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1. RESUMEN  

       Uno de los parásitos helmintos que continúa causando estragos en varios mamíferos 

incluido el hombre es el del género  Trichinella y principalmente la especie spiralis aunque 

se conocen otras especies esta es una de las más importantes, en cuanto a la infección de 

Trichinellosis en cerdos y humanos. Así se plantea como objetivo de este estudio 

caracterizar  la respuesta inmune generada por la inmunización e inmunoterapia de la 

proteína de 45 kDa y del Antígeno Soluble Total (AST) de Trichinella spiralis, para el 

estudio se utilizaron ratas cepa Long Evans, divididas en cuatro grupos, control sano, 

control infectado, grupo inmunización y grupo inmunoterapia estos grupos tanto para 

hembras y machos y para proteína de 45 kDa y AST, para la inmunización se realizó una 

aplicación semanal de la proteína correspondiente  vía intradérmica, subcutánea, 

intramuscular e intraperiotoneal durante cuatro semanas, posteriormente se retó con T. 

spiralis, se tomó muestra sanguínea 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 aplicación de técnicas directas, para la inmunoterapia primero se 

infectaron los animales y se monitorearon hasta completar el ciclo vital del parasito, 

posteriormente se aplicó la proteína correspondiente 5 aplicaciones, subcutánea en días 

consecutivos y concentración ascendente, se realizó la purificación del AST para someterlo 

análisis por espectrometría de masas,  los resultados de las técnicas directas muestra 

modificaciones a las LI obtenidas por las distintas técnicas, también se obtuvo disminución 

de la carga parasitaria con respecto al control infectado, al realizar un análisis de varianza 

para los datos obtenidos la razón de varianza indica que existe diferencia significativa entre 

el control y los tratamientos, el Wester Blot mostro un patrón 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 histológicos sometidos a tinción 

Hematoxilina-Eosina muestran un importante infiltrado celular de células 

polimorfonucleares, esta reacción se manifiesta exacerbada en muestras procedentes del 

tratamiento de inmunización con la proteína de 45 kDa, estos resultados muestran que la 

inmunización con la proteína de 45 kDa confiere protección contra la infección por T. 

spiralis. El análisis por espectrometría de masas muestra más de 100 proteínas de las cuales 

se identifican dos proteínas 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 T. spiralis. The mass spectrometric analysis 

shows more than 100 proteins of which identifies two proteins identified Universal 

Uniprot-SwissProt. 
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1. JUSTIFICACIÓN 

       En los últimos veinte años se han reafirmado esfuerzos pora el control de T. spiralis en 

varios países 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 número de 

casos de algunas áreas donde no se había presentado la infección (Dupouy Camet, 2000). 

Los cambios en el ecosistema así como socioeconómicos, la exportación  de carnes  

procedente de países con deficiente control sanitario contribuyen al aumento de la 

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

La región más afectada en los últimos años ha ido la Unión Europea  en 2007  reportan 779 

casos,  en 2008 reportan un brote en Italia y el último caso reportado en 2009 se dio en las 

colonias Francesas de Senegal donde se reportan casos de Trichinellosis a causa del 

consumo de jamón de cerdo (Dupouy-Camet J. 2009).  En México el último reporte dado 

por la Secretaria de Salud es en 2004 reportando 23 casos sin embargo, el boletín de salud 

pública  divulgado por  el sector salud en 2011 indican que se calcula que alrededor del 2% 

de la población en México está afectada con Trichinellosis (México sano 2011)  datos 

publicados por Moreno G., 2005 y Berumen  2007, indican que la parasitosis continúa 

presente en varias especies animales tales como cerdos, perros y ratas domestica que 

comúnmente 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 

epidemiológico de López en 2012 muestra que la infección  fue identificada en sueros de 

niños analizados en un primer tamizaje por MIDD y confirmados por Wester Blot de sueros 

provenientes de distintas instituciones de salud del estado de Zacatecas (López 2012). 
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En 2013 se han reportado varios brotes en la región de Argentina en Abril del 2013 

reportan la infección de 30 personas a causa del consumo de carne de Jabalí ahumado en la 

población de San Martin de los Andes (ProMED2013), en mayo del 2013 en la región de 

Corrientes se identificó a un paciente del sexo masculino con serología positiva a 

Trichinellosis, en julio de 2013 se detectó otro brote en la región de Entre Ríos, afecto a 20 

individuos los cuales presentaron sintomatología clínica compatible con la infección por 

Trichinellosis y la fuente de infección fue el consumo de salamines de producción casera 

los cuales procedían de una carnicería de la ciudad de la Paz (Alerta Triquinellosis 2013). 

 

Estos datos muestran que la parasitosis por T. spiralis sigue vigente, por lo que se considera 

conveniente  contar con inmunógenos y caracterizar la respuesta inmune generada por las 

proteínas con efecto inmunógeno, para determinar su efecto inmunoprotector tanto en la  

inmunización como la inmunoterapia 
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2. INTRODUCCIÓN. 

 La Trichinellosis es una infección transmitida por el nemátodo Trichinella spiralis, 

frecuentemente no es identificada, por lo que continua siendo una preocupación de salud 

pública, a nivel mundial se tiene estimado que aproximadamente once millones de personas 

alrededor del mundo podrían estar infectadas con el parásito (Liu M. and Boireau P., 2002), 

La infección se presenta al consumir carne cruda o insuficientemente cocida procedente 

principalmente de cerdos infectados con larvas infectantes (LI) del parásito (Pozio 2005), 

las LI ingeridas  migran del estómago 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 circulación sanguínea 

y se alojan en músculo, posteriormente son encapsuladas en ese lugar (Ortega et al. 1996) . 

Los signos y síntomas de la enfermedad son variables depende de la carga parasitaria 

consumida aunado a las características nutricionales, hormonales y edad del hospedador, 

por lo tanto se presentan síntomas leves hasta graves, poniendo en riesgo la vida del 

hospedador (Camet et al 2002). 
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4. HIPÓTESIS 

La proteína inmunodominante  de 45 kDa de Trichinella spiralis, desencadena una 

respuesta inmune que tendrá un efecto protector contra Trichinellosis tanto en la 

inmunización como en la inmunoterapia. 

 

5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo General 

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

proteína de 45 kDa y del Antígeno Soluble Total (AST) de Trichinella spiralis 

 

5.2 Objetivos Específicos: 

1. Caracterizar la Respuesta inmune humoral y celular generada por la 

inmunización e inmunoterapia con la proteína de 45 kDa y AST en ratas  

machos. 

2. Caracterizar la Respuesta inmune humoral y celular generada por la 

inmunización e inmunoterapia con la proteína de 45 kDa y AST en ratas    

hembras. 

3. Secuenciar parcialmente la proteína antigénica de 45 kDa  obtenida del AST de 

T. spiralis. 

4. Llevar a cabo un análisis 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  Clasificación Taxonómica 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 características distintas las cuales 

radican principalmente en las que presentan capsula y las que no la presentan; (Pozio et al., 

2005). El que presenta cápsula se refiere al desarrollo de una capa de colágena alrededor de 

la LI de T. spiralis. Las especies con cápsula, tienen características básicas con relación a la 

adquisición de nutrientes, eliminación de desechos, la estimulación antigénica de la 

respuesta inmune del huésped y la transcripción de genes regulatorios, que activan la 

producción de colágena tipo IV y VI (Pozio et al., 2001). En cuanto a la clasificación 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 más adelgazado y son monodelfos pertenece a la Familia Trichinellidae debido a la 

localización anterior de la vulva y considerando que son Vivíparos, pertenecen al Género 

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

6.2 Morfología de Trichinella spiralis  

T. spiralis es un nematodo blanquecino tubular, con la extremidad anterior más 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 parásito tiene una boca pequeña redonda sin papilas en su extremo anterior, el 

tubo digestivo es largo y angosto, el esófago consta de una parte anterior corta muscular, 

otra posterior larga, que contiene una línea de células de esticocitos llamada esticosoma que 
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la caracteriza, este es un órgano propio del estadio juvenil del parásito. Cada esticosito 

contiene antígenos (Ag) que reaccionan con los anticuerpos (Ac) presentes en el suero del 

huésped (Despommier & Muller, 1976). La hembra tiene un ovario, su vulva está 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 espícula, está compuesto de un solo testículo en el cual se 

lleva a cabo el proceso de espermatogénesis para la producción de espermatozoides no 

ciliados (Takahashi et al., 1994, Lloyd, 2000). La LRN tiene un tamaño aproximado de 100 

micrómetros (µm) de largo por 6 µm de ancho, es forma cilíndrica, la diferenciación sexual 

se da antes de encapsularse en músculo esquelético, el tamaño permanece constante desde 

la migración desde el intestino al músculo; posee un espolón cefálico de tamaño pequeño, 

estilete bucal  y un esticosoma formado por 30 a 40 esticocitos que contienen gránulos de 

distinto tamaño cuya importancia radica en su poder antigénico al ser excretados (Chávez, 

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

 

 6.3 Ciclo de vida 

El humano adquiere la infección a través de la ingestión 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 cutícula hasta convertirse en parásitos adultos, se 

diferencian en hembras y machos adultos unas 30 horas después de la infección.  
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La cópula sucede con los nemátodos contenidos en la mucosa intestinal (en el lumen 

intestinal); Los machos son eliminados por una reacción de hipersensibilidad inmediata y 

automática de la motilidad intestinal por el huésped luego de cumplida su función fértil. 

Las hembras fecundadas se localizan en el interior de la mucosa del duodeno, yeyuno e 

íleon y éstas son eliminadas poco después de la liberación de las LRN. Esta expulsión se 

debe en parte a linfocitos Th2 e IgE.  Entre el tercero y el quinto día, comienza la postura 

de LI.  Cada hembra coloca alrededor de 60-80 LRN (Moreno, 2009, Li et al., 1998, 

Chávez et al 2006). Estas LRN miden entre 80 y 120µm, ahondan en la mucosa intestinal, 

penetran a través de los capilares linfáticos y venosos y llegan a la circulación general, 

diseminándose por todo el organismo, enquistándose sólo 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 días post- infección.  

Cuando las LRN penetran a la célula muscular provocando modificaciones del contenido 

celular, secretan sustancias que le permiten una simbiosis entre el parásito y el hospedero, 

transcurridos aproximadamente quince días, quedan rodeadas por un revestimiento 

constituido por el sarcolema, formando así a la célula nodriza alrededor de 30 días después 

de haber adquirido la infección (Despommier, 1993; Moreno, 2009, Lloyd, 2000; Muñoz et 

al 2007), la célula nodriza mide de 250 a 400 µm., 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, Chávez et al 2006). 
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6.4 Manifestaciones clínicas de Trichinellosis 

Existen  variables que pueden modificar el cuadro clínico de la Trichinellosis en un sólo 

individuo, Los síntomas y síntomas son similares a los de otras enfermedades de tipo 

gatrointestinal. El periodo de incubación 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 sintomatología de acuerdo con el tiempo 

transcurrido entre la ingestión de la carne infectada y la infección por Trichinella. Además 

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 mayoría de las personas la 

fase aguada de la enfermedad inicia con malestar general, dolores agudos, incremento de la 

temperatura, escalofríos y sudoración profusa, El principal síndrome de esta fase consiste 

en fiebre persistente, edema facial (característicamente periorbital), dolor muscular y 

astenia grave que perdura por varias semanas. También pueden producirse mareos y 

náuseas transitorias, de manera menos común se puede presentar  diarrea, hemorragias 

conjuntivales y subungueales. Es en esta etapa durante la cual las LRN están en migración. 

Las manifestaciones clínicas de cada fase de la infección se presentan en la Tabla 1. (Capo, 

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

Manifestaciones clínicas características de la Trichinellosis. 

 

Fase Tiempo Causa Manifestación clínica 

Fase enteral 
Posterior a las 24h 

de la ingestión de 

la LI 

Penetración de las LI 

en la mucosa intestinal, 

fijación y desarrollo de 

las formas adultas 

Dolor abdominal, diarrea o 

constipación, malestar 

general y fiebre 

Fase 
parenteral 

Semanas dos a 

seis post-infección 

Liberación de 

sustancias químicas 

secretadas por las LI y 

la respuesta 

inflamatoria muscular 

Mialgia difusa, edema, 

conjuntivitis, fiebre, dolor de 

cabeza, rash cutáneo, 

insomnio 

Fase 
muscular 

Durante la tercera 

a octava semana 

post-infección 

Las LRN dañan los 

vasos sanguíneos, 

llegan a musculo 

estriado y se 

desarrollan  a LI. 

 

Edema en cara y párpados, 

cursa con fiebre, 

hemorragias petequiales, 

puede haber invasión 

pulmonar y afección al 

sistema nervioso central 

(SNC), polineuritis, 

encefalitis. 

Histológicamente se 

observan LRN en torrente 

sanguíneo y paso transitorio 

en el corazón 

 

6.5 Diagnóstico 

El diagnóstico de Trichinellosis depende de la combinación del cuadro clínico, datos 

epidemiológicos, clínicos de laboratorio y/o de biopsia muscular. Los estudios 

inmunoserológicos, frecuentemente constituyen el único método de diagnóstico de 

Trichinellosis humana y los más importantes para realizar estudios de vigilancia 

epidemiológica (Barlasina, et al., 2009). Los Ac anti-gránulos de los esticocitos, son de 

mayor especificidad para el diagnóstico de la enfermedad. En los resultados de laboratorio 
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se manifiesta principalmente el incremento típico de los eosinófilos circulantes esto es 

Leucocitosis (12,500 a 18,000 células por  milímetro cúbico (mm
3
) común en etapas 

tempranas con predominio de eosinófilos circulantes (1,400 a 8,700 eosinófilos/mm
3
) y 

enzimas musculares por la presencia del parásito, Incremento de Creatina Fosfoquinasa 

(CPK), Deshidrogenasa Láctica (LDH) y 1,6-difosfofructolasa (35 a 100%) estas enzimas 

presentes en suero significan, la destrucción muscular y la migración de las LRN (Capo, et 

al., 1996). 

 

6.6 Técnicas de Diagnóstico 

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

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

 

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

se realiza en la inspección post-mortem en humanos y en vida en animales para el 

control sanitario tal es el caso de la triquinoscopía la cual consiste en la identificación de 

LI de T. spiralis en el tejido muscular de diafragma, intercostales, maseteros y 

abdominales (1.0 g), por la compresión de la muestra entre dos portaobjetos y posterior 

observación en el microscopio. El límite de detección por medio de ésta técnica de 3-10 

LI/g tejido. (FAO/WHO/OIE, 2007; Laverde, et al., 2009), Digestión Artificial en esta 

técnica las LI son liberadas del tejido muscular para luego ser recuperadas por filtración 

y posterior sedimentación.  
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     Mediante observación 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. ; sólo muestras con diez a 

doce días post-infección, 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 detección de respuesta inmunológica (humoral o celular)  en el 

huésped representa una evidencia concreta del contacto con el parásito. las técnicas 

desarrolladas con la finalidad de detectar esta respuesta son las técnicas indirectas de 

diagnóstico entre las que destacan la microinmuno difusión doble (MIDD) o técnica de 

Ouchterlony, esta técnica detecta Ac circulantes que identifican a los Ag del parásito, 

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 

línea de precipitación, la técnica posee sensibilidad del 91.0% y es especifica; el límite 

de detección es del orden de los miligramos (mg) de proteína (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 glicoproteínas estructuralmente relacionadas con pesos moleculares de 45-

55 kDa (OIE, 2004), la 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 diagnóstico 

diferencial (Chávez, et al., 2006; Robert, et al., 1996; Aguilar, et al., 2000), detecta 

concentraciones del orden de los pico gramos (pg) de proteína, además, es una prueba 
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diagnóstica de especificidad molecular (interacción epítope-paratopo) que proporciona 

el perfil del Ag.  

 

6.7 Respuesta Inmune del Hospedador 

Para los parásitos helmintos como es el caso de T. spiralis, se presenta una respuesta innata 

a través de distintos mecanismos uno de estos mecanismos  es al activar la vía alternativa 

del complemento ya que células como macrófagos y neutrófilos pueden secretar 

compuestos sobre la parte superficial del parasito, también los mastocitos y principalmente 

los eosinofilos son las células que actúan para eliminar y por lo tanto destruir al parasito 

(Doménech A., et al, 1998). La respuesta inmune generada depende del estadio del parásito 

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 

diferenciación sexual del parasito, la fase sistémica donde el parásito 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 colágena es así pues que la respuesta inmune en la fase intestinal 

es de tipo celular y se manifiesta por la inflamación 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 

inflamación y favorecen la infiltración de mastocitos, eosinófilos, así 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 antígenos de superficie, los anticuerpos producidos medían una 

acción citotóxica, 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 parásito, sin 

embargo se caracteriza también por una respuesta tipo Th2 la cual favorece la producción 

de IL 5, 10, 1γ así como interferón ɤ, ya enquistada en músculo el infiltrado celular que se 

presenta alrededor de la capsula de colágena lo constituyen principalmente macrófagos y 

células T CD4
+ 

, en menor cantidad células T CD8
+
 así 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 Antígenos de T. spiralis. 

Las proteínas son probablemente las principales moléculas que se han evaluado como 

inmunógenos, debido a su alta inmunogenicidad, a que ha sido posible caracterizar a varias 

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

 Lo anterior es importante ya que uno de los objetivos es comercializarlas y desde el punto 

de vista biológico el interferir con su función pude conducir a la eliminación del parasito. 

Así mismo se han empleado los glicanos o glicoproteínas como vacunas, en general estas 

moléculas inducen la producción de anticuerpos que pueden participar en la protección del 

hospedero contra la infección.  

A partir de los años 90’s, se han publicado más de 100 intentos con 80 diferentes antígenos 

recombinantes para 22 especies de helmintos (Geldhof et al., 2007). Sin embargo varios de 

estas proteínas han fallado principalmente debido a que los sistemas de expresión no han 

sido los apropiados lo que evita la adecuada presentación de estos antígenos 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 secreción,  

excreción (S/E) y los productos de superficie externa o dentro del parásito Ag somático, 

ambos Ag al ser expuestos, inducen una respuesta inmune en el huésped infectado, 

denominándose Ag naturales, hacen referencia a la necesidad de generar estos antígenos 

como proteínas recombinantes sin embargo mencionan el problema latente sobre la falta de 

estimulación en la respuesta de protección 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 parásito 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 utilizó el adyuvante 

completo de Freud y el extracto soluble e insoluble de LRN, ambos extractos fueron 

aplicados por vía 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 inmunización indica una aplicación cada semana por tres 

semanas mostrando disminución 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 caracterizó los antígenos de T. 

spiralis en  modelos murinos con pesos moleculares que se encuentran desde 32 a 109 kDa 

los cuales son productos de secreción y excreción del esticosoma, los principales son 37, 

43, 48, 50/55 y de 45 kDa. También describen los antígenos de secreción excreción de la 

larva muscular y como se asocian a el grupo terminal de tivelosa (Mc Vay et al., 1998).  
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Gamble en 1985 identifica productos de excreción-secreción  provenientes de larvas 

musculares usando anticuerpos monoclonales con peso molecular de 49 y 53 kDa obtenidos 

por cromatografía de afinidad, el modelos utilizado fueron ratones los cuales fueron 

inmunizados con los antígenos,   los cuales inducen una respuesta inmune que provoca la 

reducción de carga parasitaria ya que al realizar la infección experimental de los ratones 

inmunizados se observó una expulsión acelerada de gusanos adultos en intestino, afectando 

de manera directa a los parásitos hembras y por consecuencia reduciendo la carga 

parasitaria en músculo (Gamble 1985).  

También según el estadio del parasito se han caracterizado distintos tipos de antígenos, esta 

caracterización es de acuerdo con la reacción antígeno-anticuerpo presente en los diferentes 

modelos experimentales como en el murino, conejo, hámster y cobayo, el antígeno de 43 

kDa así como los que se encuentra en el rango de 45-50 kDa son específicos de la LI que es 

el estadio infeccioso de T. spiralis, se han identificado también otros antígenos teniendo 

pesos moleculares de 23, 32, 37, 43, 45, 48, 50, 55. 67, y 90 kDa. (Despommier et al., 

1990, Wakelin, 1996, Muñoz et al., 2007). Del Río et al. 1986, purificaron 6 antígenos 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 vía oral con carne infectada que contenía LI de T. spiralis, los antígenos fueron 

identificados por la técnica de inmunoelectrotransferencia.  

El ciclo de vida de T. spiralis es novedoso ya que es completado en su totalidad en hábitats 

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 T. spiralis específicamente mencionan que en la fase 



 

25  

 

intestinal de la infección por T. spiralis se presenta una respuesta específica para los 

antígenos de fosforilcolina y que estos antígenos se encuentran en estructuras internas de la 

Larva como parte interna de la cutícula, epidermis y glándula intestinal,  (Appleton y 

Romaris., 2001).  

En el 2002 Goyal y cols., utilizaron un carbohidrato llamado tivelosa, el cual fue 

comparado con el uso de antígenos de T. spiralis en un modelo murino, la inmunización 

con Tivelosa-BSA no tuvo efecto significativo sobre la polarización de células T y sobre la 

disminución de número de larvas y fecundidad, con lo cual los autores sugieren que la 

tivelosa por sí sola no tiene efecto protector.  

Yepez-Mulia L., et al, en 2007 describen los antígenos 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 cutícula del parasito, los anticuerpos anti-TSL-1 reconocen antígenos del rango de 40 a 

70 kDa.  

Los antígenos de T. spiralis son reconocidos por anticuerpos de tipo IgG del hospedero, 

estos reaccionan con el esticosoma, los anticuerpos de tipo IgM reaccionan con la cutícula 

del parásito mientras que los anticuerpos de tipo IgA reaccionan con antígenos de la 

superficie corporal de la larva, con pesos moleculares que oscilan entre 96, 67, 63, 55,  47 y 

43 kDa (Moreno et al., 1996). En la superficie del esticosoma de la LI de T. spiralis, se han 

determinado la presencia de glicoproteínas con pesos moleculares de 47 y 55 kDa ambas 

forman homo dímeros, para la posterior formación 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 

protección ya que se demuestra la disminución de carga parasitaria esto en modelo 

experimental murino y además describen que el antígeno de superficie se localiza en la 

cutícula de la LI y en cavidad celómica 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 antígeno de 45kD de T. spiralis obteniendo 

un efecto protector de mayor significancia con este último ya que reportan alteración de la 

célula nodriza que rodea al parásito así como también la ausencia del parásito (Maldonado 

et al. 2007).  

También se han utilizado péptidos sintéticos y el primer reporte lo da Robinson y 

colaboradores utilizando una glicoproteína de 43kDa mostrando eficacia como vacuna ya 

que se demostró la disminución de la caga parasitaria (Robinson et al 1995). También se ha 

propuesto el uso de vacunas de DNA como en el modelo en ratón, el uso de la vacuna de 

DNA (PcDNA3-TspE1) que codifica para un antígeno de T. spiralis de 31 kDa el cual tiene 

similitud del 98%  a la secuencia del antígeno 45-50 kDa aislado de la LI de T. spiralis, esta 

vacuna indujo una respuesta celular que produjo una protección parcial contra el reto a la 

infección con la LI de T. spiralis, con una reducción del 37.67% en los parásitos 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 T. spiralis provocó tanto una respuesta  

local significativa de IgA como una sistémica con perfil Th1 mediada por INF-Ȗ  y perfil 

Th2 mediada por IL-5, IL-6 e IL-10. Lo anterior se correlacionó con la reducción en un 

29.8% de parásitos adultos y un 34.2% de LI después del reto con T. spiralis (Yang et al., 
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2010). La clonación de la paramiosina de T. spiralis (TsPmy) y su empleo junto con el 

adyuvante completo de Freund’s en la vacunación de ratones BALB/c que posteriormente 

fueron infectados con T. spiralis, en estos estudios se observó la producción de anticuerpos 

específicos de isotipo IgG, así como una respuesta inmune Th1/Th2 concomitante con una 

reducción de 36.2% en LI de T. spiralis (Yang et al., 2008). Se han reportado también   la 

producción de anticuerpos contra esta proteína de 43 kDa que se localizó en núcleo y 

citoplasma de células de músculo infectadas. Las glicoproteínas 43 – 53 y 45 kDa que 

forman parte de los antígenos de T. spiralis contienen epitopes de tivelosa, estos antígenos 

son reconocidos preferencialmente por el hospedero durante la infección, lo cual los hace 

muy útiles en el inmunodiagnostico de Trichinellosis.  

Recientemente, estas glicoproteínas han sido bien caracterizadas a nivel molecular y han 

mostrado que estas proteínas son importantes para la transformación de la célula muscular, 

la formación de la capsula y continuación de parasitismo debido a Trichinella spp (Nagano 

et al., 2009).  

Es importante destacar que la mayoría de los estudios se han centrado en la antigenicidad / 

inmunogenicidad de las LI de T. spiralis y antígenos específicos de LI, ya que los antígenos 

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 antígenos han mostrado su participación en la inducción de 

respuestas inmunes clave que muestran tener un efecto protector al hospedero infectado por 

T. spiralis (Appleton et al., 1991., Bolás-Fernández and del Corral Bezara, 2006).  
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En 2013 Bien y colaboradores realizaron un estudio para identificar antígenos de T. spiralis 

que son reconocidos por anticuerpos del huésped, utilizaron extractos crudos y proteínas 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 

antígenos de T. spiralis con potencial de diagnóstico, el resultado demuestra que la 

totalidad de antisueros de T. spiralis, independientemente de la dosis infecciosa, reconoció 

proteínas comunes en cada etapa del ciclo vital reconociendo pesos moleculares de 

alrededor de 20-27 kDa en la fase intestinal de la infección, 41 kDa y 105 a 195 kDa en la 

fase de migración y en la fase muscular mostraron además que se presentan proteínas 

comunes que se detectaron en sueros a lo largo de la infección, la detección se da partir del 

quinto día después de la infección (dpi) a hasta los sesenta dpi. Estos resultados amplían el 

conocimiento de los componentes antigénicos específicos de T. 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 preparación de antígenos para uso diagnóstico, ya que 

estos antígenos son relevantes, independientemente de la fase de infección.  

Castañeda reporta el uso de AST en cerdos con un esquema de inmunización e 

inmunoterapia, donde obtiene una mayor disminución de carga parasitaria a los animales 

tratados por inmunización 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 

patrón de bandeo de 14 a 97 kDa presentándose 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 α1 y αβ. (Castañeda β010). 
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7. MATERIAL Y MÉTODO 

7.1 Material Biológico 

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 Biológicas de la Universidad Autónoma de 

Zacatecas. 

2. Se utilizó 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 Diseño Experimental.  

Se utilizaron ratas cepa Long Evans se obtuvo AST Por técnicas Directas, se realizó EGPA 

para separar proteínas por PM, las ratas fueron divididas  en 4 grupos control sano, control 

infectado, grupo de inmunización y grupo de inmunoterapia, durante el tratamiento se 

obtuvo muestra de sangre y posteriormente se aplicaron técnicas indirectas, la proteína de 

de 45 kDa fue separada del gel por elución de bandas para posteriormente analizarla por 

espectrometría de masas.   
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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 Biológicas   

de la Universidad Autónoma de Zacatecas,  las ratas fueron divididas en grupos los cuales 

fueron: control sano, control infectado, grupo de inmunización (InZ) y grupo de 

Inmunoterapia (InT) cada grupo para hembras y machos. Estos animales fueron tratados 

bajo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 que indica las Especificaciones 

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

7.4 Técnicas empleadas:  

A. Para obtener los inmunógenos. 

 

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

de la digestión artificial, el proceso se llevó a cabo a 37º C por 24 horas según el 

método descrito por Del Río 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 colocó en un tamiz de tul, en forma de 

saco; suspendido en una solución al 0.03 % de pepsina (10,000 U) y HCl al 37 % 

(0.2M) en un litro de agua destilada en un embudo de separación; transcurridas las 24 

horas se procedió a separar las LI las cuales se depositaron en el fondo del embudo de 

separación, se sometieron a tres lavados con solución Buffer de fosfatos (PBS), se aisló 
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el paquete larvario precipitado al fondo del tubo cónico, se adicionó nitrógeno líquido e 

inhibidor de proteasas y se trituraron por acción mecánica en condiciones en frio. Una 

vez rotas las LI se centrifugaron,  el sobrenadante que se obtuvo contenía el AST de T. 

spiralis. (Muñoz et al., 2007).  

 

Determinación de proteína: Se determinó la concentración de proteínas del AST. Para 

ello, se realizó una curva estándar usando albúmina sérica bovina (ASB), según la 

metodología de Bradford, 1976. Ajustando la concentración de proteínas obtenidas a 

una densidad óptica de 595 nm mediante azul de Commassie al 0.06% preparado en 

HCl al 2.2%. Se interpoló el valor de la densidad óptica del Ag, a la de la curva 

estándar de albúmina, y así, se obtuvo la concentración de proteínas contenidas en el 

extracto antigénico. La medición se realizó con el lector de ELISA Imark Microplate 

Reader Bio-Rad ®. 

 

     B. Para obtener la proteína inmunogénica de 45kDa. 

Al AST se sometió a electroforesis en gel de poliacrilamida (EGPA), corrimiento que 

sirvió para separar las proteínas por peso molecular y  preparación 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 concentración de 4.0% para el gel 

concentrador y al 11.0% para el gel separador, con una micropipeta se midieron 11.0 µl 

de AST/carril disueltos en buffer con una concentración equivalente de 30 µg de 

proteína. El buffer es una solución reductora que contenía Tris-HCl 1.0 M, pH 6.8, 

glicerol, DSS al 2.0%, azul de bromofenol al 0.5%, ácido etilendiaminotetraacético 
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(EDTA), H2O, ditiotreitol 5 mili molar (Mm) y 2-ȕ mercaptoetanol al 5.0%. La mezcla 

se calentó a baño María (47°C) durante cinco minutos y posteriormente se midieron los 

volúmenes para cada carril. El corrimiento electroforético se realizó en una cámara 

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 verificó el frente de corrimiento de la 

electroforesis para corroborar el desplazamiento y la cámara se apagó. Los geles fueron 

retirados, se procedió a teñir 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 secó en membranas de celofán. 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 proteína de 45 

kDa se separó del total del gel y por elución mecánica en frio mediante el detergente 

dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%  se obtuvo la proteína en solución 

amortiguadora de fosfatos  (PBS). 

      C. Técnicas Directas. 

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

Long Evans) se obtuvo la carne de los tejidos, se realizó 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 así la presencia o ausencia de LI en músculo 

estriado. 



 

34  

 

Técnica de digestión artificial (DA): El proceso se describió para la obtención del AST, 

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

óptico de luz con los objetivos x10 y x40.    

Azul tripano: Se tomó una muestra de tejido se embebió en el colorante el cual tenía 

una concentración al 2% por un periodo de 15 min. Al obtener los precipitados de DA 

se tomó una muestra de 50µl y se agregó el colorante por el mismo periodo de tiempo.  

Tinción  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 etílico al 

70% para su procesamiento automático por aproximadamente 12 horas en dos pasos de 

OH al 70%, OH al 80%, OH al 96%, OH al 100% y xilol. De éste último paso se 

sacaron las muestras y se embebieron en parafina formando bloques de soporte para la 

realización de cortes histológicos de 5-8µm de espesor en un micrótomo Leica Modelo 

820. Los cortes se colocaron en un baño de flotación 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 tinción con la técnica Hematoxilina y Eosina según el criterio de Viloria, 

2000. 
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D. Técnicas Indirectas. 

Frotis sanguíneo y Tinción Wright: Se toma muestra sanguínea 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 extensión en 

dirección contraria a donde se colocó la gota de sangre con movimiento suave en una 

sola intención, se deja secar a temperatura ambiente y posterior mente se tiñe con 

colorante Wright en una bandeja para tinción 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 observación en un microscopio óptico con el objetivo de inmersión 

(Rodak F. 2004) 

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

solución Buffer de fosfatos (PBS) con 0.01 g de azida de sodio; se colocaron 4.0 ml de 

la solución liquida (50°C) sobre una laminilla de vidrio, una vez que solidificada, se 

procedió a formar una roseta, a una distancia de 0.5 cm. entre pozo y pozo, se colocó el 

AST en una cantidad de 10 L (18 g ) en el centro, en torno a éste los sueros 

problema, como control un suero positivo y un negativo, se dejó a temperatura 

ambiente en cámara húmeda de 24 a 48 horas hasta que se presentaron líneas de 

precipitación entre el suero control positivo y el antígeno  (Oucherlony O. 1958). 

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

Poliacrilamida se transfirió a papel de Nitro-Celulosa, de acuerdo a lo descrito por 
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Towbin (Towbin et al.1979), se utilizó un buffer de transferencia que se preparó 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 utilizó la cámara de 

Transblot- Cell (Bio–Rad.) a 35V, durante toda la noche a 4 °C. El papel de 

Nitrocelulosa (NC) se tiñó con fast green (verde rápido) por 5 min. Con agitación 

constante, se retiró el colorante y se decoloró para verificar la transferencia de las 

proteínas, se dejó secar y se cortaron las tiras del ancho aproximado de cada carril. 

Posteriormente, se procedió a cubrir cada tira con una solución de PBS- leche 

descremada al 3% y azida de sodio al 0.15% a 4°C, con agitación constante durante 

toda la noche. Transcurrido el tiempo se lavó tres veces por 10 min con PBS, se 

continuó con la incubación por 1.5 hrs. con los sueros problemas en una dilución de 

1:100 en PBS- leche en polvo al 3% a temperatura ambiente con agitación constante; 

enseguida se lavaron dos ocasiones con PBS- Tween 20 al 0.3% por 10 min. y tres más 

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 agitación; después se lavaron dos veces con PBS- Tween 20 

al 3% y se enjuagaron con PBS por 10 min. El patrón de Bandeo de cada tira se revelo 

con 3,3-Di-Amino Bencidina, 50 mg. en 100 ml de PBS, usando, como sustrato, 

peróxido de hidrógeno. 

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

parte visible del animal generalmente tomando como referencia la columna vertebral, 

posterior a la inoculación del inmunógeno correspondiente se observó la respuesta 

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

fundamenta en la separación de partículas moleculares o atómicas por su diferente masa. 

    El proceso de la espectrometría de masas comprende básicamente cuatro etapas: 

 Ionización de la muestra. 

 Aceleración de los iones por un campo eléctrico. 

 Dispersión de los iones según su masa/carga. 

 Detección de los iones y producción de la correspondiente señal eléctrica. 

 

Para la muestra que se obtuvo de la electroforesis en gel de poliacrilamida y su posterior 

elución se procedió a eliminar contaminantes como sales duras y detergentes que 

pudieran interferir con el análisis el PBS, SDS así como el azul de Coomassie que 

contenía la muestra se eliminó 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 recuperó la muestra adicionando 100µl de NH4CO3 

se procedió a verificar a 280 nm la concentración de proteínas en el sistema nanoDrop 

adicionando en el lector 2µL de la muestra, se procedió a digerir la muestra tomando 

100 µL de la , se adiciono 5 µL de ditiotreitol (DTT) se incubo durante 1h a 65 °C en 

agitación lenta con el fin de reducir los puentes disulfuro presentes en la muestra, 

posteriormente se procedió a la alquilación de grupos sulfihidrilos se adiciono 4µL de 

Iodoacetamida se incuba 1h a Tº (temperatura) ambiente en condiciones de oscuridad, 

para parar la reacción de alquilación se adiciona 20 µl de DTT.  Para neutralizar la 

Iodoacetamida se incuba 45 min a Tº ambiente, finalmente se procedió a la digestión con 
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tripsina, se tomó el liofilizado de tripsina el cual tenía una concentración de 20 µg  se 

resuspendió con 20 µl de NH4CO3  de esta mezcla adiciono 10 µl a la muestra se agita en 

vortex a velocidad constante se incuba a 37°C en baño maría por 18 h posterior a esta 

incubación se agregó 5 µl de ácido trifluoroacetico (ATFA) se centrifuga a 10,000 rpm 

por 15 min a 20°C con esta muestra se recuperó la proteína limpia y se procedió a su re-

verificación a 280 nm en el sistema nanoDrop, se procedió a la separación 

cromatográfica con el sistema nano UPLC  marca Waters modelo nanoAccquity con una 

columna de fase reversa C18 300 micras x 150 mm, 2 micras y elución con un gradiente 

agua + 0.1% Ac fórmico/Acetonitrilo durante 125 minutos, la detección se realizó con 

un sistema de espectrometría de masas híbrido Cuadrupolo-tiempo de vuelo con 

resolución experimental aproximada de 10,000 y con interface electro Spray y con 

inyección de Glucofibrinopeptido como calibrador continuo a 100 fmol/ml,  del cual se 

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

 

Cabe señalar que el control y adquisición de datos crudos se hizo con el software 

MassLynx vers 4.1, se procedió entonces al Procesamiento de datos. El cromatograma 

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

E. Método estadístico a emplear. 

Análisis de varianza para la carga parasitaria obtenida en cada uno de los tratamientos, 

comparados con respecto al control infectado que se tomó como el 100% de infección, 

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

8.1 De la Obtención del AST 

Por medio de la cepa de conserva que se tiene en el Bioterio de la Unidad Académica de 

Ciencias Biológicas se proporcionó animales infectados con T. spiralis los cuales fueron 

sacrificados y el musculo obtenido sometido a la técnica digestión artificial con la que se 

obtuvieron LI viables de T. spiralis. Fig 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 En A). Se observan ratones cepa  Balb/c de conserva infectados con LI 

de T. spiralis. B). LI de T. spiralis en músculo estriado de animales de 

conserva. C). Embudo de separación con líquido digestor de la técnica 

de Digestión Artificial. D) Tubos cónicos con LI obtenidas de la 

digestión artificial. E),F). LI de T. spiralis enquistadas en musculo 

estriado que fue sometido a DA, F). LI obtenida de Digestión Artificial 

donde se observan las características físicas viables del parásito. 
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Después de obtener el paquete larvario se trituro mecánicamente agregando N2 Liquido 

hasta observar la destrucción física del parasito esto se corroboró tomando una alícuota de 

la muestra y observándola en el microscopio óptico de luz con el objetivo x4 y 

posteriormente con el x10.  Fig.2  

 

 

 

 

Al someterlo a centrifugación se separó el sobrenadante y se obtuvo la concentración de 

proteínas por medio de una curva patrón de albumina por el método Bradford la cual fue 

1.1404µg/µL Fig.3. 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Se observa en A), B). El concentrado de LI triturado en un mortero de 

porcelana después de añadir  el nitrógeno líquido, en C). Se observan las 

LI ya trituradas no se observan trazas de formas viables. 
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8.2  De la EGPA para la separación por peso molecular. 

Se realizó la separación por peso molecular de los geles de poliacrilamida los cuales fueron 

analizados por densitometría con el Software Image Lab Versión 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 estándar de peso molecular 161-0362 Precision 

Protein Standars Bio-Rad ®. Fig 4. 

 

 

 

 

Fig. 3 Se muestra el aparato iMARCK de Bio-Rad (A) donde se realizó la 

lectura de la microplaca para la determinación de proteínas (B), así 

como  la curva con la corrección de regresión lineal para la 

determinación de la concentración del AST. 

A 

B 
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Fig.4 A). Gel de poliacrilamida donde se muestra la separación por PM del 

AST. (MPM. Marcador de peso molecular), B). Análisis por 

densitometría de uno de los carriles obtenidos donde se  identifica cada 

una de las bandas obtenidas de la separación. 
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8.3 Técnicas Directas  

 

8.3.1 Para el grupo control sin infección  

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

casos, Fig 5. 

 

 

 

8.3.2 Resultados para el grupo control infectado 

Las técnicas aplicadas fueron la compresión en placa que resulto positiva ya que se 

observaron LI de T. spiralis en el tejido, la técnica de azul tripano donde se observó 

viabilidad que resulto positiva ya que el parámetro que se tomó para determinar viabilidad 

Fig.5 Se observa diafragma de rata por la técnica de 

compresión sin presencia del parasito T. 

spiralis, se pueden observar también la 

fibras musculares definidas (flechas), 

observado con el microscopio óptico de luz a 

x10 (aumento real 100X) 
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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 sí.  

También para determinar viabilidad  por medio de la observación de las características 

físicas 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 característico de parásitos 

viables así como al observar una muestra en el microscopio óptico a x10 se observó al 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. A. Se muestra compresión en placa del tejido  de rata donde se observa LI 

de T. spiralis dentro de la capsula de colágena bien definida y con 

características físicas aparentemente viables.   B. resultado de la tinción de 

tejido con Azul tripano donde se observa que el colorante se concentró en 

la periferia de la capsula de colágena lo que permite  afirmar que el 

parasito es viable. C. precipitado de LI obtenidas de digestión artificial  

donde observamos la coloración rosada del paquete. D. LI de T. spiralis 

obtenida de digestión artificial y observada en el microscopio óptico de luz 

a x10 observamos la espiral característica así como la continuidad de la 

cutícula. 
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8.3.3 Resultados de las técnicas directas  del tratamiento de Inmunización  

         Con AST: Al sacrificio de los animales después del tratamiento de inmunización con 

AST, se recuperó el tejido el que se sometió a compresión en placa en la que se observó a la 

LI aparente mente sin ninguna modificación ya que  la célula nodriza se observa intacta sin 

embargo al aplicar la tinción con Azul tripano se observó que el tejido se tiñó de manera 

uniforme, al observar la características físicas de paquete larvario obtenido por DA se 

observó de un color café claro al tomar una alícuota y observarla al microscopio óptico se 

observó que las LI no conservaban la espiral que caracteriza al parasito al aplicar a estas la 

tinción con azul tripano este no penetro a la LI y se concentró en la cutícula de este fig. 7.  

 

 

 

 

 

 

 

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

teñida con Azul tripano donde se observa la distribución 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 físicas como la perdida de espiral en la LI. E) LI obtenidas 

de DA sometidas a tinción con azul tripano donde se puede observar 

acumulado en la cutícula del parasito sin penetrar al interior. Todas 

observadas con el microscopio óptico de luz a x10 (Aumento real 100X). 
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Inmunización con proteína de 45 kDa: Después de la aplicación  de la proteína de 45 kDa 

se sacrificaron los animales se recuperó tejido muscular, el cual se sometió a compresión en 

placa donde se observó modificaciones en la capsula de colágena así como degradación de 

la LI, al someter este tejido a tinción con Azul tripano se observa que el  colorante penetra 

tanto a la célula nodriza como al parasito dentro de ella, se observan también ligeros 

acúmulos de células polimorfo-nucleares principalmente dentro de la capsula de colágena, 

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 tinción por Azul tripano se observa una 

acumulación de colorante dentro de las LI  lo que demuestra la no viabilidad de las LI de T. 

spiralis Fig. 8.  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8. Se observan las características morfológicas de LI por las técnicas de 

Compresión en placa, DA y Azul tripano. En A). Se observa LI en 

compresión en placa se observa que no hay continuidad en la cutícula, 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, así 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 aplicó la 

LI obtenidas de DA la tinción con Azul tripano donde se observó 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 óptico 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 aplicación del protocolo de inmunoterapia el 

resultado de las técnicas directas de compresión en placa, DA y Azul tripano se muestran 

modificaciones en las características físicas del parasito entre estas la modificación de la 

célula nodriza, la perdida de espiral, modificaciones en el color así como viabilidad ya que 

el colorante tiño de manera uniforme tanto tejido como célula nodriza así como LI dentro 

de esta Fig. 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9. En A) compresión en placa de tejido donde se observa LI de T. spiralis 

con modificaciones  en la estructura y en la célula nodriza B) tejido 

teñido con Azul tripano y observado por compresión 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 parásitos 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 óptico a x10 (Aumento real 100X). 
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Inmunoterapia con la proteína antigénica de 45 kDa: Al procesar los tejidos por las técnicas 

directas al término del protocolo de inmunoterapia se observan LI sin célula nodriza, 

teñidas 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 cutícula fig. 10. 

 

 

 

 

 

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

El resultado muestra principalmente mioisitis caracterizada por infiltrados celulares 

principalmente linfocitos y neutrófilos variando la presencia de estas células con el 

tratamiento aplicado, destacando en el caso de la inmunización con la proteína de 45 kDa la 

aparente destrucción de  quistes e T. spiralis. Fig 11, 12.13.14. 

Fig 10. A) Compresión en placa donde se observan LI sin célula nodriza y no 

presentan la espirar característica del parasito, B). Tejido en compresión 

en placa tenido con azul tripano  donde no se observa célula nodriza 

solo LI. C). LI no viables resultado de la DA. D). LI teñidas con Azul 

tripano donde se observa el interior de la LI teñido con el colorante. 

Todas observadas al microscopio óptico a x10. (aumento real 100X). 
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Fig. 12. Tratamiento  de inmunoterapia con AST. En A). Se observa una 

línea de epitelio con queratina,  por debajo musculo estriado, 

parcialmente hialinizado,  distinguible esta por el color  rosáceo  

pálido,  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)   

A                                                                 B 

Fig. 11. Control infectado. En  A). Se identifica célula nodriza  de T. spiralis 

con poca infiltración celular aparente mente viables. B). Quiste de   

T. spiralis circundado por fibras musculares (Aumento real x10) 
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Fig. 13. Tratamiento de inmunoterapia con proteína 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, 

macrófagos internos  e indicios de calcificación. A x10, 

B x40 

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

aguda e  intersticial acompañada de infiltrado de polimorfo 

nucleares, degeneración hialina parcial, la célula nodriza de         

T. spiralis se observa con células multinucleadas internas. 

Observado a x10 con el microscopio óptico de luz B) 

Acercamiento del quiste de T. spiralis circundado por músculo 

hialinizado y con infiltrado de células polimorfonuclares. 

Observado a x40 con el microscopio óptico de luz. 
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8.3.6  Resultado de la Digestión Artificial (DA) 

Se observa la disminución de la carga parasitaria con los distintos tratamientos siendo la 

Inmunización con la proteína antigénica de 45 kDa donde se presenta una mayor 

disminución de la carga parasitaria comparado con el control infectado, resultando las 

hembras con mayor disminución 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 sometió a DA. Tabla II, III y 

Gráficas 1,2. 
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Tabla II Gráfica 1. De la Carga parasitaria en hembras. 
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Tabla III Gráfica 2. De la Carga parasitaria en Machos 

 

 

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

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

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

con la proteína 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 cálculos se 

incorporan en el anexo 1 de cálculos. 
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8.3.7  Resultado De la MIDD 

En la micro-inmuno-difusión 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 infección en el caso de la inmunización resultaron negativos, no así a la cuarta semana 

donde se visualizaron líneas de precipitación características de la reacción Ag-Ac , el 

comportamiento tanto de hembras como machos fue similar, a la sexta semana también se 

visualizaron las líneas de precipitación características de la interacción Ag-Ac, solo que con 

el tratamiento de InZ con proteína de 45 kDa se presentaron sueros en los cuales la 

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

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

tomada la muestra de sangre. 

Tratamiento 

Tiempo  en semanas 

2 4 6 

♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ 

Control sano       

Control Inf.       

InZ AST       

InT AST       

InZ45 kDa       

InT45 kDa       

♀ Hembras, ♂ Machos,  negativo a la presencia de bandas de precipitación,  

positivo a la presencia de bandas de precipitación Características de la interacción 

Ag-Ac de T. spiralis. 
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Fig. 16. MIDD de sueros de dos semanas posteriores a la infección del grupo de 

InZ con la proteína antigénica de 45 kDa  donde se muestra la 

posición de los sueros problema los controles y el AST, no se 

observan lineás de precipitación que indiquen la interacción Ag-Ac, 

estas se observan solo entre el pocillo central y donde se colocó el  

control positivo (C+). 

Fig. 17 MIDD en A) 4 semanas pi de ratas tratadas por InZ con proteína 

antigénica de 45 kDa donde se pueden observar líneas de 

precipitación que indican la interacción Ag-Ac. B) 6 semanas pi 

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

Al finalizar los tratamientos se observó de forma cualitativa la triple reacción 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 observó la presencia de induración, eritema y temperatura a las 

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

Tabla V  

Resultados de la triple reacción de Lewis en hembras a los distintos tiempos de revisión. 

 

Tabla VI 

Resultados de la triple reacción de Lewis en Machos a los distintos tiempos de revisión. 
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 Fig. 18. Se muestra Rata Hembra del grupo control infectado en A) antes de la de la 

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

induración  y ligero eritema, C). Medición 48 h después de la aplicación del AST.  

 

8.3.8  Resultado De la Eosinofilia 

Se tomó muestras sanguínea posterior a la infección en todos los casos en la Tabla 4 y 5 se 

muestra el porcentaje de Eosinofilia observado después de la segunda semana pi 

presentándose en ambos casos una Eosinofilia exacerbada principalmente en el tratamiento 

de inmunización con la proteína de 45 kDa, la Eosinofilia se reporta el promedio total de 

cada grupo de tratamiento. Tabla VII, VIII, Gráficas 3,4. 
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Tabla VII 

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

 

Gráfica 3. %  de Eosinofilia con los distintos Tratamientos en machos. 
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Tabla VIII 

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

 

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

 

Al realizar un análisis de varianza para determinar diferencia entre dos a mas tratamientos 

en este caso de los datos obtenidos de Eosinofilia se muestra un valor de ƒ 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 así como con AST y con la 

Proteína de 45 kDa muestran diferencia significativa, mostrándose una mayor diferencia 

con el tratamiento de InZ con proteína de 45 kDa esto en el caso del tratamiento en ratas 

hembras                                                                                                                              
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aunque cabe destacar que el comportamiento de las ratas machos es similar. Se anexa los 

cálculos realizados mediante fórmulas con el programa Excel Office 2010  en el anexo 1 se 

muestran los cálculos 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 patrón de bandeo nos muestra el 

reconocimiento de la banda de 45kDa, presentándose el reconocimiento apartir de la 

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

 

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 

inmunización con la proteína de 45 kDa   
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8.3.10  Para la secuenciación de la proteína 

Para obtener la secuencia se usó 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 análisis afirmamos que los 

péptidos identificados, tienen más del 95% de confiablidad y masas exactas menores a 

10ppm. Se realizó 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 antígeno obtenido fue: 

MFSITLNLFI  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 HLGAVQMNVV 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 encontró en la base de datos dos proteínas con secuencias 

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

características de las proteínas. 

 

Tabla IX 

Características de las proteínas encontradas 

Características Proteína 1 Proteína 2 

PM PM 45940  PM 46607 

No. de péptidos 31 péptidos 21 péptidos. 

Descripción Multi cystatin like 

domain protein OS 

Trichinella spiralis 

GN mcd 1 PE 2 SV 1  

53kDa excretory 

secretory antigen OS 

Trichinella spiralis GN 

gp53 PE 2 SV 1  

 

 En el Anexo 2 se incluye el reporte total de proteínas contenidas en el AST de la cepa de T. 

spiralis conservada en el bioterio de la Unidad Académica de Ciencias Biológicas de la 

Universidad Autónoma de Zacatecas.  
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9. DISCUSIÓN 

 

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 Inmunización con la proteína de 45 kDa, ya que 

es el tratamiento donde resulto una mayor disminución de carga parasitaria, aunado a el 

daño celular que se identifica en los cortes histológicos, lo que concuerda con lo reportado 

por Maldonado et., al 2007 donde reporta la eliminación de parásitos en musculo, lo que se 

traduce en la disminución de la carga parasitaria, inhibición de la implantación del parasito 

y daño a la célula nodriza  por el efecto del tratamiento de la inmunización 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 infectó con 200 LI de T. spiralis , se reporta 

un trabajo previo que es uno de los primeros reportes de inmunización con un antígeno 

parcialmente purificado procedente del esticosoma de LI de T. spiralis  esto en tres ensayos 

la concentración a la que aplican es 500 µg de los componentes solubilizados ellos reportan 

que  se inducen niveles moderados de resistencia al reto y reportan reducción de LI/g de 

peso analizado siendo esta de entre 43-55 %  además indican una pobre y baja 

potencialización de la expulsión intestinal de los parásitos adultos, comparado con este 

resultado la diminución que reportamos con el tratamiento de inmunización con la proteína 

de 45 kDa nos indica una mayor disminución de carga parasitaria sumado a las 

modificaciones físicas que de los parásitos que se especifican en los resultados (Muller Kd., 

et al.  1984). 

 Ortega et al en 1984 también reportan el uso de la inmunización con antígeno obtenido de 

esticosomas el cual contenía proteínas con un peso molecular de 72, 65 52 y 47 kDa  fueron 
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inoculados vía intraperitoneal y concluyen que se indujo protección contra la infección por 

T. spiralis esto fue valorado tanto por la reducción de carga parasitaria y por el número de 

parásitos adultos en intestino, lo que coincide con los resultados obtenidos puesto que en el 

experimento que llevamos a cabo se comprueba la disminución de carga parasitaria en los 

tratamientos de inmunización tanto con el AST como con la proteína de 45 kDa  siendo con 

esta última con la que se obtiene mayor reducción de la carga parasitaria.  

Wang en 2006  utiliza también la inmunización con una proteína clonada del gen T sp E1 

realizan la inoculación en ratones BALB/c vía Intramuscular y siendo un antígeno de 31 

kDa lo que produce reducción de carga parasitaria y la consecuente protección contra la 

infección por T. spiralis, esto concuerda con los resultados obtenidos. En cuanto a la 

inmunoterapia  existen pocos estudios con respecto al tratamiento de parasitosis la mayoría 

están enfocados a enfermedades como el cáncer, uno de estos estudios es el reportado por 

Castañeda 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 físico 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 disminución de la carga parasitaria lo 

que coincide con los resultados obtenidos en este trabajo tanto por la aplicación de AST 

como con la proteína de 45 kDa mostrando menor carga parasitaria con esta última,  

comprobado por la disminución  de carga parasitaria, en cuanto a la secuenciación no se 

tienen reportes para la conformación proteica de la cepa nativa de Zacatecas realizado por 

espectrometría de masas, pero varias proteínas se aproximan a las reportadas en el banco de 
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datos Universal Uniprot-SwissProt. En cuanto a la utilización de antígenos se reporta el uso 

de varios la mayoría de excreción secreción y los autores reportan diminución mínima de la 

carga parasitaria, en nuestro caso utilizamos extracto crudo AST y  la proteína separada de 

este mismo  donde en uno y otro caso reportamos disminución de carga parasitaria y 

modificaciones físicas de la LI que indican la no viabilidad de ésta, así mismo reportamos 

la protección que confieren estos antígenos al hospedero por la eosinofilia aumentada que 

se presenta en los grupos de tratamientos que se refleja también en la disminución de la 

carga parasitaria. Las técnicas directas donde se obtuvieron LI con modificaciones en las 

características físicas indican que la respuesta contra el parasito está 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,  

Castañeda en 2010 así 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 proteínas inmunodominantes que se reconocen a lo largo del ciclo 

biológico de T. spiralis como lo menciona Blanco et al, 2013. 

En este estudio la proteína de 45 kDa fue obtenida por elución mecánica de las bandas 

obtenidas de la separación por electroforesis mostro ser una sustancia que despierta una 

respuesta inmune en el hospedero que genera protección contra la infección por T. spiralis.  

La secuenciación realizada en este trabajo por espectrometría de masas es la primera en 

reportarse para la cepa nativa de esta región del país y que se tiene en conserva en el 

Bioterio de la Unidad Académica de Ciencias Biológicas de la Universidad Autónoma de 

Zacatecas y los resultados muestran una gran cantidad de proteínas 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 proteínas 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 músculo 

esquelético de perros que correspondería a una cepa silvestre de esta región del país, pero 

no a la cepa de conserva ya mencionada con la que se realizaron los ensayos en este 

estudio. El análisis de las cargas parasitarias por género indica que las hembras generan una 

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

 

    1. El tratamiento que confiere mayor protección es la inmunización con 

la proteína de 45 kDa ya que se provoca una respuesta inmune primaria que luego se 

intensifica a consecuencia del reto con el parasito de T. spiralis, lo que deriva en una 

disminución 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 más efectiva contra 

el parasito lo que se observa en un a mayor disminución de carga parasitaria 

89.2% con respecto a los machos 88.6% .  

     3. Se identificaron los tres antígenos que caracterizan la infección por T. spiralis 

prevaleciendo el reconocimiento del antígeno de 45 kDa desde la segunda semana de 

infección en el caso de la inmunización, lo que confirma la importancia del uso de este 

extracto para la protección contra la infección.  

     4.    La secuenciación por Espectrometría de Masas nos permitió comparar las proteínas 

contenidas en el extracto y varias concuerdan con las reportadas en el banco de Datos de la 

Universal Uniprot-SwissProt. 

     5. El Análisis de Varianza indica que el tratamiento más efectivo es la 

inmunización con la proteína de 45 kDa .   
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ANEXOS 

1. Del Análisis de varianza  
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2. Péptidos totales EM de AST 
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