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1. RESUMEN

Uno de los pardsitos helmintos que continda causando estragos en varios mamiferos
incluido el hombre es el del género Trichinella y principalmente la especie spiralis aunque
se conocen otras especies esta es una de las mds importantes, en cuanto a la infeccién de
Trichinellosis en cerdos y humanos. Asi se plantea como objetivo de este estudio
caracterizar la respuesta inmune generada por la inmunizacién e inmunoterapia de la
proteina de 45 kDa y del Antigeno Soluble Total (AST) de Trichinella spiralis, para el
estudio se utilizaron ratas cepa Long Evans, divididas en cuatro grupos, control sano,
control infectado, grupo inmunizacién y grupo inmunoterapia estos grupos tanto para
hembras y machos y para proteina de 45 kDa y AST, para la inmunizacién se realizé una
aplicacién semanal de la proteina correspondiente  via intradérmica, subcutdnea,
intramuscular e intraperiotoneal durante cuatro semanas, posteriormente se ret6 con 7.
spiralis, se tomé muestra sanguinea de cada animal cada dos semanas por 6 semanas para
aplicar las técnicas indirectas, posteriormente se sacrificaron se obtuvo muestra de musculo
esquelético para la aplicacion de técnicas directas, para la inmunoterapia primero se
infectaron los animales y se monitorearon hasta completar el ciclo vital del parasito,
posteriormente se aplicd la proteina correspondiente 5 aplicaciones, subcutdnea en dias
consecutivos y concentracidon ascendente, se realizé la purificacion del AST para someterlo
andlisis por espectrometria de masas, los resultados de las técnicas directas muestra
modificaciones a las LI obtenidas por las distintas técnicas, también se obtuvo disminucién
de la carga parasitaria con respecto al control infectado, al realizar un andlisis de varianza
para los datos obtenidos la razén de varianza indica que existe diferencia significativa entre
el control y los tratamientos, el Wester Blot mostro un patrén de bandeo donde se identifica

el reconocimiento de la banda de 45 kDa y el tratamiento que muestra esta banda desde las
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segunda semanas y hasta la sexta semana, los cortes histolégicos sometidos a tincién
Hematoxilina-Eosina  muestran un importante infiltrado celular de células
polimorfonucleares, esta reaccién se manifiesta exacerbada en muestras procedentes del
tratamiento de inmunizacién con la proteina de 45 kDa, estos resultados muestran que la
inmunizaciéon con la proteina de 45 kDa confiere proteccion contra la infeccién por T.
spiralis. El andlisis por espectrometria de masas muestra més de 100 proteinas de las cuales

se identifican dos proteinas identificadas de la Universal Uniprot-SwissProt.

1.1 ABSTRACT

One of the helmint parasites that continue to wreak havoc in various mammals
including man is the genus Trichinella specie spiralis, known other species but this one of
most important in terms Trichinellosis infection in pigs and humans. The aim of this study
was characterize the immune response generated by immunization and immunotherapy of
45 kDa protein and Total Soluble Antigen (AST) of Trichinella spiralis, for the study rats
were used strain Long Evans, divided into four groups, sound control, infected control
group, immunization and immunotherapy group these groups for both males and females
and 45 kDa protein and AST for immunization was performed weekly application of the
corresponding protein via intradermal, subcutaneous, intramuscular e intraperiotoneal for
four weeks subsequently challenged with infection with T. spiralis, blood samples were
taken from each animal every two weeks for 6 weeks to apply indirect techniques
subsequently sacrificed, samples of the skeletal muscle for applying direct techniques for
immunotherapy first infected animals and were monitored until complete the life cycle of
the parasite, subsequently the corresponding protein was applied to 5 applications,

subcutaneous and concentration in ascending consecutive days, was performed for
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consideration AST purification by mass spectrometry analysis, the results of the direct
techniques shows modifications to the LI obtained by the different techniques, also
obtained parasite load decreased relative to control infected when an analysis of variance
for the data obtained variance ratio indicates significant difference between control and
treatments, Wester Blot showed banding pattern which identifies the recognition of the 45
kDa band and treatment showing this band from the second week until the sixth week,
underwent histological Hematoxylin-Eosin staining show a significant cellular infiltrate of
polymorphonuclear cells, exacerbated this reaction occurs in samples of immunization
treatment with the protein of 45 kDa, these results show that immunization with the 45 kDa
protein confers protection against infection by 7. spiralis. The mass spectrometric analysis
shows more than 100 proteins of which identifies two proteins identified Universal

Uniprot-SwissProt.




1. JUSTIFICACION

En los ultimos veinte afios se han reafirmado esfuerzos pora el control de 7. spiralis en
varios paises del mundo afectados por esta parasitosis (Van Burell, 2000). Algunas
autoridades consideran que la Trichinellosis debe ser clasificada como una enfermedad
emergente/reemergente, particularmente debido al incremento en el reporte del nimero de
casos de algunas dreas donde no se habia presentado la infeccién (Dupouy Camet, 2000).
Los cambios en el ecosistema asi como socioecondmicos, la exportacion de carnes
procedente de paises con deficiente control sanitario contribuyen al aumento de la

incidencia de la enfermedad (Pozio et al., 2001).

La regién mas afectada en los tltimos afios ha ido la Unién Europea en 2007 reportan 779
casos, en 2008 reportan un brote en Italia y el dltimo caso reportado en 2009 se dio en las
colonias Francesas de Senegal donde se reportan casos de Trichinellosis a causa del
consumo de jamén de cerdo (Dupouy-Camet J. 2009). En México el dltimo reporte dado
por la Secretaria de Salud es en 2004 reportando 23 casos sin embargo, el boletin de salud
publica divulgado por el sector salud en 2011 indican que se calcula que alrededor del 2%
de la poblacion en México estd afectada con Trichinellosis (México sano 2011) datos
publicados por Moreno G., 2005 y Berumen 2007, indican que la parasitosis continua
presente en varias especies animales tales como cerdos, perros y ratas domestica que
comunmente tienen contacto con desperdicios producidos por humanos, el caso del cerdo
es importante ya que se considera el principal trasmisor al humano y en este caso un estudio
epidemioldgico de Lopez en 2012 muestra que la infeccion fue identificada en sueros de
niflos analizados en un primer tamizaje por MIDD y confirmados por Wester Blot de sueros

provenientes de distintas instituciones de salud del estado de Zacatecas (Lopez 2012).
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En 2013 se han reportado varios brotes en la regiéon de Argentina en Abril del 2013
reportan la infeccion de 30 personas a causa del consumo de carne de Jabali ahumado en la
poblacién de San Martin de los Andes (ProMED2013), en mayo del 2013 en la regién de
Corrientes se identificO0 a un paciente del sexo masculino con serologia positiva a
Trichinellosis, en julio de 2013 se detect6 otro brote en la region de Entre Rios, afecto a 20
individuos los cuales presentaron sintomatologia clinica compatible con la infeccién por
Trichinellosis y la fuente de infeccidn fue el consumo de salamines de produccién casera

los cuales procedian de una carniceria de la ciudad de la Paz (Alerta Triquinellosis 2013).

Estos datos muestran que la parasitosis por 7. spiralis sigue vigente, por lo que se considera
conveniente contar con inmundgenos y caracterizar la respuesta inmune generada por las
proteinas con efecto inmundgeno, para determinar su efecto inmunoprotector tanto en la

inmunizacién como la inmunoterapia
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2. INTRODUCCION.

La Trichinellosis es una infeccion transmitida por el nematodo Trichinella spiralis,
frecuentemente no es identificada, por lo que continua siendo una preocupacién de salud
publica, a nivel mundial se tiene estimado que aproximadamente once millones de personas
alrededor del mundo podrian estar infectadas con el parésito (Liu M. and Boireau P., 2002),
La infeccién se presenta al consumir carne cruda o insuficientemente cocida procedente
principalmente de cerdos infectados con larvas infectantes (LI) del parésito (Pozio 2005),
las LI ingeridas migran del estomago a intestino mientras sufren una serie de mudas se
incrustan en las vellosidades intestinales, en donde se diferencian sexualmente, las hembras
fecundadas originan a las larvas recién nacidas (LRN), estas pasan a circulacion sanguinea
y se alojan en musculo, posteriormente son encapsuladas en ese lugar (Ortega et al. 1996) .
Los signos y sintomas de la enfermedad son variables depende de la carga parasitaria
consumida aunado a las caracteristicas nutricionales, hormonales y edad del hospedador,
por lo tanto se presentan sintomas leves hasta graves, poniendo en riesgo la vida del

hospedador (Camet et al 2002).
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4. HIPOTESIS

La proteina inmunodominante de 45 kDa de Trichinella spiralis, desencadena una
respuesta inmune que tendrd un efecto protector contra Trichinellosis tanto en la

inmunizacién como en la inmunoterapia.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Caracterizar la Respuesta Inmune generada por la inmunizacion e inmunoterapia de la

proteina de 45 kDa y del Antigeno Soluble Total (AST) de Trichinella spiralis

5.2 Objetivos Especificos:

1. Caracterizar la Respuesta inmune humoral y celular generada por la
inmunizacién e inmunoterapia con la proteina de 45 kDa y AST en ratas
machos.

2. Caracterizar la Respuesta inmune humoral y celular generada por la
inmunizacién e inmunoterapia con la proteina de 45 kDa y AST en ratas
hembras.

3. Secuenciar parcialmente la proteina antigénica de 45 kDa obtenida del AST de
T. spiralis.

4. Llevar a cabo un andlisis de varianza para la variable carga parasitaria para

corroborar si existe diferencia significativa en los tratamientos aplicados.
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6. ANTECEDENTES

6.1 Clasificacion Taxonomica de Trichinella spiralis

Hasta el momento se han identificado 12 especies o genotipos que comprenden el género
Trichinella, las cuales se clasifican en dos grupos con caracteristicas distintas las cuales
radican principalmente en las que presentan capsula y las que no la presentan; (Pozio et al.,
2005). El que presenta cdpsula se refiere al desarrollo de una capa de coldgena alrededor de
la LI de T. spiralis. Las especies con cdpsula, tienen caracteristicas basicas con relacion a la
adquisicion de nutrientes, eliminacién de desechos, la estimulacién antigénica de la
respuesta inmune del huésped y la transcripciéon de genes regulatorios, que activan la
produccién de coldgena tipo IV y VI (Pozio et al., 2001). En cuanto a la clasificacién se
ubica en el Reino Animalia, Phylum Nematoda, Subclase Adenophorea y posee esticosoma,
Orden Enoplida, Superfamilia Trichinelloidea ya que el gusano adulto tiene un extremo
anterior mds adelgazado y son monodelfos pertenece a la Familia Trichinellidae debido a la
localizacién anterior de la vulva y considerando que son Viviparos, pertenecen al Género

Trichinella. (Gottestein, et al., 2009; Builes, et al., 2009; Moreno; et al., 2009)

6.2 Morfologia de Trichinella spiralis

T. spiralis es un nematodo blanquecino tubular, con la extremidad anterior mas delgada que
la posterior. El macho mide 1.5 mm de largo por 0.05 mm de ancho, por su parte la hembra
mide 3.5 mm de largo por 0.06 mm de ancho, (Despommier, 1974, Lloyd, 2000). La forma
Adulta del parasito tiene una boca pequena redonda sin papilas en su extremo anterior, el
tubo digestivo es largo y angosto, el es6fago consta de una parte anterior corta muscular,

otra posterior larga, que contiene una linea de células de esticocitos llamada esticosoma que

14|



la caracteriza, este es un 6rgano propio del estadio juvenil del parésito. Cada esticosito
contiene antigenos (Ag) que reaccionan con los anticuerpos (Ac) presentes en el suero del
huésped (Despommier & Muller, 1976). La hembra tiene un ovario, su vulva esta 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, estd compuesto de un solo testiculo en el cual se
lleva a cabo el proceso de espermatogénesis para la produccién de espermatozoides no
ciliados (Takahashi et al., 1994, Lloyd, 2000). La LRN tiene un tamafo aproximado de 100
micrémetros (um) de largo por 6 um de ancho, es forma cilindrica, la diferenciacion sexual
se da antes de encapsularse en musculo esquelético, el tamafio permanece constante desde
la migracion desde el intestino al musculo; posee un espolén cefdlico de tamafio pequeiio,
estilete bucal y un esticosoma formado por 30 a 40 esticocitos que contienen granulos de
distinto tamafio cuya importancia radica en su poder antigénico al ser excretados (Chévez,

et al., 2006; Ramirez, 1981; Tay, et al., 2003; Riva, et al., 2006).

6.3 Ciclo de vida

El humano adquiere la infeccion a través de la ingestion de carne principalmente de cerdo
insuficientemente cocida, con LI de T. spiralis. El ciclo vital se da en un solo huésped
donde se desarrollan los diferentes estadios del parasito. Cuando la carne es consumida los
jugos digestivos digieren la carne y las LI se liberan en intestino delgado, penetran la
mucosa intestinal y sufren tres mudas de cuticula hasta convertirse en pardsitos adultos, se

diferencian en hembras y machos adultos unas 30 horas después de la infeccion.
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La cépula sucede con los nemdtodos contenidos en la mucosa intestinal (en el lumen
intestinal); Los machos son eliminados por una reaccién de hipersensibilidad inmediata y
automdtica de la motilidad intestinal por el huésped luego de cumplida su funcién fértil.
Las hembras fecundadas se localizan en el interior de la mucosa del duodeno, yeyuno e
ileon y éstas son eliminadas poco después de la liberacion de las LRN. Esta expulsion se
debe en parte a linfocitos Th2 e IgE. Entre el tercero y el quinto dia, comienza la postura
de LI. Cada hembra coloca alrededor de 60-80 LRN (Moreno, 2009, Li et al., 1998,
Chévez et al 2006). Estas LRN miden entre 80 y 120um, ahondan en la mucosa intestinal,
penetran a través de los capilares linfaticos y venosos y llegan a la circulacién general,
disemindndose por todo el organismo, enquistindose sélo en el musculo esquelético. Las
LRN se localizan en el interior de las fibras musculares, destruyéndolas parcialmente. La

fase muscular se alcanza a los 20 dias post- infeccion.

Cuando las LRN penetran a la célula muscular provocando modificaciones del contenido
celular, secretan sustancias que le permiten una simbiosis entre el pardsito y el hospedero,
transcurridos aproximadamente quince dias, quedan rodeadas por un revestimiento
constituido por el sarcolema, formando asi a la célula nodriza alrededor de 30 dias después
de haber adquirido la infeccién (Despommier, 1993; Moreno, 2009, Lloyd, 2000; Muiioz et
al 2007), la célula nodriza mide de 250 a 400 um., no se observa a simple vista, aunque
puede observarse con microscopio de poco aumento. Su aspecto es alargado, contiene en
su interior LI de T. spiralis en forma de espiral. En esta fase pueden ser ingeridas por un

hospedero distinto e infectarlo (Moreno 1994, Li et al., 1998, Chavez et al 2006).
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6.4 Manifestaciones clinicas de Trichinellosis

Existen variables que pueden modificar el cuadro clinico de la Trichinellosis en un sélo
individuo, Los sintomas y sintomas son similares a los de otras enfermedades de tipo
gatrointestinal. El periodo de incubacion depende de la carga parasitaria de LI de T. spiralis

ingeridas, que a su vez, determina la severidad de la enfermedad.

Los pacientes también presentan variabilidad en la sintomatologia de acuerdo con el tiempo
transcurrido entre la ingestion de la carne infectada y la infeccion por Trichinella. Ademas
el sistema inmune del hospedero, edad, sexo, estado nutricio y el estado general de salud
son factores importantes en el resultado de la enfermedad. En la mayoria de las personas la
fase aguada de la enfermedad inicia con malestar general, dolores agudos, incremento de la
temperatura, escalofrios y sudoracion profusa, El principal sindrome de esta fase consiste
en fiebre persistente, edema facial (caracteristicamente periorbital), dolor muscular y
astenia grave que perdura por varias semanas. También pueden producirse mareos y
nduseas transitorias, de manera menos comun se puede presentar diarrea, hemorragias
conjuntivales y subungueales. Es en esta etapa durante la cual las LRN estdn en migracion.
Las manifestaciones clinicas de cada fase de la infeccion se presentan en la Tabla 1. (Capo,

et al., 1996; Tay, et al., 2003; Chavez, et al., 2006)
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Tabla 1

Manifestaciones clinicas caracteristicas de la Trichinellosis.

Causa

Manifestacion clinica

Fase Tiempo
Posterior a las 24h
Fase enteral de la ingestion de
la LI
Fase Semanas dos a
parenteral seis post-infeccion
Fase Durante la tercera
muscular a octava semana
post-infeccion
6.5 Diagnostico

El diagnéstico de Trichinellosis depende de la combinacion del cuadro clinico, datos
epidemioldgicos,
inmunoseroldgicos, frecuentemente constituyen el unico método de diagndstico de
Trichinellosis humana y los mdas importantes para realizar estudios de vigilancia
epidemioldgica (Barlasina, et al., 2009). Los Ac anti-granulos de los esticocitos, son de

mayor especificidad para el diagndstico de la enfermedad. En los resultados de laboratorio

clinicos

Penetracion de las LI
en la mucosa intestinal,
fijacion y desarrollo de
las formas adultas
Liberacion de
sustancias quimicas
secretadas por las LI y
la respuesta
inflamatoria muscular

Las LRN dafan los
Vvasos sanguineos,
llegan a musculo
estriado y se
desarrollan a LI

de laboratorio y/o de biopsia muscular.

Dolor abdominal, diarrea o
constipacion, malestar
general y fiebre

Mialgia difusa, edema,
conjuntivitis, fiebre, dolor de
cabeza, rash cutdneo,
Insomnio

Edema en cara y parpados,
cursa con fiebre,
hemorragias petequiales,
puede haber invasion
pulmonar y afeccién al
sistema nervioso central
(SNCO), polineuritis,
encefalitis.
Histolégicamente se
observan LRN en torrente
sanguineo y paso transitorio
en el corazon
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se manifiesta principalmente el incremento tipico de los eosinodfilos circulantes esto es
Leucocitosis (12,500 a 18,000 células por milimetro cubico (mm3) comln en etapas
tempranas con predominio de eosindfilos circulantes (1,400 a 8,700 eosinéfilos/mm3) y
enzimas musculares por la presencia del pardsito, Incremento de Creatina Fosfoquinasa
(CPK), Deshidrogenasa Lactica (LDH) y 1,6-difosfofructolasa (35 a 100%) estas enzimas
presentes en suero significan, la destruccion muscular y la migracioén de las LRN (Capo, et

al., 1996).

6.6 Técnicas de Diagnéstico

Debe demostrarse la presencia de LI, LRN en tejido o sangre o anticuerpos contra el

pardsito, mediante técnicas directas y/o técnicas indirectas realizadas en el laboratorio.

a) Técnicas Directas: Estas conllevan la deteccion de LI de 7. spiralis en tejido muscular,

se realiza en la inspeccién post-mortem en humanos y en vida en animales para el
control sanitario tal es el caso de la triquinoscopia la cual consiste en la identificacién de
LI de T. spiralis en el tejido muscular de diafragma, intercostales, maseteros y
abdominales (1.0 g), por la compresiéon de la muestra entre dos portaobjetos y posterior
observacion en el microscopio. El limite de deteccion por medio de ésta técnica de 3-10
LI/g tejido. (FAO/WHO/OIE, 2007; Laverde, et al., 2009), Digestiéon Artificial en esta
técnica las LI son liberadas del tejido muscular para luego ser recuperadas por filtracién

y posterior sedimentacion.
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Mediante observacién en microscopio se realiza el recuento de LI, la sensibilidad de
éste método depende de la cantidad de la muestra analizada: para una muestra de cinco
gramos: <1 LI/g; para muestras de mayor peso: 0,01 larva/g. ; s6lo muestras con diez a
doce dias post-infeccion, son viables para ser analizadas por medio de esta técnica
(Moreno, et al., 2007, FAO/WHO/OIE, 2007; Laverde, et al., 2009; Lamberti, et al.,

(Rojas 2006; Moreno G et al.,2012).

b) Técnicas Indirectas: La deteccion de respuesta inmunolégica (humoral o celular) en el

huésped representa una evidencia concreta del contacto con el pardsito. las técnicas
desarrolladas con la finalidad de detectar esta respuesta son las técnicas indirectas de
diagnéstico entre las que destacan la microinmuno difusién doble (MIDD) o técnica de
Ouchterlony, esta técnica detecta Ac circulantes que identifican a los Ag del pardsito,
cuando difunden los Ag y los Ac, ambos sistemas se encuentran y se forma en la zona de
equivalencia el complejo Ag-Ac correspondiente, que se hace visible en forma de una
linea de precipitacion, la técnica posee sensibilidad del 91.0% y es especifica; el limite
de deteccion es del orden de los miligramos (mg) de proteina (Labarrere, et al., 2010).
Ensayos de ELISA por sus siglas en inglés (Enzyme Lynked Immuno Sorbent Assay)
mediante el uso de Ag secretados por el esticosoma de LI de T. spiralis, que consisten en
un grupo de glicoproteinas estructuralmente relacionadas con pesos moleculares de 45-
55 kDa (OIE, 2004), 1a sensibilidad y especificidad, dependen en gran parte de la calidad
del Ag utilizado en la prueba (Soad, et al, 2010) y Western Blot (WB) considerada
como prueba de alta sensibilidad y especificidad (100%) y técnica de diagndstico
diferencial (Chévez, et al., 2006; Robert, et al., 1996; Aguilar, et al., 2000), detecta

concentraciones del orden de los pico gramos (pg) de proteina, ademds, es una prueba
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diagndstica de especificidad molecular (interaccidn epitope-paratopo) que proporciona

el perfil del Ag.

6.7 Respuesta Inmune del Hospedador

Para los pardsitos helmintos como es el caso de 7. spiralis, se presenta una respuesta innata
a través de distintos mecanismos uno de estos mecanismos es al activar la via alternativa
del complemento ya que células como macrofagos y neutréfilos pueden secretar
compuestos sobre la parte superficial del parasito, también los mastocitos y principalmente
los eosinofilos son las células que actian para eliminar y por lo tanto destruir al parasito
(Doménech A., et al, 1998). La respuesta inmune generada depende del estadio del parasito
en el ciclo vital el cual se presenta en tres fases que son la fase intestinal donde el parasito
es LI y va sufriendo una serie de mudas hasta llegar al intestino donde se da la
diferenciacion sexual del parasito, la fase sistémica donde el pardsito se presenta como
LRN, hasta llegar a la fase muscular donde inicia como LRN hasta que llega nuevamente a
LI dentro de su nicho de coldgena es asi pues que la respuesta inmune en la fase intestinal
es de tipo celular y se manifiesta por la inflamacion que se genera cuando la LI penetran las
células epiteliales del intestino, también se liberan interleucinas y citocinas de tipo 2, las
cuales promueven una respuesta innata, las interleucinas (IL) de tipo 3, 4 y 5 regulan la
inflamacion y favorecen la infiltracién de mastocitos, eosindfilos, asi como el aumento de
histamina y leucotrienos los cuales afectan la mucosa intestinal, (Moreno et al 2003)
(Takahashi Y, et al 1992) para la fase sistémica al paso a la fase muscular se da la presencia
de anticuerpos contra antigenos de superficie, los anticuerpos producidos median una

accion citotoxica, la presencia del parasito en las fibras musculares estimula una respuesta
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de tipo inflamatoria, la cual es insuficiente para combatir y eliminar al pardsito, sin
embargo se caracteriza también por una respuesta tipo Th2 la cual favorece la producciéon
de IL 5, 10, 13 asi como interferdn ¥, ya enquistada en musculo el infiltrado celular que se
presenta alrededor de la capsula de coldgena lo constituyen principalmente macréfagos y
células T CD4", en menor cantidad células T CD8" asi como algunos linfocitos B. En la
respuesta humoral del huésped se detectan anticuerpos de los isotipos IgA, IgM, IgG (De la

Rosa y Correa 1997; Fabre M. et al, 2009; Bruschi F. y Chiumiento L. 2011).

6.8 Vacunas y Antigenos de 7. spiralis.

Las proteinas son probablemente las principales moléculas que se han evaluado como
inmundgenos, debido a su alta inmunogenicidad, a que ha sido posible caracterizar a varias

de estas y a que es factible su produccion a gran escala.

Lo anterior es importante ya que uno de los objetivos es comercializarlas y desde el punto
de vista bioldgico el interferir con su funcion pude conducir a la eliminacién del parasito.
Asi mismo se han empleado los glicanos o glicoproteinas como vacunas, en general estas
moléculas inducen la produccion de anticuerpos que pueden participar en la proteccion del

hospedero contra la infeccion.

A partir de los anos 90’s, se han publicado mas de 100 intentos con 80 diferentes antigenos
recombinantes para 22 especies de helmintos (Geldhof et al., 2007). Sin embargo varios de
estas proteinas han fallado principalmente debido a que los sistemas de expresion no han
sido los apropiados lo que evita la adecuada presentacion de estos antigenos al sistema

inmune del hospedero (Smith y Zarlenga, 2006).
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Existen dos tipos de Ag asociados a T. spiralis, los productos solubles de secrecion,
excrecion (S/E) y los productos de superficie externa o dentro del parédsito Ag somético,
ambos Ag al ser expuestos, inducen una respuesta inmune en el huésped infectado,
denomindndose Ag naturales, hacen referencia a la necesidad de generar estos antigenos
como proteinas recombinantes sin embargo mencionan el problema latente sobre la falta de
estimulacién en la respuesta de proteccion que se pretende inducir aunado al riesgo de

desarrollo de resistencia (Munn, 1997, Newton and Munn, 1999).

Es por lo tanto que la respuesta inmune del hospedador contra el parésito se dirige a las
distintas etapas del ciclo de vida (Appleton 2001). En 1989 fue presentada la patente que
registra la vacuna contra Trichinellosis porcina, como adyuvante se utilizo el adyuvante
completo de Freud y el extracto soluble e insoluble de LRN, ambos extractos fueron
aplicados por via intraperitoneal en tres dosis cada uno de los extractos, indica el autor una
efectividad mayor al 60%, sin embargo el adyuvante utilizado tiene el inconveniente de ser
irritante 'y el protocolo de inmunizacién indica una aplicacién cada semana por tres
semanas mostrando disminucion de la carga parasitaria después de haber infectado a los

cerdos con 2000 LI de T. spiralis (Murell et al. 1989).

Despommier et al., 1990 fue uno de los primeros que caracterizo los antigenos de T.
spiralis en modelos murinos con pesos moleculares que se encuentran desde 32 a 109 kDa
los cuales son productos de secrecion y excrecion del esticosoma, los principales son 37,
43, 48, 50/55 y de 45 kDa. También describen los antigenos de secrecion excrecion de la

larva muscular y como se asocian a el grupo terminal de tivelosa (Mc Vay et al., 1998).

23|



Gamble en 1985 identifica productos de excrecion-secrecién provenientes de larvas
musculares usando anticuerpos monoclonales con peso molecular de 49 y 53 kDa obtenidos
por cromatografia de afinidad, el modelos utilizado fueron ratones los cuales fueron
inmunizados con los antigenos, los cuales inducen una respuesta inmune que provoca la
reduccién de carga parasitaria ya que al realizar la infeccion experimental de los ratones
inmunizados se observé una expulsion acelerada de gusanos adultos en intestino, afectando
de manera directa a los pardsitos hembras y por consecuencia reduciendo la carga

parasitaria en muisculo (Gamble 1985).

También segun el estadio del parasito se han caracterizado distintos tipos de antigenos, esta
caracterizacion es de acuerdo con la reaccion antigeno-anticuerpo presente en los diferentes
modelos experimentales como en el murino, conejo, hamster y cobayo, el antigeno de 43
kDa asi como los que se encuentra en el rango de 45-50 kDa son especificos de la LI que es
el estadio infeccioso de T. spiralis, se han identificado también otros antigenos teniendo
pesos moleculares de 23, 32, 37, 43, 45, 48, 50, 55. 67, y 90 kDa. (Despommier et al.,
1990, Wakelin, 1996, Muioz 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 obtenido de ratas de la cepa Spraque-Dawley, la cuales fueron
infectada via oral con carne infectada que contenia LI de 7. spiralis, los antigenos fueron

identificados por la técnica de inmunoelectrotransferencia.

El ciclo de vida de T. spiralis es novedoso ya que es completado en su totalidad en hébitats
intracelulares esto ha motivado a dilucidar los mecanismos del parasitismo, las
investigaciones enfocadas a la inmunidad han mostrado la influencia de los compuestos N-

glicanos en las respuestas a las LI de 7. spiralis especificamente mencionan que en la fase
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intestinal de la infeccion por 7. spiralis se presenta una respuesta especifica para los
antigenos de fosforilcolina y que estos antigenos se encuentran en estructuras internas de la
Larva como parte interna de la cuticula, epidermis y gldandula intestinal, (Appleton y

Romaris., 2001).

En el 2002 Goyal y cols., utilizaron un carbohidrato llamado tivelosa, el cual fue
comparado con el uso de antigenos de 7. spiralis en un modelo murino, la inmunizacién
con Tivelosa-BSA no tuvo efecto significativo sobre la polarizacion de células T y sobre la
disminucién de nimero de larvas y fecundidad, con lo cual los autores sugieren que la

tivelosa por si sola no tiene efecto protector.

Yepez-Mulia L., et al, en 2007 describen los antigenos TSL-1 que proceden del esticosoma
de LI de T. spiralis y que se encuentran tanto en productos de E/S como en la superficie de
la cuticula del parasito, los anticuerpos anti-TSL-1 reconocen antigenos del rango de 40 a

70 kDa.

Los antigenos de 7. spiralis son reconocidos por anticuerpos de tipo IgG del hospedero,
estos reaccionan con el esticosoma, los anticuerpos de tipo IgM reaccionan con la cuticula
del pardsito mientras que los anticuerpos de tipo IgA reaccionan con antigenos de la
superficie corporal de la larva, con pesos moleculares que oscilan entre 96, 67, 63, 55, 47y
43 kDa (Moreno et al., 1996). En la superficie del esticosoma de la LI de 7. spiralis, 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 105 kDa,
respectivamente (Yépez and Ortega, 1994, Mc Vay et al., 1998, Despommier and Muller,

1970).
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Reveles y colaboradores indican que la inmunoterapia con AST de T. spiralis induce
proteccion ya que se demuestra la disminucién de carga parasitaria esto en modelo
experimental murino y ademds describen que el antigeno de superficie se localiza en la
cuticula de la LI y en cavidad celémica esto demostrado por la técnica de
inmunoflorecencia indirecta y por inmunoelectrotransferencia (Reveles et al., 2000). Por
otro lado se ha utilizado también el AST y el antigeno de 45kD de T. spiralis obteniendo
un efecto protector de mayor significancia con este dltimo ya que reportan alteracién de la
célula nodriza que rodea al pardsito asi como también la ausencia del pardsito (Maldonado

et al. 2007).

También se han utilizado péptidos sintéticos y el primer reporte lo da Robinson y
colaboradores utilizando una glicoproteina de 43kDa mostrando eficacia como vacuna ya
que se demostro la disminucion de la caga parasitaria (Robinson ef al 1995). También se ha
propuesto el uso de vacunas de DNA como en el modelo en ratén, el uso de la vacuna de
DNA (PcDNA3-TspEl) que codifica para un antigeno de 7. spiralis de 31 kDa el cual tiene
similitud del 98% a la secuencia del antigeno 45-50 kDa aislado de la LI de T. spiralis, esta
vacuna indujo una respuesta celular que produjo una proteccion parcial contra el reto a la
infeccién con la LI de T. spiralis, con una reduccion del 37.67% en los parasitos adultos

(Wang et al., 2006).

En este mismo contexto, un estudio realizado sobre el uso de una vacuna oral a base de
DNA denominada TS87 en ratones infectados con 7. spiralis provoc tanto una respuesta
local significativa de IgA como una sistémica con perfil Thl mediada por INF-y vy perfil
Th2 mediada por IL-5, IL-6 e IL-10. Lo anterior se correlaciond con la reduccién en un

29.8% de parésitos adultos y un 34.2% de LI después del reto con 7. spiralis (Yang et al.,
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2010). La clonacién de la paramiosina de 7. spiralis (TsPmy) y su empleo junto con el
adyuvante completo de Freund’s en la vacunacion de ratones BALB/c que posteriormente
fueron infectados con T. spiralis, en estos estudios se observo la produccién de anticuerpos
especificos de isotipo IgG, asi como una respuesta inmune Th1/Th2 concomitante con una
reduccién de 36.2% en LI de T. spiralis (Yang et al., 2008). Se han reportado también la
produccién de anticuerpos contra esta proteina de 43 kDa que se localiz6é en nicleo y
citoplasma de células de musculo infectadas. Las glicoproteinas 43 — 53 y 45 kDa que
forman parte de los antigenos de 7. spiralis contienen epitopes de tivelosa, estos antigenos
son reconocidos preferencialmente por el hospedero durante la infeccidn, lo cual los hace

muy utiles en el inmunodiagnostico de Trichinellosis.

Recientemente, estas glicoproteinas han sido bien caracterizadas a nivel molecular y han
mostrado que estas proteinas son importantes para la transformacion de la célula muscular,
la formacidn de la capsula y continuacion de parasitismo debido a Trichinella spp (Nagano

et al., 2009).

Es importante destacar que la mayoria de los estudios se han centrado en la antigenicidad /
inmunogenicidad de las LI de T. spiralis y antigenos especificos de LI, ya que los antigenos
de las LI se sugiere que tienen un papel funcional en el parasitismo y se liberan dos veces:
cuando las LI son ingeridas en el intestino y de nueva cuenta cuando la LI se enquisto en
las células musculares, estos antigenos han mostrado su participacién en la induccién de
respuestas inmunes clave que muestran tener un efecto protector al hospedero infectado por

T. spiralis (Appleton et al., 1991., Bolas-Fernandez and del Corral Bezara, 2000).
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En 2013 Bien y colaboradores realizaron un estudio para identificar antigenos de 7. spiralis
que son reconocidos por anticuerpos del huésped, utilizaron extractos crudos y proteinas E-
S de T. spiralis por medio de inmunotransferencia con antisueros derivados de cerdos
infectados experimentalmente con 200 o 20,000 LI de T. spiralis, el objetivo encontrar
antigenos de 7. spiralis con potencial de diagnéstico, el resultado demuestra que la
totalidad de antisueros de T. spiralis, independientemente de la dosis infecciosa, reconocid
proteinas comunes en cada etapa del ciclo vital reconociendo pesos moleculares de
alrededor de 20-27 kDa en la fase intestinal de la infeccién, 41 kDa y 105 a 195 kDa en la
fase de migracién y en la fase muscular mostraron ademds que se presentan proteinas
comunes que se detectaron en sueros a lo largo de la infeccion, la deteccion se da partir del
quinto dia después de la infeccion (dpi) a hasta los sesenta dpi. Estos resultados amplian el
conocimiento de los componentes antigénicos especificos de 7. spiralis. También muestran
el hallazgo de componentes comunes entre todas las etapas del ciclo de vida de T. spiralis
lo que pudiera ser de utilidad para la preparacion de antigenos para uso diagndstico, ya que

estos antigenos son relevantes, independientemente de la fase de infeccion.

Castafieda reporta el uso de AST en cerdos con un esquema de inmunizacion e
inmunoterapia, donde obtiene una mayor disminucion de carga parasitaria a los animales
tratados por inmunizacion con AST, reporta que la respuesta inmune de Ac, se detecta a la
cuarta semana pi, por MIDD y desde la segunda por IET y por esta técnica reporta un
patrén de bandeo de 14 a 97 kDa presentandose con mayor nitidez en el caso de la
inmunoterapia, por IFI reporta fluorescencia a nivel del esticosoma aparentemente marcado

en la zona que corresponde a los esticositos al y a2. (Castafieda 2010).
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7. MATERIAL Y METODO

7.1 Material Biolégico

1. Se utilizaron ratas de la cepa Long Evans de 2.5 meses de edad proporcionadas por el
Bioterio de la Unidad Académica de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de

Zacatecas.

2. Se utiliz6 la cepa de Trichinella spiralis conservada en modelos experimentales la cual

tiene origen del primer brote reportado en la comunidad de Laguna del Carretero Villa

Nueva Zacatecas.
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7.2 Diseiio Experimental.

Se utilizaron ratas cepa Long Evans se obtuvo AST Por técnicas Directas, se realiz6 EGPA
para separar proteinas por PM, las ratas fueron divididas en 4 grupos control sano, control
infectado, grupo de inmunizacién y grupo de inmunoterapia, durante el tratamiento se
obtuvo muestra de sangre y posteriormente se aplicaron técnicas indirectas, la proteina de
de 45 kDa fue separada del gel por elucién de bandas para posteriormente analizarla por

espectrometria de masas.

Modelo Experimental

murino.
Af
LI
2z D/A GG A
Obtencion de AST Lisls Secuenciacion Infeccién
‘L p por EM Via oral 500LI
Separacion por EGPA y Controlinfeccion ¢
obtencion de.'la banda de 45 Diez -, por via intradérmica
kDa por eluf:l'on de bandas , por via subcutanea
purificacion Inmunizacion 10pg Via intramuscular
. . via intraperitoneal
Veinte ., via subcutanea
Caracterizacioninmunolégica .
Tres Grupos Inmunoterapia
Infeccion via oral 500LI <z RFTO
¥ Infeccion via oral 500LI
30dias
10 pg
Protocolo Inmunoterapia 20.: 18 . o
Cinco aplicaciones 30 Mg via intradérmica
40 ug
50 pg
6 semanas Sueros obtenidos

Toma de muestra SanguiNea e tscnicas Indirectas

/semana IET, MIDD
frotis sanguineo.

IDR

Sacrificio.
Toma de muestra de los misculos—=3 CP, D/A, H-E

Evaluar infectividad de LI
obtenidas del musculo de Ratas

sometidas a tratamiento
Azul tripano
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7.3 Del modelo experimental utilizado

Para este estudio se utilizaron Ratas con una edad aproximada de dos meses y medio de

edad de la cepa Long Evans tanto hembras como machos.

Los animales se mantuvieron en condiciones constantes de temperatura y luz, con acceso
libre a alimento y agua dentro del bioterio de la Unidad Académica de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Auténoma de Zacatecas, las ratas fueron divididas en grupos los cuales
fueron: control sano, control infectado, grupo de inmunizacién (InZ) y grupo de
Inmunoterapia (InT) cada grupo para hembras y machos. Estos animales fueron tratados
bajo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 que indica las Especificaciones

técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

7.4 Técnicas empleadas:

A. Para obtener los inmunoégenos.

Obtencion de AST: El AST se obtuvo de la siguiente forma: Se obtuvieron LI a través

de la digestion artificial, el proceso se llevo a cabo a 37° C por 24 horas segun el
método descrito por Del Rio y colaboradores en 1986 con algunas modificaciones, las
cuales consistieron en que se colocaron 60 g de tejido infectado triturado con un
procesador de alimentos, la mezcla obtenida se coloc6 en un tamiz de tul, en forma de
saco; suspendido en una solucion al 0.03 % de pepsina (10,000 U) y HCI al 37 %
(0.2M) en un litro de agua destilada en un embudo de separacion; transcurridas las 24
horas se procedio a separar las LI las cuales se depositaron en el fondo del embudo de

separacion, se sometieron a tres lavados con solucion Buffer de fosfatos (PBS), se aislo
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el paquete larvario precipitado al fondo del tubo cénico, se adiciond nitrégeno liquido e
inhibidor de proteasas y se trituraron por accién mecdnica en condiciones en frio. Una
vez rotas las LI se centrifugaron, el sobrenadante que se obtuvo contenia el AST de T.

spiralis. (Mufioz et al., 2007).

Determinacién de proteina: Se determind la concentracion de proteinas del AST. Para

ello, se realiz6 una curva estdndar usando albimina sérica bovina (ASB), segin la
metodologia de Bradford, 1976. Ajustando la concentracién de proteinas obtenidas a
una densidad dptica de 595 nm mediante azul de Commassie al 0.06% preparado en
HCI al 2.2%. Se interpol6 el valor de la densidad 6ptica del Ag, a la de la curva
estdndar de albimina, y asi, se obtuvo la concentracién de proteinas contenidas en el
extracto antigénico. La medicion se realiz6 con el lector de ELISA Imark Microplate

Reader Bio-Rad ®.

B. Para obtener la proteina inmunogénica de 45kDa.

Al AST se sometio a electroforesis en gel de poliacrilamida (EGPA), corrimiento que
sirvid para separar las proteinas por peso molecular y preparacion de la membrana de
nitrocelulosa (NC) utilizada en la IET. Para ésta técnica, se usaron geles de 8x10 cm
elaborados con SDS en condiciones reductoras a una concentracion de 4.0% para el gel
concentrador y al 11.0% para el gel separador, con una micropipeta se midieron 11.0 pl
de AST/carril disueltos en buffer con una concentracion equivalente de 30 ug de
proteina. El buffer es una solucién reductora que contenia Tris-HCl 1.0 M, pH 6.8,

glicerol, DSS al 2.0%, azul de bromofenol al 0.5%, acido etilendiaminotetraacético
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(EDTA), H20, ditiotreitol 5 mili molar (Mm) y 2-B mercaptoetanol al 5.0%. La mezcla
se calent6 a bafio Maria (47°C) durante cinco minutos y posteriormente se midieron los
volimenes para cada carril. El corrimiento electroforético se realiz6 en una cdmara
Protean II xi Cell Bio Rad ®, aplicando un voltaje de 50.0 volts (V) durante 30
minutos y 100 V por 90 minutos. Al término, se verificé el frente de corrimiento de la
electroforesis para corroborar el desplazamiento y la cdmara se apagd. Los geles fueron
retirados, se procedio a teiiir uno de los geles con azul de Coomassie G- 250 con el fin
de visualizar los carriles de corrimiento y verificar la presencia de las bandas proteicas.
Finalmente se sec6 en membranas de celofdn. Los marcadores de peso molecular
utilizados son provistos por el fabricante, 161-0362 Precision Protein Standars Bio-Rad
® con un rango de 250 a 10 kDa. (Laemmli et al., 1970). Para separar la proteina de 45
kDa se separ6 del total del gel y por elucién mecénica en frio mediante el detergente
dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% se obtuvo la proteina en solucién

amortiguadora de fosfatos (PBS).

C. Técnicas Directas.

Técnica de compresion en placa (CP): Al sacrificio del modelo experimental (ratas

Long Evans) se obtuvo la carne de los tejidos, se realizé una mezcla homogénea de los
tejidos de diafragma, lengua, pierna, (también se observaron por separado cada uno de
los tejidos) se observaron 0.5 g de la muestra, se colocaron en una laminilla de vidrio
con otra laminilla se comprimieron, se observaron al microscopio de luz con objetivo
x10 (Rossignol et al., 2001). Verificando asi la presencia o ausencia de LI en musculo

estriado.
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Técnica de digestidn artificial (DA): El proceso se describio para la obtencion del AST,

variando la recoleccion de la LI obtenidas las que fueron observadas en el microscopio

optico de luz con los objetivos x10 y x40.

Azul tripano: Se tomé una muestra de tejido se embebid en el colorante el cual tenia
una concentracién al 2% por un periodo de 15 min. Al obtener los precipitados de DA

se tom6 una muestra de 50ul y se agrego el colorante por el mismo periodo de tiempo.

Tincién Hematoxilina—Eosina (H-E): Se tomaron muestras de pierna, lengua y

diafragma de cada rata, controles y tratamiento. Se fijaron los tejidos en formol
amortiguado al 10% por 24-48 horas. Posteriormente se pasaron a alcohol etilico al
70% para su procesamiento automatico por aproximadamente 12 horas en dos pasos de
OH al 70%, OH al 80%, OH al 96%, OH al 100% y xilol. De éste ultimo paso se
sacaron las muestras y se embebieron en parafina formando bloques de soporte para la
realizacion de cortes histologicos de 5-8um de espesor en un micrétomo Leica Modelo
820. Los cortes se colocaron en un bafio de flotaciéon a 50°C y se levantaron en un
portaobjetos para dejarse secar, desparafinar por una hora en una estufa y pasar luego al
proceso de tincion con la técnica Hematoxilina y Eosina segun el criterio de Viloria,

2000.
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D. Técnicas Indirectas.

Frotis sanguineo y Tincién Wright: Se toma muestra sanguinea de la rata a través del

seno retro orbital dejando caer una gota de sangre en uno de los extremos de un porta
objetos de vidrio limpio con ayuda de otro porta objetos se hace la extensiéon en
direccién contraria a donde se colocé la gota de sangre con movimiento suave en una
sola intencidn, se deja secar a temperatura ambiente y posterior mente se tifie con
colorante Wright en una bandeja para tincién donde se coloca el colorante por un
periodo de 7 min teniendo en cuenta que la laminilla debe quedar impregnada de
colorante sin que este se evapore y posteriormente se enjuaga con PBS por un periodo
de 5 min, se lava la laminilla con agua potable se deja secar a temperatura ambiente
para proceder a la observacion en un microscopio 6ptico con el objetivo de inmersion

(Rodak F. 2004)

Micro Inmuno Difusién Doble (MIDD): Se elaboré un gel de bactoagar al 1 % en

solucion Buffer de fosfatos (PBS) con 0.01 g de azida de sodio; se colocaron 4.0 ml de
la solucidn liquida (50°C) sobre una laminilla de vidrio, una vez que solidificada, se
procedi6 a formar una roseta, a una distancia de 0.5 cm. entre pozo y pozo, se coloco el
AST en una cantidad de 10 pL (18 pg ) en el centro, en torno a éste los sueros
problema, como control un suero positivo y un negativo, se dejé a temperatura
ambiente en cdmara himeda de 24 a 48 horas hasta que se presentaron lineas de

precipitacion entre el suero control positivo y el antigeno (Oucherlony O. 1958).

Inmunoelectrotransferencia (IET): El producto que se obtuvo del corrimiento en gel de

Poliacrilamida se transfiri6 a papel de Nitro-Celulosa, de acuerdo a lo descrito por
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Towbin (Towbin et al.1979), se utilizé un buffer de transferencia que se prepar6 de la
siguiente manera: 6.05 g de Tris 0.025 M, 28.8 g de Glicina 0.19M, 200 ml de metanol
al 20% y agua destilada la necesaria para aforar a 1 litro. Se utiliz6 la cdmara de
Transblot- Cell (Bio—Rad®.) a 35V, durante toda la noche a 4 °C. El papel de
Nitrocelulosa (NC) se tifi6 con fast green (verde rdpido) por 5 min. Con agitacién
constante, se retird el colorante y se decolord para verificar la transferencia de las
proteinas, se dejo secar y se cortaron las tiras del ancho aproximado de cada carril.
Posteriormente, se procedié a cubrir cada tira con una solucién de PBS- leche
descremada al 3% y azida de sodio al 0.15% a 4°C, con agitacion constante durante
toda la noche. Transcurrido el tiempo se lavd tres veces por 10 min con PBS, se
continud con la incubacién por 1.5 hrs. con los sueros problemas en una dilucién de
1:100 en PBS- leche en polvo al 3% a temperatura ambiente con agitacion constante;
enseguida se lavaron dos ocasiones con PBS- Tween 20 al 0.3% por 10 min. y tres mas
con PBS por 10 min. Posteriormente se incubo con el segundo anticuerpo Anti- IgG, de
murino, conjugado con peroxidasa 1: 2000 PBS- leche en polvo al 3% por una hora a
temperatura ambiente, con agitacion; después se lavaron dos veces con PBS- Tween 20
al 3% y se enjuagaron con PBS por 10 min. El patron de Bandeo de cada tira se revelo
con 3,3-Di-Amino Bencidina, 50 mg. en 100 ml de PBS, usando, como sustrato,

peroxido de hidrégeno.

Intra-Dermo Reaccién. (IDR): Se administraron 10ug del AST correspondiente en una

parte visible del animal generalmente tomando como referencia la columna vertebral,
posterior a la inoculacién del inmundgeno correspondiente se observd la respuesta

inmune generada en intervalos de tiempo comprendidos en 1, 24 y 48 hrs.
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Secuenciacion parcial por espectrometria de masas (EM): La espectrometria de masas se

fundamenta en la separacion de particulas moleculares o atémicas por su diferente masa.

El proceso de la espectrometria de masas comprende basicamente cuatro etapas:
e lonizacién de la muestra.
e Aceleracion de los iones por un campo eléctrico.
o Dispersion de los iones segin su masa/carga.

e Deteccion de los iones y produccion de la correspondiente sefial eléctrica.

Para la muestra que se obtuvo de la electroforesis en gel de poliacrilamida y su posterior
elucion se procedié a eliminar contaminantes como sales duras y detergentes que
pudieran interferir con el andlisis el PBS, SDS asi como el azul de Coomassie que
contenfa la muestra se elimind utilizando filtros MILLIPORE Microcon (centrifugal
Filter Devices) adicionando Bicarbonato de amonio (NH4CO3) en cantidad suficiente, se
centrifuga a 10,000 rpm (revoluciones por minuto) a 20 °C por 30 min repitiendo los
ciclos hasta terminar la muestra, se recuper6 la muestra adicionando 100ul de NH4COs3
se procedio a verificar a 280 nm la concentracion de proteinas en el sistema nanoDrop
adicionando en el lector 2uLL de la muestra, se procedié a digerir la muestra tomando
100 pL de la , se adiciono 5 pL de ditiotreitol (DTT) se incubo durante 1h a 65 °C en
agitacion lenta con el fin de reducir los puentes disulfuro presentes en la muestra,
posteriormente se procedid a la alquilacioén de grupos sulfihidrilos se adiciono 4uL de
Iodoacetamida se incuba 1h a T° (temperatura) ambiente en condiciones de oscuridad,
para parar la reaccion de alquilacion se adiciona 20 ul de DTT. Para neutralizar la

Iodoacetamida se incuba 45 min a T° ambiente, finalmente se procedio a la digestion con
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tripsina, se tomo el liofilizado de tripsina el cual tenia una concentracién de 20 ug se
resuspendi6 con 20 ul de NH4CO3 de esta mezcla adiciono 10 pl a la muestra se agita en
vortex a velocidad constante se incuba a 37°C en bafio maria por 18 h posterior a esta
incubacion se agreg6 5 ul de 4cido trifluoroacetico (ATFA) se centrifuga a 10,000 rpm
por 15 min a 20°C con esta muestra se recuperd la proteina limpia y se procedio a su re-
verificacion a 280 nm en el sistema nanoDrop, se procedi6 a la separacion
cromatogréfica con el sistema nano UPLC marca Waters modelo nanoAccquity con una
columna de fase reversa C18 300 micras x 150 mm, 2 micras y elucién con un gradiente
agua + 0.1% Ac foérmico/Acetonitrilo durante 125 minutos, la deteccion se realizé con
un sistema de espectrometria de masas hibrido Cuadrupolo-tiempo de vuelo con
resolucion experimental aproximada de 10,000 y con interface electro Spray y con
inyeccién de Glucofibrinopeptido como calibrador continuo a 100 fmol/ml, del cual se

tomo la masa 785.8426 como referencia para el ajuste de exactitud de masas.

Cabe senalar que el control y adquisicion de datos crudos se hizo con el software
MassLynx vers 4.1, se procedié entonces al Procesamiento de datos. El cromatograma

obtenido fue exportado al servidor para ser procesado con el software PLGS vers 2.4.

E. Método estadistico a emplear.

Andlisis de varianza para la carga parasitaria obtenida en cada uno de los tratamientos,
comparados con respecto al control infectado que se tom6 como el 100% de infeccion,

ademds de la eosinofilia presentada en los distintos tratamientos.
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8. RESULTADOS

8.1 De la Obtencion del AST

Por medio de la cepa de conserva que se tiene en el Bioterio de la Unidad Académica de
Ciencias Bioldgicas se proporciond animales infectados con 7. spiralis los cuales fueron
sacrificados y el musculo obtenido sometido a la técnica digestion artificial con la que se

obtuvieron LI viables de T. spiralis. Fig 1.

;

—

i)

Fig.1 En A). Se observan ratones cepa Balb/c de conserva infectados con LI
de T. spiralis. B). LI de T. spiralis en musculo estriado de animales de
conserva. C). Embudo de separacion con liquido digestor de la técnica
de Digestién Artificial. D) Tubos cénicos con LI obtenidas de la
digestion artificial. E),F). LI de T. spiralis enquistadas en musculo
estriado que fue sometido a DA, F). LI obtenida de Digestion Artificial

donde se observan las caracteristicas fisicas viables del parasito.
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Después de obtener el paquete larvario se trituro mecdnicamente agregando N, Liquido
hasta observar la destruccion fisica del parasito esto se corrobord tomando una alicuota de
la muestra y observdndola en el microscopio 6ptico de luz con el objetivo x4 y

posteriormente con el x10. Fig.2

Fig. 2 Se observa en A), B). El concentrado de LI triturado en un mortero de
porcelana después de afiadir el nitrgeno liquido, en C). Se observan las
LI ya trituradas no se observan trazas de formas viables.

Al someterlo a centrifugacion se separd el sobrenadante y se obtuvo la concentraciéon de

proteinas por medio de una curva patrén de albumina por el método Bradford la cual fue

1.1404pg/uL Fig.3.
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BSA Abs

0.05 0.426
0.1 0.506
0.2 0.626
03 0.753
0.4 0.778
0.5 0.951

_y—03913  (1.6380 — 0.3913)

= 1.1404

1.0917 1.0917

Fig. 3 Se muestra el aparato iMARCK de Bio-Rad (A) donde se realizo la
lectura de la microplaca para la determinacién de proteinas (B), asi
como la curva con la correccién de regresién lineal para la
determinacién de la concentracion del AST.

8.2 De la EGPA para la separacion por peso molecular.

Se realiz6 la separacién por peso molecular de los geles de poliacrilamida los cuales fueron

analizados por densitometria con el Software Image Lab Versién 2.0.1 Bio-Rad®

Laboratorios para verificar la presencia de la banda de interés que en este caso es la de

45kD la cual fue comparada también con el estandar de peso molecular 161-0362 Precision

Protein Standars Bio-Rad ®. Fig 4.

41 |



Control \

e e |

45kD
50kD =——3 : /
—_—
- #\
) B ..
Lane 1
rB - 12
;m \/ ‘
O . RILIREEE Ll
o 0o L " o 100

Fig.4 A). Gel de poliacrilamida donde se muestra la separacion por PM del
AST. (MPM. Marcador de peso molecular), B). Andlisis por
densitometria de uno de los carriles obtenidos donde se identifica cada
una de las bandas obtenidas de la separacion.

42 |



8.3 Técnicas Directas

8.3.1 Para el grupo control sin infeccion

Las técnicas donde se verifica la presencia del pardsito resultaron negativas para todos los

casos, Fig 5.

Fig.5 Se observa diafragma de rata por la técnica de
compresion sin presencia del parasito 7.
spiralis, se pueden observar también la
fibras musculares definidas (flechas),
observado con el microscopio 6ptico de luz a
x10 (aumento real 100X)

8.3.2 Resultados para el grupo control infectado

Las técnicas aplicadas fueron la compresion en placa que resulto positiva ya que se
observaron LI de 7. spiralis en el tejido, la técnica de azul tripano donde se observo

viabilidad que resulto positiva ya que el pardmetro que se tomé para determinar viabilidad
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positiva fue el que el colorante permaneciera en la periferia de la célula nodriza de la LI, es

decir que no penetrara al interior tanto de la célula nodriza como del parasito en si.

También para determinar viabilidad por medio de la observacion de las caracteristicas
fisicas del parasito se observaron los paquetes larvarios obtenidos por DA la cual para este
grupo resulto viabilidad positiva ya que se observa el color rosa caracteristico de parasitos
viables asi como al observar una muestra en el microscopio Optico a x10 se observé al

parasito en espiral, hidratado y sin modificaciones visibles a lo largo de la cuticula. Fig 6.

Fig. 6. A. Se muestra compresion en placa del tejido de rata donde se observa LI
de T spiralis dentro de la capsula de coldgena bien definida y con
caracteristicas fisicas aparentemente viables. B. resultado de la tincion de
tejido con Azul tripano donde se observa que el colorante se concentrd en
la periferia de la capsula de colagena lo que permite afirmar que el
parasito es viable. C. precipitado de LI obtenidas de digestion artificial
donde observamos la coloracion rosada del paquete. D. LI de 7. spiralis
obtenida de digestion artificial y observada en el microscopio optico de luz
a x10 observamos la espiral caracteristica asi como la continuidad de la

cuticula.
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8.3.3 Resultados de las técnicas directas del tratamiento de Inmunizacion

Con AST: Al sacrificio de los animales después del tratamiento de inmunizacién con
AST, se recuperd el tejido el que se sometié a compresion en placa en la que se observo a la
LI aparente mente sin ninguna modificacién ya que la célula nodriza se observa intacta sin
embargo al aplicar la tincién con Azul tripano se observé que el tejido se tifié de manera
uniforme, al observar la caracteristicas fisicas de paquete larvario obtenido por DA se
observé de un color café claro al tomar una alicuota y observarla al microscopio éptico se
observo que las LI no conservaban la espiral que caracteriza al parasito al aplicar a estas la

tincién con azul tripano este no penetro a la LI y se concentré en la cuticula de este fig. 7.

Fig.7 en A) LI de T. spiralis aparentemente viable de compresion en placa. B) LI

teflida con Azul tripano donde se observa la distribucién uniforme del
colorante a lo largo del tejido. C) paquete larvario obtenido de DA en el que
se observa un color café claro. D) LI obtenidas de DA donde se muestran
modificaciones fisicas como la perdida de espiral en la LI. E) LI obtenidas
de DA sometidas a tincidon con azul tripano donde se puede observar
acumulado en la cuticula del parasito sin penetrar al interior. Todas

observadas con el microscopio 6ptico de luz a x10 (Aumento real 100X).
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Inmunizacién con proteina de 45 kDa: Después de la aplicaciéon de la proteina de 45 kDa

se sacrificaron los animales se recuperd tejido muscular, el cual se sometié a compresion en
placa donde se observé modificaciones en la capsula de coldgena asi como degradacién de
la LI, al someter este tejido a tincidén con Azul tripano se observa que el colorante penetra
tanto a la célula nodriza como al parasito dentro de ella, se observan también ligeros
acimulos de células polimorfo-nucleares principalmente dentro de la capsula de coldgena,
al observar el precipitado obtenido de DA se observan LI no viables ya que se notan rotas
y deshidratadas, al observar la muestra sometida a tincién por Azul tripano se observa una
acumulacién de colorante dentro de las LI lo que demuestra la no viabilidad de las LI de 7.

spiralis Fig. 8.

Fig. 8. Se observan las caracteristicas morfoldgicas de LI por las técnicas de
Compresion en placa, DA y Azul tripano. En A). Se observa LI en
compresion en placa se observa que no hay continuidad en la cuticula, la
célula nodriza se observa con bordes no lineales. B) se observa el
colorante de manera uniforme tanto en el tejido como en la célula nodriza
y dentro de esta, asi como un aparente acumulo de polimorfonucleares
rodeando a la LI principalmente a los extremos interiores de la célula
Nodriza. C) se observa LI no viables producto de la DA. D). se aplic6 la
LI obtenidas de DA la tincién con Azul tripano donde se observé a las LI
con el colorante en el interior del parasito lo que muestra la no viabilidad
de las LI. Todas observadas con el microscopio Optico de luz a x10

(aumento real 100X).
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8.3.4 Resultados de las técnicas directas del tratamiento de Inmunoterapia

Inmunoterapia con AST: Después de la aplicaciéon del protocolo de inmunoterapia el

resultado de las técnicas directas de compresion en placa, DA y Azul tripano se muestran
modificaciones en las caracteristicas fisicas del parasito entre estas la modificaciéon de la
célula nodriza, la perdida de espiral, modificaciones en el color asi como viabilidad ya que
el colorante tifio de manera uniforme tanto tejido como célula nodriza asi como LI dentro

de esta Fig. 9.

Fig. 9. En A) compresién en placa de tejido donde se observa LI de T. spiralis
con modificaciones en la estructura y en la célula nodriza B) tejido
tefiido con Azul tripano y observado por compresién en placa donde se
observan LI de T. spiralis tenidas en el interior lo que indica la no
viabilidad de las LI. C). LI obtenidas de DA se observan pardsitos con
modificaciones en el contenido interno ya que se nota dicontinuo. D). LI
tenidas con Azul tripano se notal algunos abultamientos a los largo de la
cuticula y colorante dentro de las LI principalmente a los extremos.

Todas observadas al microscopio 6ptico a x10 (Aumento real 100X).
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Inmunoterapia con la proteina antigénica de 45 kDa: Al procesar los tejidos por las técnicas
directas al término del protocolo de inmunoterapia se observan LI sin célula nodriza,
tefiidas tanto tejido como LI con Azul tripano, al someter el tejido a DA se observan LI no
viables, al observarlas después de aplicar el colorante azul tripano se observan con el

colorante en el interior de la LI y se evidencias partes discontinuas de la cuticula fig. 10.

Fig 10. A) Compresion en placa donde se observan LI sin célula nodriza y no
presentan la espirar caracteristica del parasito, B). Tejido en compresion
en placa tenido con azul tripano donde no se observa célula nodriza
solo LI. C). LI no viables resultado de la DA. D). LI tefidas con Azul
tripano donde se observa el interior de la LI tefiido con el colorante.

Todas observadas al microscopio 6ptico a x10. (aumento real 100X).

8.3.5 Resultado de la técnica de la tincion de tejido con Hematoxilina- Eosina.

El resultado muestra principalmente mioisitis caracterizada por infiltrados celulares
principalmente linfocitos y neutrdfilos variando la presencia de estas células con el
tratamiento aplicado, destacando en el caso de la inmunizacidn con la proteina de 45 kDa la

aparente destruccion de quistes e 7. spiralis. Fig 11, 12.13.14.
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Fig. 11. Control infectado. En A). Se identifica célula nodriza de T spiralis
con poca infiltracion celular aparente mente viables. B). Quiste de

T. spiralis circundado por fibras musculares (Aumento real x10)

Fig. 12. Tratamiento de inmunoterapia con AST. En A). Se observa una
linea de epitelio con queratina, por debajo musculo estriado,
parcialmente hialinizado, distinguible esta por el color rosaceo
palido, que también tiene infiltrado mononuclear, se identifica
una célula nodriza de T spiralis. B). Célula nodriza de T
spiralis circundado por fibras musculares (Aumento real A x10,

B x40)
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Fig. 13. Tratamiento de inmunoterapia con proteina antigénica de
45 kDa. En A) se observan dos células nodrizas de
T. spiralis, con infiltrado circundante inflamatorio.
B) quiste de T. spiralis con infiltrado circundante,
macrofagos internos e indicios de calcificacion. A x10,

B x40

50

Fig. 15. Tratamiento de Inmunizacién con AST, en A) se observa Miositis

aguda e intersticial acompanada de infiltrado de polimorfo
nucleares, degeneracion hialina parcial, la célula nodriza de
T. spiralis se observa con células multinucleadas internas.
Observado a x10 con el microscopio Optico de luz B)
Acercamiento del quiste de 7. spiralis circundado por musculo
hialinizado y con infiltrado de células polimorfonuclares.

Observado a x40 con el microscopio optico de luz.



8.3.6 Resultado de la Digestion Artificial (DA)

Se observa la disminucién de la carga parasitaria con los distintos tratamientos siendo la
Inmunizaciéon con la proteina antigénica de 45 kDa donde se presenta una mayor
disminucién de la carga parasitaria comparado con el control infectado, resultando las
hembras con mayor disminucién aun que se debe de tomar en cuenta que con respecto al
control infectado presentaban una mayor carga parasitaria que los machos, los resultado se
presentan en LI en 30 g de tejido que es la cantidad que se someti6 a DA. Tabla II, III y

Griéficas 1,2.
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Tabla II Gréfica 1. De la Carga parasitaria en hembras.

Control Control

Hembras sano infectado InZ 45kD InZ AST InT AST InT 45kD
ul 0 500 54 110 130 159
LI 0 12500 1350 2750 3250 3975
% 0 100 10.8 22 26 318

Carga Parasitaria en Hembras

500 -+
400 - B Control sano
Control infectado
g OS] w# InZ 45kD
=1
200 -f . il InZ AST
2 InT AST
100 - :
s + InT 45kD
0 ) i R /’f,

Tratamientos
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Tabla III Gréfica 2. De la Carga parasitaria en Machos

Control Control

Machos sano infectado InZ 45kD InZ AST InT AST InT 45kD
pl 0 620 71 160 185 179
Ll 0 15500 1775 4000 4625 4475
% 0 100 1.14 25.8 29.8 28.8

Carga parasitaria en Machos

% Control sano

N Control infectado
i InZ 45kD

7, InZ AST

% InT AST

# InT 45kD

tratamientos

Al realizar el anélisis de varianza para analizar si existe diferencia significativa entre cada

tratamiento en los machos resulta un valor de la Razén de Varianza mayor que f critica lo

que indica que en los tratamientos existen diferencias significativas, siendo la inmunizacién

con la proteina de 45 kD el de mayor significancia por la diferencia que muestra con

respecto al control infectado, esto con un nivel de confianza del 95%. Los cdlculos se

incorporan en el anexo 1 de calculos.

53|



8.3.7 Resultado De 1a MIDD

En la micro-inmuno-difusién doble se analizaron todos los sueros de todos los tratamientos
en la segunda, cuarta y sexta semana después de cada tratamiento, en todos los casos los
sueros de animales a la segunda semana pos tratamiento en el caso de la inmunoterapia, y
post infeccion en el caso de la inmunizacidn resultaron negativos, no asi a la cuarta semana
donde se visualizaron lineas de precipitacion caracteristicas de la reacciéon Ag-Ac , el
comportamiento tanto de hembras como machos fue similar, a la sexta semana también se
visualizaron las lineas de precipitacion caracteristicas de la interacciéon Ag-Ac, solo que con
el tratamiento de InZ con proteina de 45 kDa se presentaron sueros en los cuales la

precipitacion se dio 48 h después de procesada la técnica. Tabla IV, Fig. 16, 17.

54|



Tabla IV.
Donde se muestra el resultado de MIDD para los distintos tratamientos y tiempos de

tomada la muestra de sangre.

Tiempo en semanas

Tratamiento 2 4 6
? J ? d Q )
Control sano
Control Inf. VI VI VI v
InZ AST v | | v
InT AST VI VI VI v
InZ45 kDa v v v |
InT45 kDa VI VI VI v

Q@ Hembras, & Machos, X negativo a la presencia de bandas de precipitacién, M
positivo a la presencia de bandas de precipitacion Caracteristicas de la interaccion
Ag-Ac de T. spiralis.
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Fig. 16. MIDD de sueros de dos semanas posteriores a la infeccién del grupo de
InZ con la proteina antigénica de 45 kDa donde se muestra la
posicion de los sueros problema los controles y el AST, no se
observan lineds de precipitacion que indiquen la interacciéon Ag-Ac,
estas se observan solo entre el pocillo central y donde se colocé el

control positivo (C+).

Fig. 17 MIDD en A) 4 semanas pi de ratas tratadas por InZ con proteina
antigénica de 45 kDa donde se pueden observar lineas de
precipitacion que indican la interaccion Ag-Ac. B) 6 semanas pi

de ratas tratadas por InZ con proteina antigénica de 45 kDa.
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8.3.7 Resultado De la IDR.

Al finalizar los tratamientos se observé de forma cualitativa la triple reaccién de Lewis con
el fin de evaluar la respuesta celular, al aplicar AST de T. spiralis en la parte superior de la
columna vertebral donde se observé la presencia de induracion, eritema y temperatura a las

2, 24 y 48h posteriores a la aplicacion del AST. Tabla V, VI. Fig. 18.

Tabla V

Resultados de la triple reaccion de Lewis en hembras a los distintos tiempos de revision.

Observacion a l1as hembras después de la aplicacion de AST.

T — ertems e
Tratamiento|
2h 24h 48h 2h 24h 48h
Control Inf. =] =] I3 =] =]
InZ 45KkDa =] =] =] =] =] =l
InT AST i} | =} | | B
InZ AST [z} | i} | | [}
InT 45kDa [z} | i} | | B

Induracién en mm, I se observa la caracteristica, B no se observa la caracteristica.

Tabla VI

Resultados de la triple reaccion de Lewis en Machos a los distintos tiempos de revision.

Observacion a las Machos después de la aplicacion de AST.

. —
Tratamiento|
2h 24h 48h 2h 24h  48h
ControlInf. =] =] s 5|
LBl 4 ¥ o =
InT AST il ® ® i} i}
L ) 5} 5} ) £
Ll ¥ 5 5 @ £

Induraciéon en mm, M se observa la caracteristica, B no se observa la caracteristica.
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Fig. 18. Se muestra Rata Hembra del grupo control infectado en A) antes de la de la

aplicacién de AST, B). 2h después de la aplicacién de AST se puede observar

induracién vy ligero eritema, C). Medicion 48 h después de la aplicacion del AST.

8.3.8 Resultado De la Eosinofilia

Se tomd muestras sanguinea posterior a la infeccion en todos los casos en la Tabla 4 y 5 se
muestra el porcentaje de Eosinofilia observado después de la segunda semana pi
presentandose en ambos casos una Eosinofilia exacerbada principalmente en el tratamiento
de inmunizacion con la proteina de 45 kDa, la Eosinofilia se reporta el promedio total de

cada grupo de tratamiento. Tabla VII, VIII, Gréficas 3.4.
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Tabla VII

Resultado en % de Eosinofilia con los distintos Tratamientos en machos.

Machos c::':r:l i:;:::;:'ﬂ InZ45kD  InZAST  InTAST  InT45kD
Sem 2 5.2 21 46.8 33.6 29.8 27.8
Sem 4 5 20 40.2 27.8 30.2 18.2
Sem 6 5.2 10.6 30.2 19.4 18,6 13.6

Grafica 3. % de Eosinofilia con los distintos Tratamientos en machos.

%Eosinofiliaen Machos

Control sano

InZ 45kD
m InZ AST
InT AST
B InT 45kD

% de Eosinofilos

Sem 2 Sem 4 Sem 6
Tiempo en semanas
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Tabla VIII

Resultado en % de Eosinofilia con los distintos tratamientos en hembras.

Control Control

Hembras N A InZ 45 kDa InZ AST InT AST InT45 kDa
Sem 2 T 27.6 482 374 36.2 31.8
Sem 4 7.2 24.4 41.6 334 31.6 23.8
Sem 6 7.6 11.6 36 21.8 21 146

Grafica 4. % de Eosinofilia con los distintos tratamientos en hembras.

% EosinofiliaHembras

60
50
o |
% 40 1 control sano
£ N control infectado
% 30 ]
i N InZ 45 kDa
o 20 - N
N m InZ AST
X N
10 A . InT AST
0 - S B InT45 kDa

sem 4
Tiempo
Al realizar un andlisis de varianza para determinar diferencia entre dos a mas tratamientos
en este caso de los datos obtenidos de Eosinofilia se muestra un valor de f de 4.48 con un
nivel de confianza de 95% estos valores muestran que la diferencia entre el control
infectado y los distintos tratamientos tanto InZ como InT asi como con AST y con la
Proteina de 45 kDa muestran diferencia significativa, mostrandose una mayor diferencia
con el tratamiento de InZ con proteina de 45 kDa esto en el caso del tratamiento en ratas

hembras

60 |



aunque cabe destacar que el comportamiento de las ratas machos es similar. Se anexa los
célculos realizados mediante férmulas con el programa Excel Office 2010 en el anexo 1 se

muestran los calculos realizados.

8.3.9 Resultado de la Inmunoelectrotrasferencia.

Todos los sueros de los diferentes tratamientos y a los tiempos 2, 4 y 6 semanas se
sometieron a la técnica de inmunoelectrasferencia y el patrén de bandeo nos muestra el
reconocimiento de la banda de 45kDa, presentdndose el reconocimiento apartir de la

segunda semana pi en los grupos tratados por inmunoterapia con la proteina de 45 kDa.

1 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

(c+ control positivo, c- control negativo, InZ inmunizacion, InT
inmunoterapia, [2,4,6 semanas pi])
Fig. 19. IET de los tratamientos, en los carriles 6, 7,8 se muestra el
reconocimiento de la banda de 45 kDa desde la segunda
semana de tratamiento del grupo de tratamiento de

inmunizacién con la proteina de 45 kDa
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8.3.10 Para la secuenciacion de la proteina

Para obtener la secuencia se us6 una base de datos general para verificar el funcionamiento
del software ProteinLinx Global Server (PLGS), posteriormente se hizo con un nuevo
método de proceso usando la base de datos especifica de Trichinella spiralis, esta a su vez
fue obtenida de la Universal Uniprot-SwissProt. A través de este andlisis afirmamos que los
péptidos identificados, tienen mas del 95% de confiablidad y masas exactas menores a
10ppm. Se realiz6 el procesamiento de datos del cromatograma obtenido este fue exportado

al servidor para ser procesado con el software PLGS vers 2.4.

La secuencia total del antigeno obtenido fue:

MFESITLNLFI IAFVNFQLCT CSTDNENVAM  KEMTFSVPIS VLQNERQFDE
NKLKKLLKPL
70 80 90 100 110 120

GKLYKTPSDK  GIPISRTEAT = LSVEKMMVEL  NRLIQKEYSF  LYKQYQKLKT
VQQAEKCDDT

130 140 150 160 170 180
TNVYTVTLQN TDCESKPIIE GSPATNCSDV ENKHPLSCSI LSKVASAEEK
IIGAYCSVHL

190 200 210 220 230 240

EESFPKKKSI CKLSRYPGEE KFKTFVPEDV SSWFHDAIVY VPTGNRPQSN
SKHSNNYRGR

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

310 320 330 340 350 360
IDRILRKAFD TMELSNSDKE DKLQKLYNAT ISTKVKHRAT PYDTDDAYVI
TEVAGVFDEN

370 380 390 400 410
KEHIGSIDKF PSDGNLQIGW KEADKSALRL KRFAKPPKGF FQHVFSELQL LF
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Dentro de esta secuencia se encontrd en la base de datos dos proteinas con secuencias

semejantes a las que encontraron en la muestra procesada. En la Tabla IX se muestran las

caracteristicas de las proteinas.

Tabla IX

Caracteristicas de las proteinas encontradas

Caracteristicas Proteina 1 Proteina 2

PM PM 45940 PM 46607

No. de péptidos 31 péptidos 21 péptidos.

Descripcion Multi  cystatin  like 53kDa excretory

domain protein OS secretory antigen OS
Trichinella  spiralis = Trichinella spiralis GN

GNmcd IPE2SV1  gpS3PE2SV 1

En el Anexo 2 se incluye el reporte total de proteinas contenidas en el AST de la cepa de T.
spiralis conservada en el bioterio de la Unidad Académica de Ciencias Bioldgicas de la

Universidad Auténoma de Zacatecas.
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9. DISCUSION

Nuestros resultados muestran un evidente efecto protector mostrado en todos los casos de
los tratamiento y los resultados obtenidos al analizar la carga parasitaria obtenida, el mejor
efecto protector se da con el tratamiento de Inmunizacién con la proteina de 45 kDa, ya que
es el tratamiento donde resulto una mayor disminucién de carga parasitaria, aunado a el
dafio celular que se identifica en los cortes histolégicos, lo que concuerda con lo reportado
por Maldonado et., al 2007 donde reporta la eliminacién de pardsitos en musculo, lo que se
traduce en la disminucidn de la carga parasitaria, inhibicién de la implantacion del parasito
y dafio a la célula nodriza por el efecto del tratamiento de la inmunizacién con el aislado de
45 kDa esto en animales que se les denomina nutridos por la dieta con la que fueron
alimentados durante el estudio y a los que se infecté con 200 LI de 7. spiralis , se reporta
un trabajo previo que es uno de los primeros reportes de inmunizacién con un antigeno
parcialmente purificado procedente del esticosoma de LI de T. spiralis esto en tres ensayos
la concentracion a la que aplican es 500 ug de los componentes solubilizados ellos reportan
que se inducen niveles moderados de resistencia al reto y reportan reduccién de LI/g de
peso analizado siendo esta de entre 43-55 % ademds indican una pobre y baja
potencializaciéon de la expulsion intestinal de los pardsitos adultos, comparado con este
resultado la diminucién que reportamos con el tratamiento de inmunizacién con la proteina
de 45 kDa nos indica una mayor disminuciéon de carga parasitaria sumado a las
modificaciones fisicas que de los pardsitos que se especifican en los resultados (Muller Kd.,
et al. 1984).

Ortega et al en 1984 también reportan el uso de la inmunizacién con antigeno obtenido de

esticosomas el cual contenia proteinas con un peso molecular de 72, 65 52 y 47 kDa fueron
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inoculados via intraperitoneal y concluyen que se indujo proteccion contra la infeccién por
T. spiralis esto fue valorado tanto por la reduccién de carga parasitaria y por el nimero de
pardsitos adultos en intestino, lo que coincide con los resultados obtenidos puesto que en el
experimento que llevamos a cabo se comprueba la disminucién de carga parasitaria en los
tratamientos de inmunizacidn tanto con el AST como con la proteina de 45 kDa siendo con
esta dltima con la que se obtiene mayor reduccion de la carga parasitaria.

Wang en 2006 utiliza también la inmunizacién con una proteina clonada del gen T sp El
realizan la inoculacién en ratones BALB/c via Intramuscular y siendo un antigeno de 31
kDa lo que produce reduccién de carga parasitaria y la consecuente proteccion contra la
infeccién por T. spiralis, esto concuerda con los resultados obtenidos. En cuanto a la
inmunoterapia existen pocos estudios con respecto al tratamiento de parasitosis la mayoria
estdn enfocados a enfermedades como el céncer, uno de estos estudios es el reportado por
Castaieda en 2010 donde realizan tratamiento de inmunoterapia con AST en modelos en
cerdo y reportan efecto sobre la RI contra las LI de T. spiralis, también reportan el
mejoramiento fisico de los cerdos después de haber sido infectados, en cuanto al
reconocimiento de anticuerpos reportan varios patrones que se encuentra en el rango de 97
a 30 kDa, otro estudio reportado es el realizado por Reveles y colaboradores donde en
modelo murino aplican inmunoterapia a animales con LI de T. spiralis enquistadas en
musculo después del tratamiento ellos reportan una disminucién de la carga parasitaria lo
que coincide con los resultados obtenidos en este trabajo tanto por la aplicaciéon de AST
como con la proteina de 45 kDa mostrando menor carga parasitaria con esta ultima,
comprobado por la disminucién de carga parasitaria, en cuanto a la secuenciacién no se
tienen reportes para la conformacién proteica de la cepa nativa de Zacatecas realizado por

espectrometria de masas, pero varias proteinas se aproximan a las reportadas en el banco de
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datos Universal Uniprot-SwissProt. En cuanto a la utilizacién de antigenos se reporta el uso
de varios la mayoria de excrecion secrecion y los autores reportan diminuciéon minima de la
carga parasitaria, en nuestro caso utilizamos extracto crudo AST y la proteina separada de
este mismo donde en uno y otro caso reportamos disminucién de carga parasitaria y
modificaciones fisicas de la LI que indican la no viabilidad de ésta, asi mismo reportamos
la protecciéon que confieren estos antigenos al hospedero por la eosinofilia aumentada que
se presenta en los grupos de tratamientos que se refleja también en la disminucién de la
carga parasitaria. Las técnicas directas donde se obtuvieron LI con modificaciones en las
caracteristicas fisicas indican que la respuesta contra el parasito estd en proceso ya que se
observa un acumulo de células polimorfonucleares en la periferia de la célula nodriza y
dentro de esta, estos resultados concuerdan con los reportados por Reveles en 2001,
Castaieda en 2010 asi como por Maldonado en 2007. El reconocimiento de Anticuerpos
dado a las 2, 4 y 6 semanas es coincidente con varios autores ya que mencionan el
reconocimiento de proteinas inmunodominantes que se reconocen a lo largo del ciclo
biolégico de T. spiralis como lo menciona Blanco et al, 2013.

En este estudio la proteina de 45 kDa fue obtenida por elucién mecdnica de las bandas
obtenidas de la separacion por electroforesis mostro ser una sustancia que despierta una
respuesta inmune en el hospedero que genera proteccién contra la infeccion por 7. spiralis.

La secuenciacién realizada en este trabajo por espectrometria de masas es la primera en
reportarse para la cepa nativa de esta region del pais y que se tiene en conserva en el
Bioterio de la Unidad Académica de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de
Zacatecas y los resultados muestran una gran cantidad de proteinas de las que se pueden
resaltar en particular dos que se encuentran en el rango de los 45 kDa y la secuencia se

asemeja a proteinas recombinantes utilizadas por otros autores, un reporte dado por Franco
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y colaboradores en 2012 indican la similitud en ADN con la cepa de referencia
MSUS/MEX/91//EM aislada de cerdos con una serie de muestras aisladas de musculo
esquelético de perros que corresponderia a una cepa silvestre de esta region del pais, pero
no a la cepa de conserva ya mencionada con la que se realizaron los ensayos en este
estudio. El andlisis de las cargas parasitarias por género indica que las hembras generan una

mayor respuesta contra el parasito en comparacion que los machos.
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10. CONCLUSIONES

1. El tratamiento que confiere mayor proteccién es la inmunizacién con
la proteina de 45 kDa ya que se provoca una respuesta inmune primaria que luego se
intensifica a consecuencia del reto con el parasito de 7. spiralis, lo que deriva en una
disminucién de la carga parasitaria que muestra una diferencia de 89.2% con
respecto al grupo control infectado.

2. En las hembras se despierta una respuesta inmune mdas efectiva contra
el parasito lo que se observa en una mayor disminucién de carga parasitaria
89.2% con respecto a los machos 88.6%.

3. Se identificaron los tres antigenos que caracterizan la infecciéon por 7. spiralis
prevaleciendo el reconocimiento del antigeno de 45 kDa desde la segunda semana de
infeccion en el caso de la inmunizacién, lo que confirma la importancia del uso de este
extracto para la proteccion contra la infeccion.

4. La secuenciacion por Espectrometria de Masas nos permitié comparar las proteinas
contenidas en el extracto y varias concuerdan con las reportadas en el banco de Datos de la
Universal Uniprot-SwissProt.

5. El Andlisis de Varianza indica que el tratamiento mds efectivo es la

inmunizacién con la proteina de 45 kDa.
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1. Del Analisis de varianza
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2. Péptidos totales EM de AST

Accession mW[Da) [pl(pH) _|PLGS Scord Peptides | rage [[Precursor [Products | Digest P!p ed A Products ] Products | Amaunt {f{ Amount [
ESSWT1 rotein OS5 Trichinella spiralis GN T=p 04514 PE 4 5v 1 13240 4.3361) +3[ 55.812] 563 136947 0012467 ]
Secretin receptor OF Trichinella spiralis G T=p 00232 PE $ Sv 1 14074 £1086] E0B4.545 | ET.7413 £.0333] 84 4 156171 0011338
TP dependent BMA helicase DOAI9E OS Trichinella spiralis G Tsp 00710] 4596 4.5458] 5933.74| E] 74359 £.8152| ED 2 B0zl 0013243
Uncharacterized protein OS Trichinella spiralis G Tsp 04630 PE 35v 1 36284 4.5646] 5597.587) 22| 1 32,3265 7.9802] 276 7 127886 0.013523]
ol cysteine and 18 \1| in O Trichinella spiraliz GM Tsp 0404 4 £.8663] 5055.433) 62| 39 55.4245| 5.244| &30 20] 150199 0.013432]
GN T=p 09073 PE 4 5¥ 1 37003 43017] 4723549 84| 23] 716923 5.0634| 781 22| 143891 0.013867]
protein US Trichinella spiralis GN Tsp 10963 PE § 5 1 39245 4.773] 4405475 36| 27 33.5239] 5.0356] 08| L 137983 0.013504]
ering protease OS Trichinglls spiralis GNSP 12PE 25W 1 35188 5.9698] 3587.28%) 23] i 335463 5.7432] 222| 14.374]] 001316
ATP dependent ANA helicase DDX19E OS5 T WG T=p 00712] 14931 2.4075]  3481.5994) 15 £8.0315 5.2449] 126 127296  0.012588]
Dase || OS Trichinglla spirslis PE 2 SV 1 37645 5.9323] 320414 43 il 34.8837] 5.9732] 481 N356] 0016383
rotein OS5 Trichinella spiralis GN T=p 00551 PE $ 5% 1 3370} £8124] 2946394 1] 53.0361 £.7437] 124 145386 0.013471)
Pratein asteroid O Trichinglla spiralis GM Tsp 02613 PE$ SV 1 27617 5.4732] 2813.219] 25| 2 525596 7.8615) 218 IF 162138  0.013366)
Autin 5C OS Trichinella spiralis GM Tsp 00095 PE3 SV 1 A1734] 5.1478] 2720.91 42| 34 465085 71412 342 L 14.2038|  0.017665]
Oxidoreductase zing binding dehydrogenase Family 05 Gl 41395 9.6942] 2605.526) 44| 27] 58,2553 74104} 304 1. 16.2551] 0014123
eHin 5C OS Trichinglla spiralis GR Tsp 081686 PE3 SV 1 41510 5.1935] 2439.249 36| 38| #5.4787] 7.2052] 273 126746 0.016338]
Uncharacterized protein OS Trichinella spiralis G Tsp 07264 PE 4571 13543 81506] 1952.859 15 | 3373 52119 131] 16.5912]  0.013707]
05 Trichinglls spiralis GM T=p D317 PE3 SV 1 £.401 1307554 7] 54] A8TS 12.7422| 453 * 170207 0014164
utative trypsin O G Tsp 1973 F’E J 5‘1 1 43862 £5.8002] 1609.462] IE] EH 4254 9.7489)] 136 IE 12.0308 | 0.015431]
Calrticulin Family protein O chinglla s £ SV1 4 4.4962]  1587.333) 20] 33 44.0857| 10.1138) 133 166437 0015125
143 3 protein OS Trichingla SEHaHS GHMZPEZ 5V| 4632] 15598903 26| 23] 518 8.1882] 281 IE 13.3895] 0013747 ]
e sarine protease 05 Trichingls sp STl 54555 _thzse Fl 35| _wsazor] _seen| EEE [ g7 000525
URativg Unchar actetised protein (206 T512 Fragment S Trichinels spiralis | 54730 03] tze.se] 3] 36| seesw] i 264 [ MG GE]
Uncharacterised protein 05 Trichinella spiralis G Tsp 0034 PE 4 5V 1 Toez7] _ ¥biss] e 2 [ sasoa 7avs] 53] T ITIEE
Tuctose bisphosphate aidclase DS Trichinell spiras G Tsp 09639 PE 3] 81080 & bora] _124m.6ze) 30 51 sesnme] 50500 712 i £.4055] 0 015008]
Tofa5e 05 Trichl sl G 13p 0595 PE S5V 1 53524 ssib] _tisazoT] 3] ] I YL 6 F T MR
= Trichinels zpiralls CHImed PEZEU 1] esa40] _s2i2i] irraes 3 ] I 207 i 0230018009
MW FEEE] PP £ it Tos| ez _teszn 523 o] 54344 _00183]
E5SWY4 ESSWV4 TRISP | Putative 105 iralis Gh T=p 05035 PE 4 26404] 7.3859 1126.361) 28| i 48,7335 B0575] 235 i 4163 0016533
E5S561 E55561 TRISP. Triosephos izomerase OF G T=p 05343 PE 35V 1 30755) 7.8431) 1114 303 17 22] 58.2734| 12,638] 138 il 19.1248) 0015815
E5SRZTS ESRZTE TRISP lismutase Cu Zn OS Trichinells spiralis GM T=p 1103 PE 35V 1 18344 5.8744|  AT15477) 38| 15 NIl 9E005] 255 i 14.3862]  0.014446]
BESEVZ EBESEVZ TRISP | Secreted from muscle shge laryze 105 Trichinella spiralis Gh sml1PE 2 S* 31783 1.2418] S77E7TE 25| 22] 419355 5.7062] 132 il 155908 DM014164
E5S0S1 ESSDS1 TRISP A1D 12lis G T=p 01551 PE 4 S 1 54634 E.7104] 5301634 I 37] 33,7302 EECTE] il 173895 0018125
ESSLAT ESSLAT TRISE Wrua O Trichinela spiralis EN Tsp07383H 71102 £.51H]  #10.7F03) 35[ 57| +B.2704] 5.4552] 281] 23 T7.1689]  0.014357]
55,08 £55.05_TRISF | Rucleoredasin 05 Trichinglls spialis G Tsp 04425 PE 4 5 Z3z64] Booes] _reseet 5 o] z0see2] _s.13s0) [ Tas54s] 0015591
55638 A e T eI T TP Ao a e e vl ] I P =] 50| _sseso] Taesas 3 i Te0935] 0015764
554t Unctaered s 05 Tihvelsorals G T5p 00343411 Site|__s.6645] 707007 [ e toser] [E] To3942] _ 0.016T]
Gzr0rT B Tory sectetor sntigen 05 Trichinella spiralis GR)| #6607 | .2308] _706.35 z 25| ewrsi] tezzen 5 ST TR
BOFATO Pulatwsm joalobin 05 Tr {13 spiraliz GN T=p 03757 PE 25V T 18246 7043 6939987 1 il 512658 4.1836] 104 177644]  0.014455]
EBSLIE EBSLIE_TRISP Chromadores ALT pmls\r\ 05 Trichinells spuahs GM Tsp 08069PE45Y 1| 24080} 5358 BE3EE34 19 26,3884 5889 46| 17BEE3]  0.013808]
EBSEJ1 EBSEJ]_TRISP Putative tein 05 raliz G Tsp 06161PE 4 S 1] BE739) 548732  BBO0.2108] i 42| 42 0635 121747 122 iE 125161 0.013471]
QOHELE Gilutathione iralis PE 2 SV 1 23861 1157 556 226 i 15 17.561) 36261) 36| 10,6624 0011352 |
EBSSF1 EBSSF1_TRISP Putative arginine serine rich 7 05 G Tsy B4 10.2612] 548.4854] T 63| 12 3515 164105 | 101] £584]  0.013008]
E5T2Z3 EBT223_TRISP Putative qment OS Trichinells spiralis GM T=p 1361 28835 51332 5434034 23] 531633 7632 35| S407] 0.01243
Gh Tsp 01341 PE 35Y 63431 54369| 477 4876 E 43| 41.357] EEIER 173 i EEEE 0.0164%
Serine prntease |nh\h\tm Kaza\ lype 408 Trick |ne|\a  Spir iralis GN Tsp 08879 P| 24151 B.1Ma] 474 E791) 3| 19 15.2074 55365 56| n|  150808] 0014335
I00E2 FE 3 5 55786 E133] 3252326) * 47| 23 BEE| 136288 72| M35 0016733
utative venom a\lelgenﬁﬂ& Tllc inella spiralis ENTSEMEBSPEA‘EV! SiET| 8.3205| 3107233 1 Ell 35.8031 T.TE16] 101] 1 18463] _ 0.015304]
utative trypsin O lis GI Tsp 07356 FE 35v 1 Ti5E4] B56274| 2730033 2. 53] 33,2804 138382 15 iF 1 13.1408] 001581
Incharacterized pmlem [i5] EN Top 076657 FE4 SV 1 103282 35782| 266 8354 ] 13,3503 13.2218] 53| 1 248053]  0.016276]
utative HEAT repeat containing O3S Trichinella 5| 33882) 57355| 248 3667 25| 17.2881] 15.8501) 58| 13.3282 0018116
Glutamate dehydrogenase OS Trichinella spiralis GN Tsp DS236 FE 3 5% 1 58487] 75334| 2458862 IE 51 23,3247 2.9314] 115] il 185272  0.014263]
Fiab GOF dissociation inhibitor alpha OS Trichinella spiralis GM Tsp 02828 H 43804] B223E| 233 BEES| 28] 14.3485 22781 12 205428 0.01287
Tropomyosin OF Trichinella spiralis GM Tsp 11792 FE 3 SY 1 F3297) 4.4604| 2230858 [ 28] B2.67E1 9.7282] 207] i 16.5189]  0.015022]
Calponin like pratein OS Trichinella spiralis G Tsp 05338 PE 2 v 1 18904 7.7165]  2217282 Il 12 22,8947 B.724E] £2| 1B5908]  0.01675E]
Protein disulfide isomerase 2 OF Trichinella spiralis GM Tsp 08138 PE 3 & 1 G4EET] 48118 218.3792) 2 [l 26,2653 GEEEY] [E] * 17.7378 05191
Custatin like protein OF Trichinella spiralis G Tsp 11249 PE 2 8% 1 27545] 7.7695| 1940497 Fi 21.097] 4.7303] 27| 240235 00NE2E|
Canserved systeine glycine pratein 105 alis PE2 8Y 1 997 B.EI71]  139E4E3) 12 14,0825 71421 22| 20475]  0.017883|
Uncharacterized protein 0% Gk Tsp 04591PE 4 SV1 18268 928 1877785 1 22.3527| 26.2191) 23| T7.98]  0.016462
32kDabets 1Fragment OF Trichinella spil 4270 58.3423] 1799562 Il 45| 26.524 13.2383 75| 19.7724 0.0162]
protein OF Trichinella spiralis G Tsp 03906 PE 4 SV 1 58575) 92432| 1644236 ¥ ] 13.835] 19.0413] 62| 216479 0.01636
Putative d protein OF Trichinells spiralis PE 2 S 1 19340 5.0345| 1622852 2| ze.5ess] 5.M465) Ell 21097]  0.0208H1|
protein OF Trichinella spiralis Gh Tsp 07000 PE$ SV 1 12702] 5.1204] 1524879 | 306308 26.2208] 21] 243267 0012132
B! ent OS5 alis GN T=p 12975 PE ¢| 15008 £.:2397| 1430253 7| 35,6164 ] 235378 0] . 7971]  0.014778)
ety Cod acetyltransferase OS Tri ez spiralis GM Tsp 10878 PE 35V TETTT] 75436 1B.3703] 51 13.0818] 2.8058] # ). TE31] 0.0162%
Gl T=p 0430 PE 45V 1 T2447] 56616 1038624 i ] 211568 ] 51497 62| ).T157 ] 0013441
ESSVNS B ar Gl T=p 11926 PE & 103181 75634 42.781] i EH 20,5387 ] 23,1797 53] it .7431]  0.020585)

71




11. LITERATURA CITADA
Aguilar, F.; Ramoén, B.; Rojas, M.; Enrique, de N.; Ixta, R. y Martinez, G. 2000.
Experimental Swine Trichinellosis: use of Dot-ELIS and Western Blot with
Excretion/Secretion Antigens (ES) from Infective Larvae to detect Anti- Trichinella

spiralis antibodies. Revista Latinoamericana de Microbiologia, 42:57-62.

Alerta Triquinosis N°1 afio 2013.

Appleton J.A. & Romaris F.A 2001 pivotal role for glycans at the interface

between Trichinella spiralisand its host. Veterinary Parasitology, 101: 249-260

Appleton JA, Bell GR, Homan W, van Knapen F 1991. Concensus on Trichinella

spiralis antigens and antibodies.Parasitol Today 7: 190-192.

Armed Forces Institute. 1957. Preparation of tissue, preparation of section, routine stanning
procedures of histologic and special staining technics. Armed forces Institute of

Pathology, Washington, D.C. 11-50.

Barlasina MS, Pedevilla C, Kade P, Costantino SN, Taus MR, Venturiello SM. 2009
Trichinellosis serology in blood-donors from a non-endemic area of Argentina.

Medicina (Buenos Aires). 69(3):297-301.

Berumen de la Torre, V.; Muiioz, E. y Moreno, G. 2002. Trichinellosis en perros callejeros

de la ciudad de Zacatecas México. Parasitologia Latinoamericana, 57(57): 72-74.

72|



Bien J, Ndreaho A, Varmanen P, et al 2013. Comparative analysis of excretory-secretory
antigens of Trichinella spiralis and Trichinella britovi muscle larvae by two-
dimensional difference gel electrophoresis and immunoblotting. Proteome

Science. ;10

Bolas-Fernandez, F., del Corral-Bezara, L., 2006. TSL-1 antigens of Trichinella: an
overview of their potential role in parasite invasion, survival and serodiagnosis of

trichinellosis. Research in Veterinary Science 81: 297-303

Bradford MM. 1976. A Rapid and Sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein dye binding, Anal Biochem. 72:

248-254.

Bruschi F, Chiumiento L. 2011. Trichinella inflamatory myopathy host or parasite strategy?

Parasites & Vectors. 4: 42. 1-6

Builes, C. y Laverde, T. 2009. Triquinellosis una zoonosis parasitaria. Revista

CES/Medicina Veterinaria y Zootecnologia, 4(2):130-136.

Camet J., 2002. Opinion on the diagnosis and treatment of human trichinellosis, Expert

opinion Pharmacother, pp. 1117-1130.

73|



Capo V, Despommier DD, Silberstein DS. 1984. The site of ecdysis of the L1 larva of

Trichinella spiralis. J Parasitol. Dec;70(6):992-4.

Capo, V. y Despommier, D. 1996. Clinical aspects of infection with Trichinella spp.

Clinical Microbiology Reviews, 9(1), 47-54.

Chévez, G.; Muioz, E.; Reveles, H.; Rivas, G. y Moreno, G. 2007. Efecto de la
Temperatura en la viabilidad e infectividad de Trichinella spiralis. Archivos

Venezolanos de Farmacologia y Terapéutica, 26(2):105-109.

Chévez, G.; Saldivar, E.; Munoz, E. y Moreno, G. 2006. Trichinellosis una zoonosis

vigente. Veterniaria REDVET, VII (05), 1-19.

Del Rio A, Herrera DR. 1981, Primer hallazgo de T. spiralis en el diafragma de un caddver

en Zacatecas. Salid Publica de México. XXIII (1): 25-41.

Del Rio A, Herrera R M, Herrera R. 1986, Triquinosis experimental I. Extraccién de
antigenos y procedimientos para detectar anticuerpos. Archivos de Investigacion

Meédica. 17: 359-367.

De-la-Rosa J L, Alcantara P, Correa D. 1995, Investigation of cross-reactions against

Trichinella spiralis antigens by enzyme-linked immunosorbent assay and enzyme-

74 |


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Capo%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6527198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Despommier%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6527198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silberstein%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6527198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6527198

linked immunoelectrotransfer blot assay in patients with various diseases. Clin Diagn

Lab Immunol. 2:122—-124.

De-la-Rosa J L, Aranda J, Padilla E, Correa D. 1998, Prevalence and risk factors
associated with serum antibodies against Trichinella spiralis. Int J Parasitol. 28:317—

321.

De-la-Rosa J L, Correa D. 1996. Longitudinal analysis of the humoral immune response of
rats experimentally infected with Trichinella spiralis by western blot. In: Ortega-
Pierres G, Gamble H R, van-Knapen F, Wakelin D, editors. Proceedings of the Ninth
International Conference on Trichinellosis. México City, México: Centro de

Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional; pp. 333-337.

Despommier, D.D. 1973. A circular thermal migration device for the rapid collection of

large numbers of intestinal helminths. J. Parasit. §9: 933-935.

Despommier, D.D. 1974. The stichocyte of Trichinella spiralis during morphogenesis in
the small intestine of the rat. In: Trichinellosis.(ed. C. Kim), Intext Publishers, N.Y.C.

pp- 239-255

Despommier, D.D. 1990. Trichinella spiralis: The worm that would be Virus Parasitology

Today. 6: 193-196.

75|



Despommier, D.D. 1993. Trichinella spiralis and the concept of niche. J. Parasitol. 79:

472-482

Despommier, D.D., and M. Muller. 1970. Functional antigens of Trichinella spiralis . J.

Parasit. 56: Sect. II. Part 1. 2nd Internat. Cong. Parasitol. p. 76.

Despommier, D.D., and M. Muller. 1970. The schistosome of Trichinella spiralis : Its
structure and function. J. Parasit. 56: Sec. II. Part 1. 2nd Internat. Cong. Parasitol. pp.

76-77.

Despommier, D.D.; W.F. Symmans; and R. Dell. 1991. Changes in Nurse cell nuclei during

infection with Trichinella spiralis . J .Parasitol. 77: 290-295.

Domenech Ana, Gibello Alicia, Collado Victorio., Porras M Rebeca. 2008 El sistema
Inmune innato II: la respuesta frente a la infeccion. Revista complutense de ciencias

Veterianarias. 2 (1): 17-30.

Dupouy-Camet J, 2000. Trichinellosis: a worldwide zoonosis. Vet Parasitol 93: 191-200.

Dupouy-Camet J, 2006. Trichinellosis: still a concern for Europe. Euro Surveill 11: 5.
Dupouy-Camet J, Olesen OF, Dei-Cas E, Loiseau PM, Mas-Coma S. 2009; Perspectives
for parasitology and parasitology networks in Europe. Trends Parasitol.

Jul;25(7):293-5. doi: 10.1016/5.pt.2009.03.010. Epub 2009 Jun 17.

10 ]



Fabre M V., Beiting D P., Bliss S Ky Appleton J A 2009. Immunity to Trichinella spiralis

Muscle Infection. Vet Parasitol. 159 (3-4): 245-248.

FAO/WHO/OIE 2007. Guidelines for the surveillance, management, prevention and control

of Trichinellosis.

Franco Sandoval LO, Caballero Garcia ML, Reveles Hernandez G, Moreno Garcia MA,
Jiménez Cardoso E; 2012. Molecular similarities and  differences
between Trichinella spp., isolated from canine skeletal muscle in Zacatecas, Mexico

Experimental Parasitology. Volume 131, Issue 2, June, Pages 148—152

Gamble HR 1987. Monoclonal antibody technology in the development of vaccines for

livestock parasites. Journal of Animal. Science. 64: 238 -246.

Gamble, H.R. 1985. Comparison of immune effects in mice immunized with adult and

larval Trichinella spiralis . Journal of Parasitology 71: 680 682.

Gamble, H.R. 1985. Trichinella spiralis: Immunization of mice using monoclonal antibody

affinity isolated antigens. Experimental Parasitology §9: 398 404

Garcia ME, Herrera RM, Mufioz EJ, Moreno GMA. 1997 Antibodies detection to 7.

spiralis in experimental models. Trichinellosis. ICT 9; 481-488.

1]


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489412000860
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489412000860
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489412000860
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00144894
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00144894/131/2

Geldhof P, Maere V, Vercruysse J, Claerebout E. 2007. Recombinant expression systems:

the obstacle to helminth vaccines? TRENDS in Prasitology. 23(11):527-532.

Gold, A.M.; D.D. Despommier; and S.W. Buck. 1990. Partial characterization of two
antigens secreted by the larva of Trichinella spiralis . Mol. Biochem. Parasit. 41:

187-196

Gottstein Bruno, Pozio Edoardo y Nockler KArsten 2009 Epidemiology Diagnosis
TRatament and Control of Trichinellosis. Clinical Microbiology reviews 22 (1): 127-

145.

Goyal PK, Wakelin D. 2002. Tyvelose and protective responses to the intestinal stages

of Trichinella spiralis. Parasitol. 52:1. 91-98.

Herrera R; Del Rio A; Avalos E. and Herrera R. M. 1987. Trichinella spiralis:
Immunochemical Characterization Of Antigens In Experimental Infections.

Experimental Parasitology 63:233-236.

https://dtoepidemiologia.wordpress.com/category/alertas-epidemiologicos/

Labarrere, S.; Labrada, R.; Pauste, R.; Guervara, A. y Fasenda, R. 2010. Medios
diagnésticos para la identificacion de nuevos agentes causales de neumonitis por

hipersensibilidad. Revista Cubana de Salud y Trabajo, 11 (1),17-20.

10|


https://dtoepidemiologia.wordpress.com/category/alertas-epidemiologicos/

Laemmli U. K., Favre M. 1973. Maturation of the head of bacteriophage TA L DNA

packing events. Journal Molecular Biology 80:5757.

Laemmli UK, Cheng SH, Adolph K, Paulson JR, Brown J, Baumbach WR. 1970. Cleavaje
of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4 Nature

227:680-685.

Lamberti, R.; Gino, L.; Pombar, A. y Calvo, C. (s/a). Técnicas de diagndstico de la
Trichinellosis. En Cétedra de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias. Facultad de
Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de la Pampa s/a. Disponible en
http://www.vet.unlpam.edu.ar/cursos/pdf/diagnostico_de_triquinosis.pdf. Santa Rosa:

Argentina.

Laverde, T.; Builes, C. y Masso, C. 2009. Deteccién de Trichinella spiralis en cerdos
faenados en dos plantas de beneficio en el Municipio de Bello. Revista

CES/Medicina Veterinaria y Zootecnologia, 4(2):47-56.

Li CFK, Chung KKK, Ko RC. 1999. The distribution of Excretory Secretory antigens

during the muscle phase of 7. spiralis infections. Parasitology Research.; 85: 993-998

Li KFC, Seth R, Gray T, Bayston R, Mahida YR, and Wakelin D. 1998. Production of
Proinflammatory Cytokines and Inflammatory Mediators in Human Intestinal
Epithelial Cells after Invasion by Trichinella spiralis. Infection and Immunity. 66:5.

2200 -2206.

17|



Liu M, Boireau P, 2002. Trichinellosis in China: epidemiology and control. Trends

Parasitol 18: 553-556.

Lloyd JR. 2000, Trigquinelosis;, Centro Regional Universitario Bariloche; Universidad

Nacional del Comahue.

Loépez Bernal Susana Carolina 2012 Epidemiologia De Trichinella spiralis En Poblacion
Infantil Abierta De Calera, Zacatecas, Zac. Tesis De Licenciatura En  Quimico
Farmacéutico Bidlogo Unidad Académica De Ciencias Quimicas Universidad

Auténoma De Zacatecas

Maldonado TC, Reveles HRG, Salivar ES, Muiioz EJJ, Morales VM, Moreno GMA. 2007.
Evaluacién del efecto protector de 2 inmundgenos de Trichinella spiralis en ratas
Long Evans con modificaciéon nutricional e infectado con 7. spiralis. Archivos

Venezolanos de Farmacologia y Terapéutica. 26(2): 110-114

Meéxico Sano, 2011 afio 4, nimero 24, pag 14.

Mc Vay SC, Bracken P, Gagliardo FG, Appleton J. 2000. Antibodies to tyvelose exhibit

multiple modes of interference whit the epithelial niche of Trichinella spiralis.

Infection and Immunity. 68(4). 1915- 1918.

80 |



Mc Vay SC, Tsung A, Appleton J. 1998. Participation of Parasite Surface Glycoproteins in
antibody Mediated Protection of epithelial cells against Trichinella spiralis. Infection

and Immunity. 66(5): 1941- 1945.

Moreno G. Alejandra, Maldonado T. Claudia, Chavez Ruvalcaba Isabel, Reveles H. Rosa
G., Quiroz Nuifiez Zuleika, Mufioz E. José J. 2012. El estudio de Trichinella spiralis
en modelos Experimentales REDVET. Revista electronica de Veterianaria. 13 (7): 1-

12.

Moreno GA, Reveles HG, Castafieda CV, Saldivar ES, Muifioz EJ. 2001. Caracteristicas de
la Respuesta Inmune en la Infeccion por 7. spiralis en Cerdo. Memorias del XIX

Congreso Nacional de Investigaciéon Biomédica. Monterrey Nuevo Leo6n.

Moreno Garcia Maria Alejandra, Maldonado Tapia Claudia H, Garcia Mayorga Elda
Araceli, Reveles Hernandez Rosa G, Muifioz Escobedo José J. 2009 Fase intestinal de

Trichinella spiralis en modelo murino. Acta Bio. Colombiana 14 (1): 203-210.

Moreno GMA, Avalos ED, Muioz EJ, Herrera RE. 1996. Deteccion de Antigenos
Inmunodominantes de Trichinella spiralis en Conejo como Modelo Experimental,

Investigacion Cientifica. UAZ. Vol. 1

Moreno GMA, Muiioz J, Rumayor A. 1996 (b) The 45 kDa of Trichinella spiralis induced

protection in experimental infections. TRICHINELLOSIS ICT9. 261-265.

ol |



Moreno, G.; Muiioz, E.; Reveles, H.; Saldivar, E. y Vacio de la Torre, M. 2007. Utilizacién
de técnicas directas e indirectas en el diagndstico de Trichinellosis en cerdo. Sitio

Argentino de Produccién Animal, 1-9.

Moreno, GMA, 1994. Caracteristica de la Respuesta Inmune a Trichinella spiralis; Tesis

Doctoral. Universidad Nacional Auténoma de México. Facultad de Medicina. 4-9.

Moreno, GMA, Muiioz EJ. 1993. Caracteristica de la Respuesta Inmune a Trichinella

spiralis. Investigacion Cientifica: 5.17-28.

Munn EA. 1997. Racional design of nematode vaccines: hidden antigens. Int. J. Parasitol.

27: 359-366.

Muiioz EJ, Muioz CR, Del llano TE, Ramos LP, Flores CG, Alvarado FE, Moreno GMA.
1998. Uso de Complejos Inmunes para conferir Protecciéon en Trichinellosis.

Parasitologia al Dia FLAP. 22:79-84.

Muiioz, EJ, Saldivar ES, Reveles HG, Mufioz MY, Moreno MAG. 2007. Caracteristica de
la célula nodriza en diferentes modelos experimentales infectados con Trichinella

spiralis. REDVET. VIII:1. 1-10.

Murrell, K.D., Leiby, D.A., Duffy, C.H., Schad, G.A., 1986. Comparative infectivity of
Trichinella spiralis (domestic swine) andT. spiralis nativa (polar bear) for arctic

foxes. Proc. Helminthol. Soc. Wash. 53: 286-288.

04|



Murrell, K.D., Stringfellow, F., Dame, J.B., Leiba, D.A., Schad, G.A., 1987. Trichinella
spiralis in an agricultural ecosystem. II. Evidence for natural transmission of T.

spiralis from domestic swine to wildlife. J. Parasitol. 73: 103—109.

Nagano I, Wu Z, Takahashi Y 2009. Functional genes and proteins of

Trichinella spp. Parasitol Res 104:197-207.

Newton, S.E., Meeusen, E.N., 2003. Progress and new technologies for developing
vaccines against gastrointestinal nematode parasites of sheep. Parasite Immunol.

25:283-296.

Newton, S.E., Munn, E.A., 1999. The development of vaccines against gastrointestinal
nematode parasites, particularly Haemonchus contortus. Parasitol. Today 15:116—

122.

Nuanez G. 2011 Trichinellosis respuesta inmune y Actualizaciéon en el Diagnostico

Inmunoserolégico [Triptico] Arg.

OIE 2004. Chapter 2.2.9: Trichinellosis. En Manual of Diagnostic Test and Vaccines for

Terrestrial Animals (5a ed). OIE: OIE.

Olvera G. 1896. Triquinosis en México contribucién de dos casos para la historia en la

capital de México. Gaceta Médica de México. 33: 167.

83|



Ortega MG, ArriagaC, Yepez ML. 2000; Epidemiology of Trichinellosis in México,

Central and South America. Veterinary Parasitology. 93: 201-225.

Oucherlony O. 1958. Diffusion in Gel Methods for Immunochemical Analysis in: Progress
Allergy. Vol. V. Ed. Kellos, P., Basel and New York, Krager, New York. USA. 123-

57

Pozio E, La Rosa G, Burell KD, Lichtenfels R. 1992. Taxonomic revision of the genus

Trichinella. J. Parasitol. 78(4): 654-659.

Pozio E, La Rosa G. 1996. Biology Aspects of Speciation in The Genus Trichinella.

TRICHINELLOSIS ICT 9. 19-22.

Pozio E, Murrell KD. 2006; Sistematics and epidemiology of Trichinella, Advances in

Parasitology. 63:367-439.

Pozio E, Zarlenga DS, 2005. Recent advances on the taxonomy, systematics and

epidemiology of Trichinella. International journal of Parasitology 35:1191-1204.

Pozio E, Bruschi F. 2001; The importance of correct terminology in describing the

muscular stage of Trichinella infection. Trends Parasitol. Aug; 17(8):362.

84|


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pozio%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11685893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bruschi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11685893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11685893

Pozio E. 2005; the broad spectrum of Trichinella: from cold to warm-bloded animals.

Veterinary Parasitology. 32:3-11.

Pozio E. 2007; Distribution of Trichinella spp infections in animals and humans.

Veterinary Parasitology. 149: 3-21.

Pozio E. 2008; Epidemiology and control Prospects of food borne parasite zoonoses in the

European Union. Parasitology. 50: 17-24.

Pozio E. Factors 2000; affecting the flow among domestic synanthropic and sylvatic cycles
of Trichinella. Veterinary Parasitology. 93: 241-262.

Pozio E. 200.1 New patterns of Trichinella infection. Vet Parasitol. Jul 12; 98(1-3):133-48.

Pozio ED, Sacchini P, Boni, Tamburri A, Albericci F, Paterlini F. 1998. Brote de
Triquinosis humana asociada al consumo humano de carne de caballo en Italia.

Eurosurveillance.3:8/9. 1-3.

PRO/AH/EDR> Trichinellosis - Argentina: (NQ) wild boar meat 2013-04-26 08:55:05

http://www.promedmail.org/direct.php?id=20130426.1673669

Ramirez, Valenzuela M. 1981. Epidemiologia de la Triquinelosis, Ciencia Veterinaria, 3:

278-325.

85|


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pozio%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11516583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11516583
http://www.promedmail.org/direct.php?id=20130426.1673669

Reveles HG, Muiioz EJ, Saldivar SE, Moreno GMA (a). 2000. Efecto de la inmuno terapia
sobre las larvas infectantes (LI) de 7. spiralis implantadas en musculo estriado en

modelo experimental. Boletin Internacional Biotecnologia aplicada. Vol 17

Reveles HG, Muiioz EJ, Saldivar SE, Moreno GMA (b). 2000. Efecto del antigeno soluble
total sobre larvas infectantes (LI) de 7. spiralis implantadas en musculo estriado en

modelo experimental. Revista de Investigacion Cientifica. UAZ. 11:2. 51- 57.

Riva, E.; Steffan, P. y Fiel, C. 2006. Trichinellosis: Aspectos Multiples de una Zoonosis

Global, 94-109. Disponible en www.trichi.iss.it www.senasa.gov.ar.

Robert F, Weil B, Kassis N, Dupoui CJ. 1996. Investigation of Immunofluorescense Cross
Reactions Against Trichinella spiralis. Clinical and Laboratory Immunology. 3 (5):

575-5717.

Robinson, T. Bellaby, W. C. Chant & D. Wakelin. 1995. High levels of protection induced
by a 40-mer synthetic peptide vaccine against the intestinal nematode parasite

Trichinella spiralis Immunology. 86:495-498.

Rodak F. 2004 hematologia fundamentos y aplicaciones clinicas. 2da Ed. Editorial Médica

Panamericana Buenos Aires Arg. pp. 179

Rojas Espinoza O. 2006 Inmunologia de la memoria 3aEd. Editorial Medica Panamericana

Meéxico pp 224-228

86 |


http://www.senasa.gov.ar/

Rossignol JF, Ayoub A, Ayers MS. 2001. Treatment of diarrhea caused by Giardia
intestinalis and Entamoeba histolytica or Entamoeba dispar: a randomized, double-

blind, placebo-controlled study of nitazoxanide. J Infect Dis; 184:381—+4

Silberstein DS, Despommier DD. 1984. Antigens from Trichinella spiralis that induced a

Protective Response in the Mouse. Journal of Inmmunology. 132:2.898-903

Smith WD, Zarlega DS. 2006. Developments and hurdles in generating vaccines for

controlling helminth parasites of grazing ruminants. Vet. Parasitol. 139: 347-357.

Soad, E.; Faragalla, M.; El, Moghazy y Nagwa, I. 2010. Comparison of two Antigens for

diagnosis of Trichinellosis in pig. World Applied Sciences Journal, 8(4), 457-461.

Takahashi Y, Goto C, Kita KK. 1994. Ultraestructural study of Trichinella spiralis with

emphasis on adult male reproductive organs. Journal of Helminthology 68: 353-358.

Takahashi Y, Mizuno N, Shimazu K, Araki T. 1992. Ultrastructure, antigenicity and
histochemistry of stichocyte granules of adult Trichinella spiralis. Journal Parasitol

78.3.518-523.

Takahashi Y, Uno T, Mizuno N, Suzuki H, Shimazu K, Araki A. 1989. Morphological
study of the stichocyte granules of Trichinella spiralis muscle larvae. .

Parasitol.38:2.77-88

87|



Takahashi Y, Uno T, Mizuno N, Suzuky H, Shimazu K, Araki T. (b) 1990. Trichinella
spiralis the in situ localization of muscle larva antigens recognized by humans.

Experimental. Parasitology. 70:107-110.

Tay Zavala Jorge; Manuel Gutiérrez Quiroz; Rubén Lépez Martinez; Eugenia Manjarres
Zavala; José Molina Loépez, 2003. Microbiologia y Parasitologia Médicas. 3a.

edicion, Méndez Editores, México.

Tay, Z.; Sanchez, V.; Ruiz, S.; Calder6n, R.; Garcia, Y.; Alonso, T.; Martinez C. y Rivas,
C. 2004. Estado actual de nuestros conocimientos sobre Trichinellosis en la

Republica Mexicana, reporte de nuevas localidades infectadas. Revista de la Facultad

de Medicina, 47(3):96-100.

Tobwin HT, Sthahelin T, Gordon J. 1979. Electrophoretic transfer of proteins from

polyacrylamide gels to nitrocelulose sheets. Procedure and some applications. Proct.

Nathl. Acad Sci. USA 76: 4350.

Viloria Calvo Mario J. 2000. Manual de Laboratorio de Histologia practica no. 2.

Preparacion de tejidos muertos. Técnica histolégica Ed. MC Graw Hill pp 11-14.

Von Borell E. 2000 Assessent of pig housing base don the HACCP concept- critical control
pionts for welfare, helth and management. Improving health and welfare in animals

production. Procceedings of sessions of the EAAP commission on animals

88|



Management and Health. EAAP publication No. 102, 2000 The Hague, The

Netherlands 21-21 August 2000.

Wakelin D. 1996. Immunology and Genetics of Zoonotic Involving Parasites; Department
of Life Science, University of Norttingham, U.K. Comp- Immunol-Microbiol-Infect-

Dis. Sep; 19:4. 255-65.

Wakelin D. 1998. Helminthes Infections. In genetics of resistance to bacterial and parasitic

infection; eds. D. Wakelin 6 JM. Blacwell 153- 224. Taylon Fransis, London.

Wang ZQ, Cui J, Wei HY, Han HM, Zhang HW, Li YL. 2006. Vaccination of mice with
DNA vaccine induces the immune response and partial protection against 7.spiralis

infection. Vaccine. 24:1205-1212.

Yang J, Yang Y, Gu Y, Li Q, Wei J, Wang S, Boireau P, Zhu X. 2008, Identification and
characterization of a full-length cDNA encoding paramyosin of Trichinella spiralis.

Biochemical and Biophysical Research Communications. 365: 528-533.

Yang Y, Zhang Z, Yang J, Chen X, Cui S, Zhu X. 2010. Oral vaccination with Ts87 DNA
vaccine delivered by attenuated Salmonella typhimurium elicits a protective immune

response against Trichinella spiralis larval challenge. Vaccine. 28: 2735-2742.

Yépez LM, Ortega MGP. 1994. Actualidades sobre la respuesta inmune hacia Trichinella

spiralis. Unidad de Investigacion en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias-

89 |



Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI y departamento de Genética y Biologia

Molecular, CINVESTAYV, IPN, Ciencia Desarrollo; XX: 117.

90 |



