos Post-inmunizacién Sacrificio

=

Nut Control negativo - -

DN Control negativo - -

Nut Infeccién positivo 4 +
DN Infeccién positivo " - +
Nut + AST Infeccion # + J 3
DN + AST Infeccidon + ; &
Nut +45kDaInfeccion " ) '

(43, 45, 48 kDa)

DN + 45kDa Infeccion - +
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Rata inmunizados ¢ infeotados con T. spiralss
al ssenficio Suero de ratas Nut inmimizedes
Suero do ratas Nul inmuniradas con AST con AST

- + +) -

2y Skha

Figura 20 En el WB de muestra de suero de ratas Nut e mmumizadas con AST se
observan las bandas caracteristicas de T. spirafis, de igual forma en el
WB con muesta de suero de rata inmunizados e infectados con
T. spiralis al sacrificio se observa el bandeo caracteristico para
T spiralis.

Suerc de ratas imunizadas con 45 kDa

Figura 21 En el WB de muestra de suero de rata Nut e mmumizadas con 45kDa
solo se observan las bandas caracteristicas del tniplete 42, 45 y 48 kDa
de 7. spiralis en cuatro muestras, de igual forma en el WB con muestra
de suero de rata inmunizados e mfectados con 7. sprrafis al sacrificio se
observa el bandeo caracteristico para T. spiralis.
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Con la tecnica de IF1 por microscopia confocal, con diluciones de 1. 100 en sueros de

ratas con diterentes tratamientos, Nut, DN, inmumzadas € mteccion, se obtuvieron los

resujtados mostrados en las figuras 22 y 23.

Figura 22 iInmunofluorescencia de ratas nutnidas y desnutridas empleando la técnica IFL.
En fa técnica de IF1 de ios sueros de ratas Nut (A) y DN sin infeccién (B), se
observd resultados negativos, no presentando fluorescencia (A y B),
solamente presentaron inmunofluorescencia inespecifica propia del parésito.
En la imagen correspondiente a los sueros de animales Nut infectados
fueron positivos (C) haciéndose evidente el reconocimiento Ag-Ab (anti
1gG), expresado mediante la intensa fluorescencia en 1a superficie (cuticulz)
de Ia larva de T. spiralis. En la muestm de sueros de animales DN
infectados (D) mostraron una reaccién positiva y de manera similar se
observé reconocimiento Ag-Ab, expresado por 18 fluorescencia en Ia
superficie (cuticula) de la larva de 7. spiralis (10X)

Figura 23 Inmunofluorescencia de ratas nutridas y desnutridas e inmunizadas.
Empleando 1a técnica de IFL, en la imagen A se observa la reaccion
de los sueros de matas Nut inmunizados con AST mas
infeccién, en ia cual es evidente 1a presencia de Ab, expresado por la
fluorescencia en la superficie de LI y en interior de ella (cavidad
celomica); en la imagen B correspondiente a los sueros de animales
DN mmunizados con AST mas infeccién se observaron los
esticocitos de la L1 y la presencia de Ab; en la imagen C
comrespondiente a sueros de mtas Nut inmunizadas con el
inmunogeno de 45 kDa mas infeccién se observo el reconocimiento
Ag-Ab, haciéndose presente la fluorescencia en la superficie de la L1
En compamcion con sueros de animales DN inmunizados con
inmunogeno de 45 kDa mas infeccion (D) se detecté union Ab
antt T spiralis a trivés de la fluorescencia tenue (10X). 0



Con el proposito de observar y evaluar la implantacion de las LI en tejyido muscular
de rata se empled la técnica de hematoxilina-cosina, en las imagenes observadas al
miCroscopic  Optico es evidente la presencia de polimorfonucleares (pn) como se
observa en las figuras 24, 25, 26, 27 y 29, excepto en la figura 28 1a cual corresponde a
muestra de tejido de ratas Nut inmunizadas con inmundgeno de 45 kDa e infeccidn. Los
resultados obtenidos se observan en la figum y 28. Tambiéa es evidente en todas las
imagenes la presencia de la LI dentro de su célula nodsiza

Figura 24 Corte transversal correspondiente a muestras de tejido muscular de ratas
Nut e infectadas las cuales se tifieron con la técaica de hematoxilina y
eosina, en las cuales se observo la presencia de polimorfonucleares (pn)
y al sitio de impiantacion de la LI y su céluia nodnza como se observa
tanto en la imagen A , By C. La imagen D corresponde al recuadro
marcado en C, en donde se observa un acercamiento de la
caracteristica de implaatacida de {a T spiralis.
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Figura 25 Corte transversal correspondiente a muestras de tejido muscular de
ratas DN e infectadas las cuales se tifieron con la técnica de
hematoxilina y eosina, en ias cuales se observé la presencia de
polimorfonucleares (pn) rodeando a la célula nodriza en el sitio de
implantacion de la LI de T. spiralis (A), en las imagenes B y C se
observa la presencia de abundantes polimorfonucieares (pn).

e -

Figura 26 Corte transversal de muisculo estriado de ratas Nut inmunizadas con
AST e infeccion, en las cuales s¢ observd la presencia de
polimorfonucleares (pn) en el sitio de implantacion de la L1, también
se observo pérdida de la anatomia morfologica de la célula nodriza
(recuadro en imagen B) por otra parte también se vio alterada a
implantacion de L1 En las imagenes B, C y D es muy evidente \a
pérdida de 1a LI de T. spiralis. En la imagen C es muv evidente la
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Figura 27 En tejido muscular de ratas DN inmunizadas con AST e infeccion, se
observé 1a pérdida total de la anatomia morfologia e implantacién de LI,
la célula nodriza se observd con mwodificaciones y el tejido adyacente
perdi6 su morfologia, en B se muestra la imagen ampliada del recuadro
en A.

NS L

Figura 28 En tejido muscular de ratas Nut
inmunizadas con inmunégeno de
45 kDa e infeccion, presenta
pérdida total de la LL el tejido
muscular se ve afectado.
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\ —— 100X | ol T e 1060NEY
Figura 29 En tejido muscular de ratas DN inmun con inmunogeno de 45 kDa
e infeccidn, se observé la pérdida de la morfologia de la implantacion de

LL asi mismo se observé la célula nodriza con modificacién importantes,

en B es evidente la presencia de polimorfonucieares (pn) infiltrados en la

regidn que corresponderia a fa célula nodriza.
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8. DISCUSION

En el presente estudio se obtuvieron los resultados del analisis de varianza para
efecto de la relacién de peso y talla significativa con un P < 0.01, en el grupo de
animales Nut y DN y entre ellos. Se observé que fue significativo con una P < 0.01 a
través del periodo de estudio. Los resultados obtenidos muestran que la relacién relativa
de las ratas controles, infectadas, tratadas con AST y antigeno de 45 kDa, fue menor el
peso de las ratas DN que las Nut, de manera similar ocurre en la talla de las ratas DN al
ser comparadas con las Nut siendo menor en los diferentes tratamientos, estos datos

concuerdan con los resultados obtenidos por Maldonado et al., 2007,

Laos resultados obtenidos al aplicar la técnica de albimina/globulina, las ratas
tratadas con Nut sin infeccién presentaron menor concentracion de proteina totales (PT),
albiimina (Alb) y globulina (GL) de 7.3g/dl, 2.86 g/dl vy 4.19 g/dl respectivamente,
mientras que en las ratas Nut infectadas se obtuvieron la mayor concentracion de PT, y
de GL de 9.54 g/dl y 6.18 g/dl respectivamente, mientras que la Alb fue menor
obteniéndose 3.35 g/dl. En los tratamientos de Nut e inmunizadas con AST e infectadas
se obtuvieron 843 g/dl de PT, 3.33 g /dl de Alb y 5.1 g/dl de GL. Mientras que el
tratamiento con Nut e inmunizadas con el inmunégeno de 45 kDa e Infectadas,
obtuvieron 8.12 g/dl de PT, de Alb 3.49 g/dl y 4.66 g/dl de GL. Por lo que se observé
que en las ratas Nut se obtuvo menor cantidad de PT, Alb y GL en comparacién con
todos los tratamientos (tabla V). Los resultados de los tratamientos de las ratas DN sin
infeccién presentaron una menor concentracion de PT, y de GL. (5.39 g/dl, y 2.37 g/dl
respectivamente) y en la Alb de 3.04 g/dl, en las ratas tratadas con DNI (desnutricion e
infeccion) se obtuvo 6.46 g/dl de PT, 2.91 Alb. y 4.5 g/dl GL, mientras que los
DNASTI (desnutridos inmunizados con AST ¢ infectados) se obtuvo 6.39 g/dl de PT,
3.23 g /dl de Alb y 3. 15 g/dl de GL. En las ratas tratadas con DN45I (desnutridas-
inmunizadas con inmunogeno de 45 kDa) se obtuvo 6.67 g/dl de PT, de Alb 3.26 g/dl y

3.89 g/dl de GL. Los datos anteriores son el resultado de tres eventos independientes por
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triplicado, los cuales se observan en las figuras 5 y 6 y en las tablas V y VI, cabe
recalcar que estos resultados es necesario que se vuelvan a corroborar por otros grupos
de investigacién, ya que de momento es imposible compararlo debido a la ausencia de
antecedentes para este tipo de trabajos realizados en ratas, ya que en humanos si esta
reportado la relacién que guarda la concentracién de proteinas totales en proporcion a la

presencia de albdmina y globulina, tal como lo ha reportado Vega FL. 1999,

Con las técnicas de compresion de tejidos, hematoxilina y eosina, se observo en el
grupo Nut inmunizado con AST la ausencia de la célula nodriza de la L1, de manera
stmilar se comport6 el grupo ratas DN, tal como se observa en las figuras 9, 10, 11, 12,

26, 27 28 y 29, estos resultados son semejantes a los reportados por Moreno et al., 1996.

En las ratas tratadas Nut e inmunizadas con el inmundgeno de 45 kDa Nut no se
presentd la LI, tal como se observa en las figuras 11, 18 y 28, mientras que en el grupo
de ratas DN se observo poca cantidad de ella, tal como se observa en las figuras 12, 19 y
29. Estos resultados concuerdan parcialmente por los reportados por Maldonado et al.,
2007.

En los resultados obtenidos con la técnica de D/A (digestion artificial) se observé que
en los grupos controles de ratas Nut y DN sin infeccién, no presentaron LI, mientras que
en los grupos de ratas Nut Infectadas se recolectaron 200 pl de L1 y en el grupo de ratas
DN infectadas se recolectaron 400 ul de LI, tal como se observa en la figura 13, estos
datos son concordantes con los obtenidos por Reveles et al., 2000 y por Moreno ef al.,
1994 y 1996.

De acuerdo con los resultados reportados con Reveles e al., 2000, con respecto a la
implantacion de la LI con la utilizacion del AST en murinos, nuestros resultados son
semejantes cuando empleamos ratas Nut inmunizadas con AST e infectadas de las
cuales se recolectd menor cantidad de LI en las ratas inmunizadas con AST comparadas

con las ratas no inmunizadas, tal como se observa en la figura 13.
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Para el tratamiento de ratas Nut inmunizadas con antigeno de 45 kDa mds infeccion
de T. spiralis, no present6 L1y en las ratas tratadas con DN si presenté LI modificadas
en su morfologia, estos resultados se aprecian en las figura 11, 13, 28 y 29. Estos
resultados hasta ahora representan un gran avance para ¢l estudio de la implantacion de
la LI, los cuales podrian representar un modelo de estudio para el disefio de vacunas anti

T. spiralis.

Con la técnica de WB en el grupo de AST, se observé la presencia de Ab post-
inmunizacion y al sacrificio (tabla VII, figura. 20), mientras que en el grupo inmunizado
con inmunogeno de 45 kDa cuatro animales fueron positivos pos-inmunizacion y al
sacrificio se detectd Ab anti —T. spiralis en todo el grupo de estudio como se observa en
la tabla VI1 y figura 21, estos datos concuerdan con los reportados por Reveles ef al .,
2000 y por Moreno G., 1994. Los resultados del presente estudio demostraron que el
inmunégeno de 45 kDa en ratas DN y Nut disminuyé la carga parasitaria, lo cual se
comprobé con las técnicas de D/A, H/E y con la técnica de compresion de tejidos. Por la
técnica de WB se detecto el bandeo del triplete caracteristico de T. spiralis en los grupos
inmunizados, presentando la reaccién de Ag-Ab, dando proteccién tanto a las ratas Nut
como DN que fueron tratadas con el inmunégeno de 45 kDa. Estos resultados son una
gran aportacion al estudio de T. spiralis en modelo murino Nut y DN, debido que hasta
el momento no existe literatura que trate de estudios con el inmunodgeno de 45 kDa, y
esta informacion podria servir de base para realizar investigacion empleando otros

modelos animales involucradas en ¢l ciclo de vida de 7. spiralis.

Trichinella spiralis posee caracteristicas particulares inmunolégicas, por lo que s¢
le ha dedicado especial atencion a la caracterizacion de los antigenos de la LI, la cual
participa activamente en la induccién de inmunidad protectora. Estos componentes
pertenecen a dos compartimentos del parasito, el esticosoma (6rgano secretor) y la

cuticula (superficie del parasito) reportados por Takahashi er al., 1990.

Con la técnica de IFI con microscopia confocal los resultados obtenidos en el grupo
de ratas inmunizadas con AST, presentd Ab post- inmunizacién al sacrificio en sueros

de ratas Nut y DN, la fluorescencia se presento en la superficie de la LI y en el interior
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de ella (fig. 22), por otra parte en el grupo inmunizado con el inmundgeno de 45 kDa en
el grupo Nut y DN la fluorescencia estuvo presente tanto en animales post-inmunizados
como al sacrificio, detectando asi Ab anti —T. spiralis expresados por la fluorescencia en

sueros de ratas DN, tal como se aprecia en la figura 23.

Despommier et al, 1991, Demostraron que los esticositos de los cinco grupos,
contienen granulos, los cuales contiene cuatro diferentes antigenos definidos por
técnicas de inmunodifusiéon doble. Posteriormente en estudios se observaron los
antigenos mayores de los granulos de esticocitos con peso molecular de 43, 48 y 50/55
kDa, el aﬁtl’geno de 43 kDa se le relaciona con la formacion de la célula nodriza, por lo
que con los resultados del presente estudio se pudo comprobar que el inmundgeno de 45
kDa si se relaciona con la formacion de la célula nodriza, ya que en los animales tratados

con el inmundgeno carecian de célula nodriza (véase figura 29).

Moreno, G., 1994. En un estudio en ratones inmunizados con el antigeno de 48 kDa,
indicé que disminuy6 la cantidad de LI en miisculo comparandolo con el AST, aunque ¢l
inmunégeno de 48 kDa pierde actividad inmunogénica, comparado con el AST; esto se
puede deber a que el antigeno de 48 kDa pertenece al 1% de las proteinas del AST. En el
presente estudio se utilizd el inmunogeno de 45 kDa con el cual se obtuvo la
disminucion de carga parasitaria de LI en misculo de rata tanto en ratas DN como en las
ratas Nut. Al comparar ¢stos resultados con los obtenidos con el AST el inmundgeno de
45 kDa presenta una mayor actividad inmunoprotectora (véase fig. 13) al no perder
actividad inmunolégica, como sucede con el antigeno de 48 kDa, por lo que se le

considerd como mejor inmunoprotector.

En modelo experimental murino se han realizado estudios de la respuesta especifica,
de los antigenos con pesos molecular de 43, 45 y 48 kDa, los cuales aumentan la
vascularizacion, acumulo de grasa y polimorfonucleares, los cuales producen alteracion
en la morfologia de la célula nodriza. En los animales inoculados con los antigenos de
43, 45 y 48 kDa, disminuy6 la masa muscular, en animales infectados con 7. spiralis y

aumentd la respuesta inmune a 7. spiralis, modificando la célula nodriza (Gold y
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Despommier, 1997; Moreno ef al., 1996b). En los resultados obtenidos en este trabajo
al analizar los cortes de tejido muscular, no presenté acumulos de grasa, pero si presentéd
aumento de vascularizacién y desaparecio la célula nodriza al aplicar el inmunégeno de
45 kDa en animales nutridos y en los desnutridos se aprecié la L1 modificada solamente
en su estructura morfolégica, sin embargo se mantuvo presente en el tejido, pero en
menor cantidad con respeto a los infectados sin inmunizacion, lo cual s un indicio de
que ain en las ratas desnutridas si se desperté la respuesta inmune, comprobando asi lo
postulado en la hipdtesis de este trabajo. Gold y Despommier, 1997 indicaron que en
animales a los que se les aplican antigenos con pesos moleculares de 43,45 y 48 kDa es
caracteristica la disminucion de la masa muscular y la modificacién de la respuesta
inmune, ya que esta Ultima se aumenta o se potencializa debido al triplete antes
mencionado en animales infectados con 7. spiralis, en los cuales aumenta la respuesta
inmune a T. spiralis y medifica la célula nodriza. El presente trabajo concuerda con
estos autores en la modificacién que sufre la célula nodriza cuando se aplico el
inmunégeno de 45 kDa tanto en animales nutridos como en desnutridos (véase figuras
28 v 29).

Moreno et al., 1996b; demostraron que los antigenos de T spiralis son reconocidos
por anticuerpos de tipo IgG del huésped que reaccionan con el esticosoma, los
anticuerpos IgM reaccionan con la cuticula del parasito, mientras que los anticuerpos de
[gA reaccionan con antigenos de superficie corporal de la larva, dando pesos
moleculares de 96, 67, 63, 55, 47 y 43 kDa. En el presente estudio mediante la técnica
de IFT se pudo demostrar que al aplicar el inmundgeno de 45 kDa en animales nutridos
como en desnutridos se observo la union de antigeno anticuerpo en la superficie de la L1
(véase figura 22). Sin embargo con la técnica de hematoxilina y ¢osina se observé la
disminucién o eliminacién del parasito al uwtilizar el inmundgeno de 45 kDa, en el
musculo (figura 28), por lo cual se consideré que el inmundgeno jugd un papel
protector contra la infeccion por T. spiralis, estos resultados concuerdan con los

obtenidos por Moreno et al., 1996.
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Existen estudios sobre la. Ilégada de la LRN (larva recién nacida) a misculo y su
enquistamiento de la LI donde evade la respuesta inmune del huésped, no existe
‘tratamiento alternativo para remover las LI, por lo cual Reveles et al., 2000a, realizaron
estudios sobre la inmunoterapia utilizando AST, con el que se obtuvo un efecto sobre la
respuesta inmune en contra de la T. spiralis, donde mejoraba el estado fisico del animal
estableciendo un campo de estudio en el tratamiento de la parasitosis. Al utilizar la
inmunizacion con AST aumentaron 10 g de peso promedio los animales. En la técnica
de WB se detectd la presencia de 5 bandas que tenian peso molecular de 33, 43, 45,48 y
67 kDa al inicio de la infeccién. Posterior a la inmunoterapia sélo se encontraron 3
bandas inmunogénicas con pesos moleculares de 43, 45 y 48 kDa. En esta parte se
coincide con los resultados del WB del presente trabajo, donde se detectd el triplete
‘caracteristico de 7. spiralis de 43, 45 y 48 kDa en las ratas inmunizadas con el
inmunégeno de 45 kDa (figura 21). Por otra parte las ratas tratadas con inmunizacion de
AST no se les observé aumento de peso, pero presentaron las 7 bandas de la 7. spiralis
Fig. 20) por lo que no coincide con los primeros resultados mencionados por Reveles et
al., 2000b.
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9. CONCLUSION Y SUGERENCIAS

El presente trabajo concluye que el objetivo general se cumplid al evaluar el efecto
protector del inmunégeno de 45 kDa en la infeccion por 7. spiralis en ratas Long Evans

nutridas y desnutridas.

Se concluyd que el AST obtuvo disminucién de la carga parasitaria, presentando
proteccion inmunoldgica, ademas presentd modificacion de la célula nodriza. Mientras
que para el tratamiento de la inmunizacion con el inmunégeno de 45 kDa obtuvo una
excelente proteccion tanto en las ratas Nut como DN, demostrdndose con la ausencia de
la LI en ratas Nutridas inmunizadas, como con la disminucion de la implantacion de la
LI en las ratas DN.

Dentro de los cinco objetivos particulares que se plantearon para el estudio, todos se
realizaron satisfactoriamente, estableciendo los grupos de animales desnutrides y
nutridos, ¢ infectados (controles), se evalué el efecto protector del AST en ratas Long
Evans desnutridas y nutridas, comparando la respuesta inmunoldgica inducida por el
AST y el antigeno de 45 kDa en ratas Long Evans, desnutridas y nutridas ¢ inmunizadas,
se evalué el efecto protector del inmundgeno de 45 kDa en ratas Long Evans desnutridas

y nutridas.

Por ultimo nuestra hipdtesis se acepta ya que se confirmé que ¢l inmunégeno de 45
kDa, tiene efecto protector contra 7. spiralis ain en animales desnutridos; por lo que se

acepta la hipatesis nula.

Es importante sefialar que existe una respuesta inmune mds eficaz en animales

nutridos que en desnutridos.
La sugerencia que se desprende de los resultados del presente estudio, es iniciar la

confirmacion de estos datos en los cerdos ya que es el principal huésped transmisor de

esta parasitosis en el hombre
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Resumen

En el presente trabajo se presenta una breve
descripcién de la importancia de |la
inmunizacidn, como han evolucionado las

vacunas en cuanto a su generacion y la
importancia de su manejo para obtener un
efecto adecuado,

Palabras claves: Inmunizacion, Vacunas.

Summary

In The next job is presented a few description
of the importance of the immunization, about
how have been developing the vaccines

referring to it's and the

importance

generation

Key words: Immunization, Vaccines.

INTRODUCCION

El humano se dio cuenta de la necesidad de protegerse contra enfermedades infecciosas.
Al observar personas que posterior al haber padecido una patologia no volvia a enfermar
de ese padecimiento 0 si lo hacian era menos agresiva, y no les causaba la muerte (8).

En la actualidad se ha observado que la interaccion entre el hombre y los microorganismos
se deterioran cada dia mas debido a la elevada morbilidad por enfermedades infecciosas.
Hoy en dia no existen vacunas para todas las enfermedades, ninguna es completamente
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inocua. Los esquemas basicos da inmunizacicn se elabcran de acuerdo al tipo de:
inmunégencs, potlacién, epidemiologia de las principa.es enfermedades infecciosas (2).

LAS VACUNAS

Son cualquier sustancia viva o muerta, de tipo protdicas, carbchidratos etc. las que son
capas de inducir una respuesta inmune protectora y duradera, frente al agente extrano
virulento, sin producir efectos secundarics hacia el organismo. Se basa en la memoria del
sistema inmune, en la que se da una respuesta adquirida, humoral y celular, se denomina
inmunizacion activa (5).

TIPOS DE INMUNIZACION

» Pasiva: se administra anticuerpas séricos, protectores a un individuo susceptible a
la infeccion, lo que proporciona una proteccion temporal por semanas © meses.

= Activa: es proporcionada por las vacunas, que se administran una parte o todo un
antigeno  del microorganismo, lo que produce una respuesta inmunoldgica
semejante a la de la enfermedad natural y proporciona proteccion duradera (2).

ANTECEDENTES DE LAS VACUNAS

La realizo Edward Jenner (1749-1823), en 1796 frente a la viruela humana. El observo en
personas que habian sufrido viruela vacuna no padecian la viruela humana, por lo que
realizé un preparado, con las vesiculas de vacas infectadas, inoculandolo a personas
sanas, esta los protegia frente a la viruela humana.

Utilizd microorganismos heterdlogos, de virus vacuno para prevenir la enfermedad en el
hombre, modificado su virulencia, o in activacion total, denomindndose Vacuna
inactivada. Posteriormente Louis Pasteur (1822-1895), demostrd que se podia inducir
inmunidad duradera, utilizando microorganismos homdlogos, estas vacunas se denominan
CONVENCIONALES, las que han tenido éxito en el control y lucha frente a un gran
numero de enfermedades tanto en animales como en humanos ayudando al control de
enfermedades (7, 8).

El mecanismo inmunitaric de la vacunacion fue aclarado en 1957, cien afios después de
Pasteur. Por Frank Burnet (1899-1985) mediante la teoria de seleccién clonar, con el
descubrimiento en 1965 de los linfocitos T y B.

Los antigenos que componen una vacuna inducen respuesta primaria con estimulacion o
expansion clonal de linfocitos T y B memoria (células memaria). Capaz de inducir
RESPUESTA SECUNDARIA si los antigenos penetran nuevamente (3,7).

1.- VACUNAS ATENUADAS E INACTIVADAS

Las vacunas atenuadas y/o muertas han sido la base inmunoloégica principal para el control
y erradicacion de la gran mayoria de las enfermedades infecciosas hasta nuestros dias.
Utilizan un agente infeccioso, vacunas monovaientes o varios vacunas polivalentes vivos y
homoélogos al que produce la enfermedad, pero cuya virulencia ha sido atenuada, de
manera que no produce ninguna lesion secundaria en el paciente, induce a la inmunidad
duradera frente al agente homologo virulento (3,7).

En la actualidad el sistema de atenuacién mas utilizado, se basa en la realizacién de un
gran numero de pases o replicaciones del virus o bacteria virulento en lineas celulares
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(virus) o medios de cultivo (bacterias), de tal manera que los microorganismos pierdan
virulencia, no preduzca ningdn tipo de lesién en el animal, pero siga teni=ndo la capacidad
de replicarse o multiplicarsa lo suficiente para que el sistema inmue peeda procesario (3,
Ty B

Desde los trabajos d Lcuis Pasteur hasta |la actualidad, han sido las vacunas que, frente a
diferentes enfermedades de origen bacteriano y virico, se han desarrollado utilizando
diferentes metodos, para atenuar la virulencia de los agentes infecciosos, seleccionando
cepas no virulentas, la in activacién total de los mismaos, para la produccién de vacunas
muertas.

Las vacunas vivas atenuadas inducen una respuesta inmune superior a las vacunas
inactivadas o muertas, en el caso de los virus, se debe al infectar las células huésped se
inducen tedos los mecanismos inmunitarios, de presentacion antigenica ligado a linfocitos
CD4+ y al HLA II, vy de activacion citotoxica ligados a linfocitos CD 8+ y el HLA I, asi
como la liberacién de diversas citocinas (7, 8).

2.- LA VACUNA MUERTA O INACTIVADA

Las vacunas muertas o inactivadas estdn formadas por el o los micro organismos
completos pero inactivados por método fisico 0 quimico. Se han producido a partir de
produttos de micro organismos bacterianos inactivados, como es el caso del tétanos con
notable exito. Presentan ventajas frente a las vacunas atenuadas, su estabilidad,
seguridad y conservacién. Sin embargo, suelen inducir una respuesta inmunitaria menor
que las vacunas atenuadas, fundamentalmente son ligadas a linfocitos CD 4+ con
produccion de anticuerpos,

Los métodos para la in activacién de los antigenos vacunales utilizados en la actualidad, se
basan en tratamientos quimicos o fisicos que no producen modificaciones en las proteinas
que puedan alterar la respuesta inmune. Los mas utilizados son: formaldehido y agentes
quelantes (oxido de etileno, propiolactona, etilenoimina, etc). Estos agentes, producen
uniones cruzadas en las cadenas de los acidos nucleicos, inactivando al microorganismo
pero no alterando sus proteinas, beta-propiolactona, permite hidrolisis en horas, produce
productos atoxicos, estas vacunas son seguras al no ser infecciosas no virulentas, pero se
debe aplicar en gran cantidad y multiples dosis para producir respuesta inmune (2, 5, 8).

DESVENTAJAS DE VACUNAS IN-ACTIVADAS MUERTAS

Atenuadas

a) no son estables

b) pueda revertir a las formas virulentas

¢) La estabilidad de la atenuacion es el factor més critico en estas vacunas

Muerta o Inactivada
3) induce respuesta inmunitaria menor que las vacunas atenuadas
b) fundamentalmente ligada a linfocitos CD 4+ con produccion de anticuerpos.

Las vacunas convencionales, inactivadas y atenuadas necesitan mantenerse en
temperaturas de refrigeracion de 2 a 89C. Estos requerimiento impiden algunas
ocasiones, en paises del tercer mundo 0 en zonas poco desarrolladas, para que las
vacunas se mantengan en buen estado antes de ser utilizadas haciéndolas menos
efectivas. Ya que al estar formada por microorganismos vivos modificados (atenuados),
necesitan mantenerse en cadena frio permanentemente, para evitar que el
microorganismo muera parcial o totalmente,
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PROBLE1A+S QUE PRESENTAN LAS VACUNAS CONVENCIONALES

a) IMPCSIBILIDAD DE DIFERENCIAR PACIENTES VACUNADOS DE ENFERMOS: es el
principa!l problema de las vacunas convencicnales. Debido a gme las vacunas
convencionales estan formadas por virus ¢ bacterias completos {atenuados o nactivados),
el sistema inmune detecta los antigenos igual que cuando se produce una infeccidn, dando
como respuesta la misma.

b) DIFICULTAD PARA. CONSEGUIR UNA VACUNA EFICAZ PARA TODAS LAS
ENFERMEDADES.

Estos problemas han sida resueltos con las nuevas tecnologias, la produccion de vacunas
de nueva generacion

INSEGURIDAD DE LA VACUNA
a) La posible reversion a la virulencia de las vacunas vivas
b) La estabilidad de atenuacién es el factor mas critico en estas vacunas.

b) Fallos en la total in activacién de las vacunas inactivadas.

¢) Contaminaciones con agentes bacterianos o virales no detectados.

d) En algunas ocasiones se pueden contaminar las lineas celulares de la preparacion del
inéculo de la vacuna con el virus que no producen efecto citopatico, que se replica en
paralelo con el virus vacunal,

El control de calidad y seguridad de los diferentes lotes de vacunas deben detectar estos
problemas, no siempre posibles.

EFECTOS SECUNDARIOQOS.

Debido a la vacunacién con vacunas convencionales. Generalmente se producen a nivel
local inflamacion o edema en el punto de inoculacion. Puede o no aparecer fiebre,
infrecuentemente reacciones de hipersensibilidad o de inmunosupresién pasajera (2). En
algunos nifios son importantes las reacciones adversas como sistémicas y alérgicas (8).

LOS ADYUVANTES

Son importantes para aumentar {a inmunogenicidad de las vacunas inactivadas, de
proteinas purificadas, péptidos sintéticos, vacunas conjugadas no son fuertemente
inmunogénicas por si solas. Los adyuvantes son sustancias que potencializan la respuesta
inmunolégica, requiriendo menor cantidad de antigenos y dosis. La mayoria de los
adyuvantes actilan sobre las células presentadoras de antigeno (3, 2). Estos actuan
favoreciendo la presentacidon de antigenos al sistema inmune, mediante el secuestro de los
antigenos vacunales, la posterior liberacion lenta y prolongada, asi como produciendo una
ligera inflamacion, activando la atraccion de las celulas presentadoras, favoreciendo la
quimiotaxis.

Los adyuvantes utilizados son sales de aluminio (hidréoxido de aluminic o fosfato de
aluminio), cuando se unen al antigeno e inoculan en un animal producen un ligero
granuioma favoreciendo la lenta eliminacion del antigeno (estimulaciéon antigénica mas
duradera), atraccién de las células presentadoras, aumenta la capacidad de respuesta
inmune (5).

Otras formas de adyuvantes, se mezclan con el antigeno en emulsién de agua y aceites
minerales, conocida como adyuvante incompleto de Freund (el adyuvante completo
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ademas astd compuesto por Mycobacterium tuberculoso mruerto). Inducendo una reaccién
inflamatoria con atraccion de celulas presentadoras (8).

3.- VACUMAS DE NUEVA GENTRACION

Gracias a los avances en el cenocimiento de la respuesta inmune y técnicas de biologia
molecular, han permitido identficar, agentes Iinfecciosos, proteinas de interés
inmunalogico, expresarlas y amplificando y eiiminando aquellas que no presentan interes
inmunoldgico y eliminar la porcidon que causa !la enfermedad.

Una posibilidad que brinda la ingenieria genética es la eliminacion de genes que expresan
proteinas relacionadas con la virulencia, consiguiendo cepas atenuadas. Igualmente se
pueden incorporar distintos genes de diferentes microorganismos en uno solo que actlua
como vector.

Gracias a la biologia molecular se ha podido avanzar en el conocimiento de los diferentes
genes que componen los microorganismos y las proteinas que codifican. De esta manera
se ha podido modificar la estructura gendémica de algunos microorganismos, eliminando
genes que codifican proteinas ligadas a la virulencia, consiguiendo cepas atenuadas de
manera estable y segura.

Son proteinas de un agente infeccioso capas de inducir respuesta inmune protectora de
forma semejante a la que induciria el agente infeccioso complete con posibilidad de
incorporar:

1. secuencias de otros antigenos, puede aumentar la estimulacion de linfocitos By T.
2. e incluso la liberacidn de citocinas. De esta manera se podria mejorar la
presentacion de los antigenos al sistema inmune (8, 7, 3).

4.- VACUNAS RECOMBINANTES VIVAS

Las vacunas recombinantes vivas son basadas en la utilizacion de microorganismo (virus o
bacteria) que actdan como vector para expresar genes de otro microorganismo diferente.
Este nuevo microorganismo recombinante, puede utilizarse como vacuna.

El microorganismo que se utiliza frecuentemente como vector de la expresion es el virus
de la vacuna ("vaccinia"), debido a su genoma amplio y estudiado 10 cual permite insertar
genes extrainos sin alterar su maquinaria replicativa. El inconveniente de este vector es
que al ser un virus capaz de infectar a la mayoria de las especies animales, incluso al
hombre, se obtendria una vacuna viva no especifica de especie por tanto susceptible de
inmunizar a cualquier animal.

Una de las ultimas vacunas OBTENIDAS, no utiliza el virus vaccinia, ha sido la de
Mixomatosis y la de Enfermedad virica hemorragica del conejo. Esta vacuna, ha utilizado el
virus de la mixomatosis como vector sobre el que se ha insertado el gen de la proteina VP
60 del virus, para mejorar la expresién de citocinas (8).

5.- VACUNAS DE ADN

En la actualidad se estd estudiando la posibilidad de utilizar directamente una fraccion de
ADN purificado que contenga el gen de la proteina capaz de inducir una respuesta inmune
protectiva.

Esta fraccion de ADN se inserta en un plasmido, que hace de vector, Las células animales
captan estos plasmidos, mediante procesos todavia no bien entendidos, incorporandolos
en el nucleo celular, permitiendo la expresién del gen fordneo y produccién de la
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correspondiente proteina. tsta proteina, se expresa en la superficie de la célula o es
liberada asfa al medio, por lo que 2 sistama inmune la puede reconccer en su forma
nativa, de la misma maner: Jue durante una infeccién natural con el agente completo,
induciendo una excelente respuesta irmune (2, 8, 4).

6.- VACUNAS ANTIDIOTIPO

Destacan a nivel experimental, Estas vacunas se basan en el reconocimiento de las
estructuras en reaccion antigeno anticuerpo. Cuando un animal es inoculado con un
determinado antigeno se produce una respuesta humoral. Es otra forma de inducir
inmunidad, en un momento detarminado, con fines curativos mas que preventivos

Las inmunoglobulinas que se inducen presentan, en &} sitio de union en el Gltimo parrafo
(idiotipo) de la regién variable, la estructura inversa del epitope inductor de la reaccién. Si
inoculdramos esos sitios de unidn a otro animal, se producirian anticuerpos frente a esas
estructuras, que serian también complementarias (anticuerpos antidiotipa).

Los anticuerpos inducidos contra el idiotipo (antidiotipo) tendrian la misma estructura que
el antigeno original por tanto servirian como antigenos para inmunizar frente al primer
antigeno que inicio la cadena. Los anticuerpos antidiotipo pueden ser anticuerpos
policlonales o anticuerpos monoclonales, ser utilizados como vacunas, especialmente en
aquelios casos en los que es muy dificil obtener las proteinas o codificar los genes
correspondientes a las proteinas de interés inmunologico (7, 4).

Redes idiotipicas

Consideremos las inmunoglobulinas como aute-antigenos. En las primeras fases de vida,
se induce la tolerancia en porciones constantes (Fc) porque globalmente existen en
grandes concentraciones, nec se induce tolerancia frente a los idiotipos, (residentes en Ia
parte variable de Fab) porque cada uno de ellos esta presente en muy pequenas
cantidades: esta es la razon por la que las inmunoglobulinas son inmunogénicas en el
mismo individuo, el papel real de la red idiotipica en el control normal del sistema inmune
aln no estad claro del todo, estando sujeto a debates, de que algunos anticuerpos anti-
idiotipicos reconoceran al paratopo del anticuerpo, por lo tanto, son como la imagen
interna que tiene el organismo del epitopo del antigeno exdgeno. Esta imagen interna
podria servir para seguir activando al sistema inmune aun cuando hubiera desaparecido el
antigeno exdgeno que desencadend la respuesta, asegurando expansion clonal y células
de memoria.

Ejemplos de vacunas basadas en anti-idiotipos que se han usado con éxito
experimentaimente en animales de laboratorio: Newcastle, Sendai, reovirus, virus de la
rabia, hepatitis B, citomegalovirus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Streptococcus
pneumoniae, Schystosoma mansoni, Trypanosoma rhodiense

Se han hecho intentos de vacunas anti-idiotipicas frente al VIH (virus del sida), a base de
anti-Id hacia anticuerpos anti-CD4. Aunque el anti-Id es capaz de neutralizar al virus tanto
in vitro como in vivo, la incertidumbre sobre su capacidad de provocar respuestas
celulares ha hecho que no se empleen clinicamente.

Una linea interesante que se esta explorando en ratones es el uso de ciertos anti-Id como
vacunas neonatales capaces de superar el efecto inhibider de las IgG maternas (7, 4, 8)

TOLERANCIA

Inmunolégica es la ausencia especifica de respuesta inmune que se induce por la
exposicion previa a un antigeno (4, 1), ya sea propio o extrafio, inducida por el contacto
previo con dicho antigeno. La tolerancia se desarrolla de un modo natural, cuando un
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animal en desarrollo se vuelve incapaz de responder a sus propias moléculas
{autototolerancia). Cuando este sistama fala, se producen patologias por
autoinmunidad.

La tolerancia inducida experiimentalmente es un estado de ausencia de respuesta a un
antigeno que normalmente seria inmunogénico (4).

Existen tres tipos de tolerancia:

a) Tolerancia Inmunoldgica es la falta de respuesta de a un antigeno inducida por
la exposicién de linfocitos especificos a ese antigeno. La tolerancia a los
autoantigenos propiedad fundamental del sistema inmunitario normal, el fracaso
de autotolerancia origina enfermedades autoinmunitarias. Los antigenos pueden
administrarse de formas que induzcan tolerancia en lugar de inmunidad.

b) Tolerancia Central se induce en los 6rganos linfoides generadores cuando los
linfocitos inmaduros encuentran autoantigenos presentes en estos 6rganos.

c) Tolerancia Periférica se produce cuando los linfocitos maduros reconocen
autoantigenos en tejidos periféricos en condiciones determinadas.

Loes principales mecanismos de tolerancia son delusién (muerte celular apoptética, la
anergia (in activacién funcional) y supresién por céfulas T reguladoras (1).

7.- SUEROTERAPIA

Es otra forma de inducir inmunidad, en un momento determinado, con fines curativos mas
que preventivos, ya que la proteccion que confiere la suero terapia es de tiempo
relativamente corto. El suero es la parte fluida de la sangre obtenida tras la coagulacidn,
cuando se obtiene de un individuo inmunizado se denomina antisuero por que contiene Ac
especificos contra el Ag inmunizante, asi como el resto de las proteinas séricas. Los
antisueros contienen colecciones heterogéneas de Ac, todos ellos se unen al Ag empleado
para la inmunizacién, pero cada uno posee su propia estructura, su propio epitopo en el
antigeno y su propio conjunto de reacciones cruzadas. Esta heterogeneidad hace que cada
antisuero sea (nico (3).

Neutralizacion

Es un proceso de in activacidn que sucede mediante Ac¢ que inhiben la infectividad de un
virus o toxicidad de una molécula de toxina (3).

REQUISITOS PARA QUE UNA VACUNA SEA EFECTIVA

Varian segin sea la naturaleza del organismo que infecta. Para los organismos
extracelulares, los anticuerpos proporcionan el mecanismo adaptativo mas importante de
defensa, para el control de organismos intracelulares es esencial una respuesta efectiva de
linfocitos TCD8,

La vacunacion ideal proporciona defensa desde el momento en que entra el agente
infeccioso; estimulacién de la inmunidad en la mucosa es importante para la vacunacion
contra varios organismos que penetran a traves de las superficies de las mucosas.
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La inmunidad protectora efectiva contra zalgunos organismos necesita la presencia de
anticuerpos preexistentes en el momento de la exposicién a la infeccién. La respuesta
inmunitaria contra infecciones implica, anticuerpos dirigidos contra epitopos m!ltiples,
alguna de estos anticuerpos confieren proteccion. Los epitopes particularas reconocidos
por células T pueden afectar la naturaleza de la respuesta. Una vacuna efectiva debe
generar anticuerpos y cglulas T dirigidos contra los epitopos correctos del agente
infeccioso (3).

Caracteristicas que debe tener las Vacuna para que sea eficaz
1. Segura e inocua para el huésped
2.- Protectora, |a vacuna debe ser capaz de originar inmunidad

3.- Duradera (induce anticuerpos neutralizantes), utilizar microorganismos
heterologos, modificando su virulencia, o muertas

4.- Consideraciones practicas Econémica
Edad para la vacunacion

Primeros 2-3 meses de vida

Que el agente vacunal altamente efectivo sea aplicado o mas tempranamente posible
Que el numero de inoculaciones sea el adecuado para mayor eficacia.

Las re inmunizacion se realice dentro de los pericdos preestablecidos.

Complicaciones de las vacunaciones

Reacciones de hipersensibilidad.
Los Virus pueden producir alteraciones en [os tejidos originando encefalitis
Vasculitis por el toxoide tetédnico depositos Ag-Ac (3).

LOS ANTICUERPOS

Los anticuerpos circulantes reconocen los antigenos en el suero y liquidos titulares, Son
moléculas proteinicas que se presentan en los fluidos de un vertebrado después de
introducir un antigeno, al que destruyen o neutralizan, los cuales tienen estas
caracteristicas.

4 cadenas polipeptidicas

Porcién variable (Fab)

Sitio activo

Porcién constante (Fc)

Idiotipo actua como determinante antigénico (3).

LAS INMUNOGLOBULINAS (Igs)

Son un grupo de glucoproteinas presente en suero y liquidos titulares de todos los
mamiferos. Algunas se encuentran en la superficie de las células B, actian como
receptores de antigenos especificos. Otras Igs se encuentran libres en la sangre y linfa. Se
puede emplear como antigeno, es tratada como otra proteina extraia provocando
respuesta por anticuerpos., Las diferencias entre las regiones constantes es debido al
empleo de genes de regiones C diferentes en cadenas pesadas por un gen separado,
pueden producir en forma secretoria ¢ como receptores unidos a membrana se denominan
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ISCGTIPOS (todas las células B expresan inicialmente forma transmemtrana de IgM),
ALOTIPOS son las diferencias que existe en distintos alelos del mismo gen C, los
IDIOTIPOS son diferencias causadas por genes reordenaaos VH - VL (7, 6).

CLASIFICACION DE LOS ANTICUERPOS

IgG Es la Ig mas abundante en el suero humano normal, constituye el 70-75% de
Ig totales. La IgG es la Unica molécula tetracatenaria con un coeficiente de
sedimentacion de 75 y 146.000 Daltons de peso molecular, las 1gG se subdividen
en IgGl, IgG2, IgG3, IgG4. Se encuentran ampliamente distribuidas en
compartimentos intra y extravascular, son los predominantes en la respuesta
inmunitaria secundaria y los Unicos que presentan actividad frente a las toxinas.
Las 1gG procedentes de la madre confiere inmunidad al recién nacido durante los
primeros meses de vida esto es por que en el humano es capaz de atravesar la
placenta. En algunas especies como el cerdo no hay paso de 1gG, las IgA solo se
confieren por la leche que se absorben en el tracto gastrointestinal.

IgM Esta consta del 10% de las Ig totales. La molécula es un pentamero de la
estructura tetracatenaria basica. Cada cadena pesada tiene un PM de 65.000
daltons, y la molecula completa pesa 970.000 KDa, esta se encuentra en espacio
intravascular, es el anticuerpo que participa en mayor cantidad en la fases
tempranas de la respuesta inmunitaria.

IgA Constituyen el 15-20% de las Ig sérica humana. En lgs seres humanos, mas
del 80% de la IgA se encuentra en forma de monémero de la unidad, son
poliméricas en forma de dimeros, la Ig de las secreciones seromucosas como la
saliva, calostro, leche, secreciones traqueobronquiales y genitourinarios. La cual
es de dos subclases.

IgE Aunque el suero tiene poca cantidad, esta se encuentra en la superficie de los
basofilos y mastocitos de todos los individuos. Es una reaginina, desempena un
papel en la defensa frente a los helmintos y enfermedades alérgicas.

IgD Es la de menor concentracién 1% de las Ig plasmaticas totales, abundan en
las membranas de células B, no se sabe exactamente la funcién bioldgica, pero
puede ser que desempene un papel en la diferenciacién de linfocitos inducida por
los Antigenas. (7, 8, 6).

La Respuesta Inmune es la capacidad de mostrar complejos mecanismos, con reacciones
en cadena contra elementos considerados ajenos al organismo.

Propiedades de la Respuesta Inmune son:

1 ra. Inducida

2 da. Especifica

3 ra. Memoria

4 ta. Transferible (3, 7).

Inmundgenos: sustancias capaz de desencadenar una respuesta inmune.
Virus atenuados

Virus inactivados
Sub-unidades virales
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B. v'vas atenuadas

B. Enteras Inactivadas

Toxoides bacterianos
Polisacaridos bacterianos
Obtenidos por ingenieria genética
Pardsitos (3).

LOS ANTICUERPOS SE GENERA POR CUATRO PROCESOS:

La diversidad de los Ac es tratada por tres consecuencias del proceso de recombinacién
empleado para crear regiones variables (V) completas.

La propiedad de respuesta Transferible consiste en un proceso de mutacion que se
produce después que actua sobre el ADN reordenado las codificaciones de las regiones.

a) En primer Lugar: existe multiples copias diferentes de cada tipo de segmentos génicos
que forman la region V, puede utilizar diferentes combinaciones de segmentos de
recombinacion distintos. Ellos son responsable de la parte de la sustancias de la diversidad
de jas regiones V de la cadena pesada y ligera.

B) En segundo lugar: diversidad combinatoria se originan a partir del emparejamiento de
combinaciones distintas de regiones V de ambas cadenas para formar el sitio de unién de
los Ac.

Sola con estos dos medios de generacion de diversidad podria producir en teoria
aproximadamente 2.5x10 a la 10 molécula de anticuerpos diferentes.

C) En tercer lugar: en las uniones entre los diferentes segmentos geénicos se introduce
diversidad adicional como consecuencia de proceso de recombinacion

La hipermutacién somatica introduce mutaciones puntuales en los genes reordenados de la
region V. es el unico medio por el que da especificidad al antigeno de una Inmunoglobulina
puede alterarse después de que la recombinacian haya creado los genes funcionales de las
cadenas pesadas vy ligeras (3).

LOS ANTIGENOS (Ag)

Es cualguier molécula capaz de inducir la produccion de Ac especificos por parte de células
B. En la actualidad se utiliza en un sentido mas amplio y se aplica a cualquier molécula
que pueda ser reconocida especificamente por cualquiera de los elementos del sistema
inmunitario adaptativo ¢ ceélulas T, B o ambas. Sin embargo aunque tengan la capacidad
de unirse al Ac, algunos Ag nc son Inmundégenos esto quiere decir que no tienen la
propiedad inmunogénica ya que algunos Ag necesitan conjugarse con un inmundgeno para
lograrlo. Que introducidos en un huésped despierte en él una respuesta inmunoldgica,
presentando las siguientes caracteristicas.

Estructura
Accesibilidad
Digestibilidad

Los antigenos de clase I se expresan en la superficie de todas las células en el nlcleo
con excepcion de neuronas y trofoblastos. Segin se van formando en la célula infectada
(infeccidn viral), se enlazan con las proteinas virales (antigenos) que se estan
sintetizando, formando un complejo SLA 1 - Antigeno que se expresa en la membrana de
la célula infectada. Este complejo serd reconocido por un determinado linfocito T, el CD 8+
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o linfocito T citotoxico, que destruird la céiula infectada. La presentacicn de antigenos €n
células infectadas a los CD8+, es una de sus funciones principales de los SLA L.

Estan formados por un heterodimero compuesto por dos cadenas: una pesada
denominada a de 45 kd de pesoc molecular y extremadamente polimérfica, codificada por
genes del SLA. La otra cadena es ligera de peso motecular inferior (12 kb) denominada
B, no estd codificada por genes SLA y no es polimérfica. Cada haplotipo del SLA codifica 2
o 3 loci clase I, denominados, al igual que en la especie humana, como: A, By C con un
total de entre 7 a 10 genes diferentes. Las diferencias funcionales de los genes clase I se
pueden definir serologicamente, habiéndose identificado mas de 40 alelos diferentes del
SLA 1

Los antigenos de clase II se expresan, de forma mas restringida. Se encuentran
en los linfocitos B, las células presentadoras de antigenos y en varias
subpoblaciones de linfocitos T, estos Ultimos tanto si estan activados como sin estarlo
(particularidad de la especie porcina). La funcion del SLA II es también Ila
presentacion de antigenos a los linfocitos T CD4+, pero en este caso, mediante las
células fagociticas o presentadoras de antigencs, las cuales procesan los antigenos por
degradacion mediante enzimas y no por infeccion celular como en el caso de los SLA
I. Las moléculas del agente capturado por estas células y degradadas en pequefias
particulas, son asociadas a los SLA, expresadas en la membrana celular formando un
complejo: SLA II = Antigeno. En este caso el linfocito T que reconocera al mencionado
complejo sera el €D4 o linfocito T cooperador. También el linfocito B expresa SLA
1I.

Estadn representados por los loci: SLA-DR y SLA-DQ. Los antigenos de clase II
estan formados por dos cadenas de glicoproteinas que’y rdenominadas presenta
un peso molecular de: 33 a y de 135 kb la cadena 27 a . Ambas 129 la cadena que
presenta un pesorll y Ocadenas estan codificadas por genes del SLA molecular de: 33 a 35
kb la cadena alfa y de 27 a 29 la cadena B. La familia SLA esta forrnada por alrededor de
10 genes diferentes.

Los genes de clase III: A diferencia de los SLA I y SLA 11, codifican proteinas que no
se encuentran en la superficie de las células sino en |la sangre. Asi varios de los
componentes del complemento son codificados por el SLA III, interviniendo ademas, en
otras acciones del sistema inmune menos especificas, como la seleccion de factores de
necrosis tumoral.

Vias De Administracion Del inmunogeno:

a) Parenteral
b) Subcutanea
¢) Oral (3, 8)
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Resumen vacunas en cuanto a su generacion y la

importancia de su manejo para cbtener un
En el presente trabajo se presenta una breve efecto adecuado.

descripcion de la importancia de la
inmunizacién, como han evolucionado las Palabras claves: Inmunizacién, Vacunas.

Summary referring to it's generation and the
importance

In The next job is presented a few description

of the importance of the immunization, about Key words: Immunization, Vaccines.

how have been developing the vaccines

INTRODUCCION

El humano se dio cuenta de la necesidad de protegerse contra enfermedades infecciosas.
Al observar personas que posterior al haber padecido una patologia no volvia a enfermar
de ese padecimiento o si lo hacian era menos agresiva, y no les causaba la muerte (8).

En la actualidad se ha observado que la interaccion entre el hombre y los microorganismos
se deterioran cada dia mas debido a la elevada morbilidad por enfermedades infecciosas.
Hoy en dia no existen vacunas para todas las enfermedades, ninguna es completamente
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inocua. lLos esquemas basicos de inmunizacion se elaboran de acuerdo al tipo de:
inmundgenos, poblacion, epidemiolcgia de las principales enfermedades infecciosas (2).

LAS VACUMAS

Son cualquier sustancia viva ¢ muerta, de tipo prctéicas, carbohidratos etc. las que son
capas de inducir una respuesta inmune protectora y duradera, frente al agente extrario
virulento, sin producir efectos secundarios hacia el organismo. Se basa en la memoria del
sistema inmune, en la que se da una respuesta adquirida, humoral y celular, se denomina
inmunizacion activa (5).

TIPOS DE INMUNIZACION

« Pasiva; se administra anticuerpos séricos, protectores a un individuo susceptible a
la infeccion, fo que proporciona una proteccidn temporal por semanas o meses.

e Activa: es proporcionada por las vacunas, que se administran una parte ¢ todo un
antigeno del microorganismo, lo que produce una respuesta inmunologica
semejante a la de |a enfermedad natural y proporciona proteccién duradera (2).

ANTECEDENTES DE LAS VACUNAS

La realizd Edward Jenner (1749-1823), en 1796 frente a la viruela humana. Ei observé en
personas que habian sufrido viruela vacuna no padecian la viruela humana, por fo que
realizé un preparado, con las vesiculas de vacas infectadas, inoculdndolo a personas
sanas, esta los protegia frente a la viruela humana.

Utiliz6 microorganismos heterdlogos, de virus vacuno para prevenir la enfermedad en el
hombre, modificado su virulencia, o0 in activacién total, denomindndose Vacuna
inactivada. Posteriormente Louis Pasteur (1822-1895), demostrdé que se podia inducir
inmunidad duradera, utilizande microorganismos homadlogos, estas vacunas se denominan
CONVENCIONALES, las que han tenido éxito en el control y lucha frente a un gran
nimero de enfermedades tanto en animales como en humanos ayudando al contro! de
enfermedades (7, 8).

El mecanismo inmunitario de la vacunacion fue aclarado en 1957, cien afios después de
Pasteur. Por Frank Burnet (1899-1985) mediante la teoria de seleccion clonar, con el
descubrimiento en 1965 de los linfocitos T y B.

Los antigenos que componen una vacuna inducen respuesta primaria con estimulacién o
expansion clonal de linfocitos T y B memoria (células memoria). Capaz de inducir
RESPUESTA SECUNDARIA si los antigenos penetran nuevamente (3,7).

1.- VACUNAS ATENUADAS E INACTIVADAS

Las vacunas atenuadas y/o muertas han sido la base inmunoldgica principal para el control
y erradicaciéon de la gran mayoria de las enfermedades infecciosas hasta nuestros dias.
Utilizan un agente infecciosa, vacunas monovalentes ¢ varios vacunas polivalentes vivos y
homélogos al que produce la enfermedad, pero cuya virulencia ha sido atenuada, de
manera que no produce ninguna lesidon secundaria en el paciente, induce a la inmunidad
duradera frente al agente homologo virulento (3,7).

En la actualidad el sistema de atenuacién mas utilizado, se basa en la realizacién de un
gran numero de pases o replicaciones del virus o bacteria virulento en lineas celulares
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(virus) o medios de cultivo (bacterias), de tal manera que los microcrganismos pierdan
virulencia, no produzca ningin tipo de lesidn en el animal, pero s.ga ten endo la capacidad
de replicarse o multiplicarse lo suficiente para que el sistema inmune pueda procesario (3,
7, 8).

Desde los trabajos de Louis Pasteur hasta la actualidad, han sido las vacunas gque, frente a
diferentes enfermedades de origen bacteriano y virico, se han desarrallade utilizando
diferentes métodos, para atenuar la virulencia de los agentes infecciosos, seleccionando
cepas no virulentas, la in actizacién total de los mismos, para la produccién de vacunas
muertas.

Las vacunas vivas atenuadas inducen una respuesta inmu 2 superior a las vacunas
inactivadas o muertas, en el casc de los virus, se debe al infectar las cdlulas huésped se
inducen todos 1os mecanismos inmunitarios, de presentacion antigén.ca ligado a linfocitos
CD4+ y al HLA II, vy de activacion citotoxica ligados a linfocitos CD 8+ y el HLA I, asi
como la iiberacidén de diversas cjtocinas (7, 8).

2.- LA VACUNA MUERTA O INACTIVADA

Las vacunas muertas o inactivadas estan formadas por el o los micre organismos
completos pero inactivados por método fisico o quimico. Se han producido a partir de
productos de micro organismos bacterianos inactivados, como es el caso del tétanos con
notable éxito. Presentan ventajas frente a las vacunas atenuadas, su estabilidad,
seguridad y conservacion. Sin embargo, suelen inducir una respuesta inmunitaria menor
que las vacunas atenuadas, fundamentalmente son ligadas a linfocitos CD 4+ con
produccion de anticuerpos.

Los métodos para la in activaciéon de los antigenos vacunales utilizados en la actualidad, se
basan en tratamientos quimicos o fisicos que no producen modificaciones en las proteinas
que puedan alterar {a respuesta inmune. Los mads utilizados son: formaldehido y agentes
guelantes (oxido de etileno, propiolactona, etilenoimina, etc). Estos agentes, producen
uniones cruzadas en las cadenas de los acidos nucleicos, inactivando al microorganismo
pero no alterando sus proteinas, beta-propiolactona, permite hidrolisis en horas, produce
productos atoxicos, estas vacunas son seguras al no ser infecciosas no virulentas, pero se
debe aplicar en gran cantidad y multiples dosis para producir respuesta inmune (2, 5, 8).

DESVENTAJAS DE VACUNAS IN-ACTIVADAS MUERTAS

Atenuadas

a) no son estables

b) pueda revertir a las formas virulentas

¢) La estabilidad de la atenuacidn es el factor mas critico en estas vacunas

Muerta o Inactivada
a) induce respuesta inmunitaria menor que las vacunas atenuadas
b) fundamentalmente ligada a linfocitos CD 4+ con produccion de anticuerpos.

Las vacunas convencionales, inactivadas y atenuadas necesitan mantenerse en
temperaturas de refrigeracion de 2 a 8°C. Estos requerimiento impiden algunas
ocasiones, en paises del tercer mundo o en zonas poco desarrolladas, para gue las
vacunas se mantengan en buen estado antes de ser utilizadas haciéndolas menos
efectivas. Ya que al estar formada por microorganismos vivos maodificados (atenuados),
necesitan mantenerse en cadena frio permanentemente, para evitar que el
microorganismo muera parcial o totaimente.
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PROBLEMAS QUE PRESENTAN LAS VACUNAS CONVINCIDNALES

a) IMPOSIBILIDAD DE DIFERENCIAR PACIENTES VACUNADOS CE ENFERMOS: es el
principal problema de las vacunas convencionales. Debido a que las vacunas
convencionales estan formadas por virus o bacterias completes {(atenuados o inactivados),
el sisterna inmune detecta los antigenos iqual que cuando se produce una infeccidén, dando
como respuesta la misma,

b) DIFICULTAD PARA CONSEGUIR UNA VACUNA EFICAZ PARA TODAS LAS
ENFERMEDADES.

Estos problemas han sido resueltos con las nuevas tecnologias, la produccion de vacunas
de nueva generacion

INSEGURIDAD DE LA VACUNA
a) La posible reversién a la virulencia de las vacunas vivas
b) La estabilidad de atenuacién es el factor mas critico en estas vacunas.

b) Fallos en Ia total in activacién de las vacunas inactivadas.

¢) Contaminaciones con agentes bacterianos o virales no detectados.

d) En algunas ocasiones se pueden contaminar las lineas celulares de la preparacion del
indculo de la vacuna con el virus que no producen efecto citopatico, que se replica en
paralelo con el virus vacunal,

El control de calidad y seguridad de los diferentes lotes de vacunas deben detectar estos
problemas, no siempre posibles.

EFECTOS SECUNDARIOS.

Debido a la vacunacién con vacunas convencionales. Generalmente se producen a nivel
local inflamacion o edema en el punto de inoculacion. Puede o no aparecer fiebre,
infrecuentemente reacciones de hipersensibilidad o de inmunosupresion pasajera (2). En
algunos nifios son importantes las reacciones adversas como sistémicas y alérgicas (8).

LOS ADYUVANTES

Sen importantes para aumentar la inmunogenicidad de las vacunas inactivadas, de
proteinas purificadas, péptidos sintéticos, vacunas conjugadas no son fuertemente
inmunogénicas por si solas. Los adyuvantes son sustancias que potencializan la respuesta
inmunolégica, requiriendo menor cantidad de antigenos y dosis. La mayoria de los
adyuvantes actilan sobre las células presentadoras de antigeno (3, 2). Estos actuan
favoreciendo la presentacion de antigenos al sistema inmune, mediante el secuestro de los
antigenos vacunales, la posterior liberacion lenta y prolongada, asi como produciendo una
ligera inflamacion, activando la atraccion de las células presentadoras, favoreciendo la
quimiotaxis.

Los adyuvantes utilizados son sales de aluminio (hidroxido de aluminio o fosfato de
aluminio), cuando se unen al antigeno e inoculan en un animal producen un ligero
granuloma favoreciendo la lenta eliminacion del antigeno (estimulacién antigénica mas
duradera), atraccion de las células presentadoras, aumenta la capacidad de respuesta
inmune (5).

Otras formas de adyuvantes, se mezclan con el antigeno en emulsién de agua y aceites
minerales, conocida como adyuvante incompleto de Freund (el adyuvante completo
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ademds estd compuesto pcr Mycobacterium tuberculoso muerto). Induciendo una reaccion
inflamatoria con atraccion de células presentadoras (8).

3.- VACUNAS DE NUEVA GENERACION

Gracias a los avances en el conocimiento de la respuesta inmune y técnicas de biologia
molecular, han permitido identificar, agentes infecciosos, proteinas de interés
inmunolégico, expresarlas y ampiificando y eliminando aquellas que no presentan interés
inmuncldgico y eliminar la porcién que causa la enfermedad.

Una posibilidad que brinda la ingenieria genética es la eliminacién de genes que expresan
proteinas relacionadas con la virulencia, consiguiendo cepas atenuadas. Igualmente se
pueden incorporar distintos genes de diferentes microorganismos en uno solo que actla
como vector,

Gracias a la biologia molecular se ha podido avanzar en el conocimiento de los diferentes
genes que componen los microorganismos y las proteinas que codifican. De esta manera
se ha podido modificar Ia estructura gendmica de algunos microorganismos, eliminando
genes que codifican proteinas ligadas a la virulencia, consiguiendo cepas atenuadas de
manera estable y segura.

Son proteinas de un agente infeccioso capas de inducir respuesta inmune protectora de
forma semejante a la que induciria el agente infeccioso completo con posibilidad de
incorporar:

1. secuencias de otros antigenos, puede aumentar la estimulacion de linfocitos B y T.
2. e incluso la liberacion de citocinas. De esta manera se podria mejorar la
presentacion de los antigenos al sistema inmune (8, 7, 3).

4.- VACUNAS RECOMBINANTES VIVAS

Las vacunas recombinantes vivas son basadas en la utilizacion de microorganismo (virus o
bacteria) que actlan como vector para expresar genes de otro microorganismo diferente.
Este nuevo microorganismo recombinante, puede utilizarse como vacuna.

El microorganismo que se utiliza frecuentemente como vector de la expresién es el virus
de la vacuna ("vaccinia"), debido a su genoma amplio y estudiado lo cual permite insertar
genes extrafos sin alterar su maquinaria replicativa. El inconveniente de este vector es
gue al ser un virus capaz de infectar a la mayoria de las especies animales, incluso al
hombre, se obtendria una vacuna viva no especifica de especie por tanto susceptible de
inmunizar a cualquier animal.

Una de las ultimas vacunas OBTENIDAS, no utiliza el virus vaccinia, ha sido la de
Mixomatosis y la de Enfermedad virica hemorragica del conejo. Esta vacuna, ha utilizado el
virus de la mixomatosis come vector sobre el que se ha insertado el gen de la proteina VP
60 del virus, para mejorar la expresion de citocinas (8).

5.- VACUNAS DE ADN

En la actualidad se esta estudiando la posibilidad de utilizar directamente una fraccién de
ADN purificado que contenga el gen de la proteina capaz de inducir una respuesta inmune
protectiva.

Esta fraccién de ADN se inserta en un plasmido, que hace de vector. Las células animales
captan estos plasmidos, mediante procesos todavia no bien entendidos, incorporandolos
en el ndcleo celular, permitiendo la expresién del gen foréneo-y produccion de la
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correspondiente proteina. Esta prot2ina, se expresa en la superficie de la célula o es
liberada asia al medio, por lo que el sistama inmune la puade reconccer en su forma
nativa, de la misma manera que durante una infeccidn natural con el agente completo,
induciendo una excelente respuesta inmuns (2, 8, 4).

6.- VACUMAS ANTIDIOTIPO

Destacan a nivel experimental. Estas vacunas se basan en el reconocimiento de las
estructuras en reacciéon antigeno anticuerpo. Cuando un animal es inoculado con un
determinado antigenc se produce una respuesta humoral. Es otra forma de inducir
inmunidad, en un momento determinado, con fines curativos mas que preventivos

Las inmunoglobulinas que se inducen presentan, en el sitio de unién en el dltimo parrafo
(idiotipo) de la regién variable, la estructura inversa del epitope inductor de la reaccion. Si
inoculdaramos esos sitios de unidn a otro animal, se producirian anticuerpos frente a esas
estructuras, que serian también complementarias (anticuerpos antidiotipo).

Los anticuerpos inducidos contra el idiotipo (antidiotipo) tendrian la misma estructura que
el antigeno original por tanto servirian como antigenos para inmunizar frente al primer
antigeno que inicio la cadena. Los anticuerpos antidiotipo pueden ser anticuerpos
policlonales o anticuerpos monoclocnales, ser utilizados como vacunas, especialmente en
aquellos casos en los que es muy dificil obtener las proteinas o codificar los genes
correspondientes a las proteinas de interés inmunolégico (7, 4).

Redes idiotipicas

Consideremos las inmunoglobulinas como auto-antigenos. En las primeras fases de vida,
se induce la tolerancia en porciones constantes (Fc) porque globalmente existen en
grandes concentraciones, no se induce tolerancia frente a ios idiotipos, (residentes en la
parte variable de Fab) porque cada uno de ellos estd presente en muy pequeias
cantidades: esta es la razén por la que las inmunoglobulinas son inmunogénicas en el
mismo individuo, el papel real de la red idiotipica en el control normal del sistema inmune
aun no esta claro del todo, estando sujeto a debates, de que algunos anticuerpos anti-
idiotipicos reconoceran al paratopo del anticuerpo, por lo tanto, son como la imagen
interna que tiene el arganismo del epitopo del antigeno exdgeno. Esta imagen interna
podria servir para seguir activanda al sistema inmune aun cuando hubiera desaparecido el
antigeno exégeno que desencadend la respuesta, asegurando expansion clanal y células
de memoria.

Eiemplos de vacunas basadas en anti-idiotipos que se han usado con éxito
experimentalmente en animales de laboratorio: Newcastle, Sendai, reovirus, virus de la
rabia, hepatitis B, citomegalovirus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Streptococcus
pneumoniae, Schystosoma mansoni, Trypanosoma rhodiense

Se han hecho intentos de vacunas anti-idiotipicas frente al VIH (virus del sida), a base de
anti-1d hacia anticuerpos anti-CD4. Aunque el anti-Id es capaz de neutralizar al virus tanto
in vitro como in vivo, la incertidumbre sobre su capacidad de provocar respuestas
celulares ha hecho que no se empleen clinicamente.

Una linea interesante que se esta exploranda en ratones es el uso de ciertos anti-Id como
vacunas neonatales capaces de superar el efecto inhibidor de las IgG maternas (7, 4, 8)

TOLERANCIA

Inmunoldgica es la ausencia especifica de respuesta inmune que se induce por la
exposicion previa a un antigeno (4, 1), ya sea propio o extrafo, inducida por el contacto
previo con dicho antigeno. La tolerancia se desarrolla de un modo natural, cuando un
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animal en desarrollo se vuelve incapaz de responder a sus propias mon'éculas
(autototolerancia). Cuando este sistema falla, se producen patologias por
autoinmunidad.

La tolerancia inducida experimentzimente es un estado de ausencia de respuesta a un
antigeno que normalmente seria inmunogénico (4).

Existen tres tipos de tolerancia:

a) Tolerancia Inmunoldgica es la falta de respuesta de a un antigeno inducida por
la exposicion de linfocitos especificos a ese antigeno. La tolerancia a los
autcantigenos propiedad fundamental del sistema inmunitario normal, el fracaso
de autotolerancia origina enfermedades autoinmunitarias. Los antigenos pueden
administrarse de formas que induzcan tolerancia en lugar de inmunidad.

b) Tolerancia Central se induce en los 6rganos linfoides generadores cuando los
linfocitos inmaduros encuentran autoantigenos presentes en estos 6rganos.

c) Tolerancia Periférica se produce cuando los linfocitos maduros reconocen
autoantigenos en tejidos periféricos en condiciones determinadas.

Los principales mecanismos de tolerancia son delusion (muerte celular apoptotica, la
anergia (in activacién funcional) y supresién por células T reguladoras (1).

7.- SUEROTERAPIA

Es otra forma de inducir inmunidad, en un momento determinado, con fines curativos mas
que preventivos, ya que la proteccidbn que confiere la suero terapia es de tiempo
relativamente corto. El suero es la parte fluida de la sangre obtenida tras la coagulacion,
cuando se obtiene de un individuo inmunizado se denomina antisuero por que contiene Ac
especificos contra el Ag inmunizante, asi como el resto de las proteinas séricas. Los
antisueros contienen colecciones heterogéneas de Ac, todos ellos se unen al Ag empleado
para la inmunizacion, pero cada uno pasee su propia estructura, su propio epitopo en el
antigeno y su propio conjunto de reacciones cruzadas. Esta heterogeneidad hace que cada
antisuero sea Unico (3).

Neutralizacion

Es un proceso de in activacion que sucede mediante Ac que inhiben la infectividad de un
virus o toxicidad de una molécula de toxina (3).

REQUISITOS PARA QUE UNA VACUNA SEA EFECTIVA

Varian segin sea la naturaleza del organismo que infecta. Para los organismos
extracelulares, los anticuerpos proporcionan el mecanismo adaptativo mas importante de
defensa, para el control de organismos intracelulares es esencial una respuesta efectiva de
linfocitos TCD8.

La vacunacién ideal proporciona defensa desde el momento en que entra el agente
infeccioso; estimulacion de la inmunidad en la mucosa es importante para la vacunacion
contra varios organismos que penetran a través de las superficies de las mucosas.
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La inmur.dad protectora efectiva contra algunos organismos necesita la prusencia de
anticuerpos preexistentes en el momento de la exposicidon a la infeccion. La respuesta
inmunitaria contra infecciones implica, anticuerpos dirigidos contra epitopos multiples,
alguno de estos anticuerpos confieren proteccicn. Los epitopes particulares reconocidos
por células T pueden afectar la naturaleza de |a respuesta. Una vacuna efectiva debe
generar anticuerpos y células T dirigidos contra los epitopos correctos del agente
infeccioso (3).

Caracteristicas que debe tener las Vacuna para que sea eficaz
1. Segura e inocua para el huésped
2.- Protectora, la vacuna debe ser capaz de originar inmunidad

3.- Duradera (induce anticuerpos neutralizantes), utilizar microorganismos
heterdlogos, modificando su virulencia, o muertas

4.- Consideraciones practicas Econémica
Edad para la vacunacién

Primeros 2-3 meses de vida

Que el agente vacunal altamente efectivo sea aplicado lo mas tempranamente posible
Que el numero de inoculaciones sea el adecuado para mayor eficacia.

Las re inmunizacion se realice dentro de los periodos preestablecidos.

Complicaciones de las vacunaciones

Reacciones de hipersensibilidad.
Los Virus pueden producir alteraciones en los tejidos originando encefalitis
Vasculitis por el toxoide tetanico depositos Ag-Ac (3).

LOS ANTICUERPOS

Los anticuerpos circulantes reconocen los antigenos en el suero y liquidos titulares, Son
moléculas proteinicas que se presentan en los fluidos de un vertebrado después de
introducir un antigeno, al que destruyen o neutralizan, los cuales tienen estas
caracteristicas.

4 cadenas polipeptidicas

Porcién variable (Fab)

Sitio activo

Porcion constante (Fc¢)

Idiotipo actia como determinante antigénico (3).

LAS INMUNOGLOBULINAS (Igs)

Son un grupo de glucoproteinas presente en suero y liquidos titulares de todos los
mamiferos. Algunas se encuentran en la superficie de las células B, actdan como
receptores de antigenos especificas. Otras Igs se encuentran libres en la sangre y linfa. Se
puede emplear como antigeno, es tratada como otra proteina extrafia provocando
respuesta por anticuerpos. Las diferencias entre las regiones constantes es debido al
empleo de genes de regiones C diferentes en cadenas pesadas por un gen separado,
pueden producir en forma secretoria 0 como receptores unidos a membrana se denominan
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ISOTIPOS (todas las células B expresan inicialmente forma transmembrana de IgM),
ALOTIPOS son las diferancias cue existe en distintos alelos del mismo gen C, Ins
IDIOTIPQS son diferencias causadas poi genes reordenados VH - VL (7, 6).

CLASIFICACION DE LOS ANTICUERPCS

IgG Es la Ig mas abundante en el suero humano normal, constituye el 70-75% de
Ig totales. La IgG es la Unica molécula tetracatenaria con un cceficiente de
sedimentacion de 7S y 146.000 Daltons de peso molecular, 1as 1gG se subdividen
en IgGi, 1gG2, I1gG3, IgG4. Se encuentran ampliamente distribuidas en
compartimentos intra y extravascular, son los predominantes en la respuesta
inmunitaria secundaria y los Gnicos que presentan actividad frente a las toxinas.
Las IgG procedentes de la madre confiere inmunidad al recien nacido durante |os
primeros meses de vida esto es por gque en el humano es capaz de atravesar la
placenta. En algunas especies como el cerdo no hay paso de 1gG, las IgA solo se
confieren por la leche que se absorben en el tracto gastrointestinal.

IgM Esta consta del 10% de las Ig totales. La molécula es un pentamero de la
estructura tetracatenaria basica. Cada cadena pesada tiene un PM de 65.000
daltons, vy la molecula completa pesa 970.000 KDa, esta se encuentra en espacio
intravascular, es el anticuerpo que participa en mayor cantidad en la fases
tempranas de 13 respuesta inmunitaria.

IaA Constituyen el 15-20% de las Ig sérica humana. En los seres humanos, mas
det 80% de la IgA se encuentra en forma de mondmero de la unidad, son
poliméricas en forma de dimeros, la 1g de las secreciones seromucosas como la
saliva, calostro, leche, secreciones traqueobronquiales y genitourinarios. La cual
es de dos subclases.

IgE Aunqgue el suero tiene poca cantidad, esta se encuentra en la superficie de los
baséfilos y mastocitos de todos los individuos. £s una reaginina, desempefia un
papel en la defensa frente a los helmintos y enfermedades alérgicas.

IgD Es la de menor concentracion 1% de las Ig plasmaticas totales, abundan en
las membranas de células B, no se sabe exactamente la funcidon biolégica, pero
puede ser que desempefie un papel en la diferenciacién de linfocitos inducida por
los Antigenos. (7, 8, 6).

La Respuesta Inmune es la capacidad de mostrar complejos mecanismos, con reacciones
en cadena contra elementos considerados ajenos al organismo.

Propiedades de la Respuesta Inmune son:

1 ra. Inducida

2 da. Especifica

3 ra. Memoria

4 ta. Transferible (3, 7).

Inmundgenos: sustancias capaz de desencadenar una respuesta inmune.
Virus atenuados

Virys inactivados
Sub-unidades virales
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B. vivas atenuadas

B. Enteras inactivadas

Toxoldes bacterianes
Polisacaridos bacterianos
Obtenidos por ingeniena genetica
Parasitos (3).

LOS ANTICUERPOS SE GENERA POR CUATRO PRCCESOS:

La diversidad de los Ac es tratada por tres consecuencias del proceso de recombinacién
empleado para crear regiones variables (V) completas.

La propiedad de respuesta Transferible consiste en un proceso de mutacion que se
produce después que acttia sobre el ADN reordenado las codificaciones de |as regiones.

a) En primer Lugar: existe multiples copias diferentes de cada tipc de segmentos génicos
que forman la region V, puede utilizar diferentes combinaciones de segmentos de
recombinacién distintos. Ellos son responsable de la parte de la sustancias de la diversidad
de las regiones V de la cadena pesada y ligera.

B) En sequndo lugar: diversidad combinatoria se originan a partir del emparejamiento de
combinaciones distintas de regiones V de ambas cadenas para formar el sitio de unién de
los Ac.

Solo con estos dos medios de generacion de diversidad podria producir en teoria
aproximadamente 2.5x10 a la 10 molécula de anticuerpos diferentes.

C) En tercer lugar: en las uniones entre los diferentes segmentos genicos se introduce
diversidad adicional como consecuencia de proceso de recombinacion

La hipermutacidon somdtica introduce mutaciones puntuales en los genes reordenados de la
region V. es el unico medio por el que da especificidad al antigeno de una Inmunoglobulina
puede alterarse después de que la recombinacién haya creado los genes funcionales de las
cadenas pesadas y ligeras (3).

LOS ANTIGENOS (Ag)

Es cualquier molécula capaz de inducir la produccion de Ac especificos por parte de células
B. En la actualidad se utiliza en un sentido méas amplio y se aplica a cualquier molécula
que pueda ser reconocida especificamente por cualquiera de los elementos del sistema
inmunitario adaptativo o células T, B o ambas. Sin embargo aunque tengan la capacidad
de unirse al Ac, algunos Ag no son Inmunégenos esto quiere decir que no tienen la
propiedad inmunogénica ya que algunos Ag necesitan conjugarse con un inmunégeno para
lograrlo, Que introducidos en un huésped despierte en él una respuesta inmunoldgica,
presentando jas siguientes caracteristicas.

Estructura
Accesibilidad
Digestibilidad

Los antigenos de clase I se expresan en la superficie de todas las células en el nucleo
con excepcion de neuronas y trofoblastos. Segin se van formando en la célula infectada
(infeccidon viral), se enlazan con las proteinas virales (antigenos) que se estan
sintetizando, formando un complejo SLA 1 - Antigeno que se expresa en la membrana de
la célula infectada. Este complejo sera reconocido por un determinado linfocito T, el CD 8+
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o linfocito T citctdxico, que destruird la célula infectada. La presentacién de antigenos en
células infectadas a los CD8+, es una de sus funciones grincipales de los SLA L.

Estén formados pcr un heterodimero compuesto por dos cadenas: una pesada
denominada a de 45 kd de peso molecular y extremadamente polimcrfica, codificada por
genes del SLA. La otra cadena es ligera de peso molecLliar inferior (12 kb) denominada
B, no estd codificada por genes SLA y no es polimorfica. Cada hanlotipo del SLA codifica 2
o 3 loci clase I, denominados, al igual que en la especie humana, como: A, By C con un
total de entre 7 a 10 genes diferentes. Las diferencias funcionales de los genes clase [ se
pueden definir serologicamente, habiéndose identificado mas de 40 alelos diferentes del
SLA T

Los antigenos de clase II se expresan, de forma mas restringida, Se encuentran
en los linfocitos B, las céluias presentadoras de antigenos y en varias
subpoblaciones de linfocitos T, estos ultimos tanto si estan activados como sin estarlo
(particularidad de la especie porcina). La funcion del SLA II es también Ia
presentacion de antigenos a los linfocitos T CD4+, pero en este caso, mediante las
células fagociticas o presentadoras de antigenos, las cuales procesan los antigenos por
degradacion mediante enzimas y no por infeccion celular como en el caso de los SLA
1. Las moléculas del agente capturado por estas células y degradadas en pequeias
particulas, son asociadas a los SLA, expresadas en la membrana celular formando un
complejo: SLA II — Antigeno. En este caso el linfocito T que reconocerd al mencionado
complejo sera el CD4 o linfocito T cooperador. También el linfocito B expresa SLA
II.

Estan representados por los loci: SLA-DR y SLA-DQ. Los antigenos de clase II
estan formados por dos cadenas de glicoproteinas que y denominadas presenta
un peso molecular de: 33 a y de 135 kb la cadena 27 a . Ambas 29 la cadena que
presenta un pesol] y Jcadenas estan codificadas por genes del SLA molecular de: 33 a 35
kb la cadena alfa y de 27 a 29 la cadena B. La familia SLA estd formada por alrededor de
10 genes diferentes.

Los genes de clase III: A diferencia de los SLA I y SLA II, codifican proteinas que no
se encuentran en la superficie de las células sino en la sangre. Asi varios de los
componentes del complemento son codificados por el SLA III, interviniendo ademas, en
otras acciones del sistema inmune menos especificas, como la seleccidon de factores de
necrosis tumoral.

Vias De Administracion Del inmunogeno:

a) Parenteral
b) Subcutdnea
c) Oral (3, 8)
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