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The Trichinellosis is an endemic zoonotics, cosmopolitan,
which is hosted in rats, pigs, and other mammals including
humans. The presence of Trichinellosis is due to ingestion of
insufficiently cooked swine meat. Poor countries with low medi-
cal resources are mainly affected by the disease. A numbered
of immunogen have been characterized 45kDa was found to
be the immunodominant most effective against T. spiralis, un-
fortunately a vaccine has not yet been found. Malnutrition (DN)
effects have been described/detected in lymphatic organs. The
immune mechanisms of the host have been altered with DN
caloric-proteic (DPC). Objetive: The protective effect of two 2
immunogen of T. spiralis was evaluated in Long Evans rats with
nutritional modifications and infected with T. spiralis. Methods:
Eighty Long Evans rats (30 days old) were divided into two
groups a 40 nut with 24% protein and a 40 DN with 12% pro-
tein of which eight groups were divided again into the different
treatments: a) 10 control rats, b) 10 T. spiralis infected rats,
¢)10 immunized rats with total soluble antigens (AST), d) 10
immunized with 45 kDa of T. spiralis immunogen (one applica-
tion per week in four dosages), challenged after the first week
of immunization, sacrificed after the sixth week of post-infec-
tion. Evaluation parameters: Parasite charge determination
using artificial digestion, (D/A), morphological characteristics
of the nurse cell were determined by the tissue compression
tests. Detention to immune response was determined by WB.
Results: Different treatments to treat the nut, DN, immunized
and infected rats were obtained by D/A. A significant difference
was shown in the LI quantities present in 30 g of muscle. The
nut and DN rats control, in LI absence, and in the groups of nut
rats, 200 ul of LI were collected, in the DN infected group 400ul
of LI were collected, in the Nut immunized with AST and infect-
ed, 10 ul of LI were collected. Meanwhile the rats treated with
DN recovered 100 ul of LI. In a similar manner, the treatment
for the Nut rats with vaccinated 45 kDa and the T. spiralis infec-
tion; it did not present LI. while the DN treated recovered 10
ul of LI, with morphological modifications. Conclussion: The
parasite charge in treated animals with 45 kDa immunogen
was negative in Nut group.

Key words: immunogen, nutritional modifications, Trichinella
spiralis.

La Trichinellosis es una zoonosis endémica, cosmopolita, sus
huéspedes son, ratas, cerdo y otros mamiferos entre ellos el
hombre, la presencia de Trichinellosis se debe a la ingestion
de carne de cerdo insuficientemente cocinada, afecta a pais-
es con bajos recursos econdmicos. Se han caracterizado In-
mundgenos, siendo el inmunodominante el de 45 kDa, efec-
tivo contra T. spiralis, desafortunadamente no ha cristalizado
en una vacuna. Se han descrito efectos de desnutricion (DN)
sobre o6rganos linfaticos. Los mecanismos de defensa del
huésped son alterados con DN proteico-caldrico (DPC). Obje-
tivo: Evaluar el efecto protector de 2 inmundgenos de T. spiralis
en ratas Long Evans con modificacion Nutricional e infectado
con T. spiralis Metodologia: 80 ratas Long Evans de 30 dias
de edad, divididas en 2 grupos: 40 Nut con 24 % de proteina
y 40 DN con 12 % de proteina de los cuales se subdividieron
en 8 sub grupos con tratamiento: a) 10 animales control b)10
animales infectados con T. spiralis, c) 10 animales inmuniza-
dos con antigeno soluble total (AST), d) 10 animales inmuni-
zados con inmunégeno de 45 kDa de T. spiralis (esquema de
inmunizacion una aplicacion cada semana por 4 ocasiones),
retados a la 1era semana de la culminacién de inmunizacion,
sacrificadas a la 6 sexta semana post-infeccion. Parametros
a evaluar: Determinacién de la carga parasitaria mediante la
Digestion Artificial (D/A), Determinacion de las caracteristicas
morfoldgicas de la célula nodriza por la técnica de compresion
de tejidos, deteccion de la respuesta inmune por WB. Resulta-
dos: Con la técnica de D/A, se obtuvieron en los diferentes
tratamientos, de las ratas Nut, DN, Inmunizadas e Infectadas.
Mostré diferencia significativa en la cantidad de LI que se pre-
sentaron en 30gr de musculo estriado. los grupos controles de
ratas Nut y DN sin infeccion, ausencia de LI, y en los grupos
de ratas Nut Infectadas, se recolectaron 200 pl de LI, para el
grupo de DN infectado se recolecto 400 pl de LI, en el grupo
de Nut inmunizadas con AST e infectadas, se recolecté 10 pl
de LI, mientras que en las tratadas con DN se recuperaron
100ul de LI. En el tratamiento de ratas Nut inmunizadas con
antigeno de 45 kDa mas infeccion de T. spiralis, no presento
LI, mientras que en las tratadas con DN se recuperaron 10 pl
de LI, con modificaciones morfolégicas. Conclusion: la carga
parasitaria en animales tratados con inmunégeno de 45 kDa
nutridos fue negativa.

Palabras clave: inmunogéno, modificaciones nutricionales,
Trichinella spiralis.



Introduccion

La Trichinellosis es una zoonosis endémica, en resurgimien-
to, de distribucién mundial. Los principales huéspedes de T.
spiralis son humanos, ratas, cerdo y otros mamiferos' 518, En
humanos la presencia de Trichinellosis es debido a la inges-
tion de carne de cerdo insuficientemente cocinada (Chorizo,
carnitas, etc), afecta especialmente a paises con bajos recur-
sos econdmicos' T. spiralis se encuentra entre los patdge-
nos con mayor complejidad antigénica, por consecuencia la
enfermedad causada en humanos y animales representa un
grave problema en el diagnostico confundiéndose con otros
procesos infecto-contagiosos. Se han caracterizado algunos
Inmundgenos especialmente los producidos por el esticoso-
ma siendo el inmunodominante el de 45 kDa utilizado para
proteccion, siendo efectivos contra T. spiralis, pero desafor-
tunadamente no se ha cristalizado en una vacuna®. Se han
realizado estudios epidemiolégicos de los afios 2000-2005
(Zacatecas, México) donde se ha detectado la presencia de
T. spiralis en perro, rata y cerdo, los cuales son huéspe-
des, que permiten su permanencia como una zoonosis®,
La T spiralis se encuentra entre los patégenos con mayor
complejidad antigénica, esta enfermedad tiene problemas al
diagnostico en los humanos y animales, pero la técnica de
Wester Blot (WB) detecta el patrdn caracteristico del triplete
que oscila entre 43, 45 y 48 kDa comun en la enfermedad.
Dependiendo de la carga parasitaria se presenta la respues-
ta clinica''. En 30 animales nutridos inmunizados con AST
previa infeccion de T. spiralis obtuvieron menor nimero de
LI por medio de la técnica de Digestion Artificial (D/A), por
otro lado se desencadeno respuesta inmune detectada por
Wb ya que presento Ac — anti T. spiralis definida las ban-
das en estos animales, El AST induce respuesta protectora
contra T. spiralis®. A mediados del Siglo XIX se describieron
por primera vez efectos de la desnutricién sobre los érganos
linfaticos. Los tejidos linfaticos son vulnerables a los efectos
dafinos de la desnutricion, la atrofia linfoide es caracteristico
en estado de desnutricion'. Es caracteristico que infecciones
por parasitos estimulen un mecanismo de defensa y una res-
puesta inmunoldgica. El estudio de la respuesta inmune en
afecciones parasitarias, es importante debido a que causa
problemas en la salud publica, especialmente afecta a pai-
ses con bajos recursos econdmicos'"'*. Es importante el por-
centaje de personas que se ven afectados por parasitosis, ya
que estos infectan millones de personas, causandoles infec-
ciones de tipo crénico'. La problematica anterior aunada a
una mala nutricidon o a una desnutricidon proteico-energética
y a la limitada difusién de este hallazgo da lugar a que la
enfermedad sea un problema de mas de 50 afhos, en los pai-
ses en vias de desarrollo para la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y el Fondo para la Agricultura y la Alimentacién
(FAO)™2', Magnificando los efectos de la DN por problemas
de diarrea ya que existe una estrecha relacién entre DN, asi
la diarrea puede comprometer el estado de nutricion de las
personas’™.

Se sabe que todas las células inmunes y sus productos, tales
como las inter-leucinas, interferones y del complemento, depen-
den de reacciones metabdlicas que emplean nutrientes como
co-factores criticos para sus acciones y actividades®. La mayo-
ria de los mecanismos de defensa del huésped se alteran con
la desnutricién proteico - calérico (DPC)'25. Factores como el

estado nutricional, hormonal, sexo, edad de las personas, pue-
den modificar la respuesta inmunoldgica®.

Objetivo general: Evaluacion Del efecto protector de 2 in-
munogenos de Trichinella. spiralis en ratas Long Evans con
modificacién nutricional e infectado con Trichinella. spiralis

a) OBJETIVOS PARTICULARES: a) Ratas Long Evans con
modificacion nutricional nutridas (Nut) y desnutridas (DN),
b) Reproducir en ratas Long Evans Nuty DN la infeccion
a T. spiralis c) Evaluar Carga Parasitaria en animales Nut
y DN e inmunizados con el Antigeno Soluble Total de T.
spiralis (AST) e inmunégeno de 45 kDa.

El modelo experimental utilizado fueron 80 ratas Long Evans
hembras de 30 dias de edad pos-destete, las cuales se di-
vidieron en dos grupos: 40 ratas Nut (Dieta normal 24% de
Proteina), 40 ratas DN (Dieta de 12% de proteina) de cada
grupo se hicieron 4 subgrupos:

a) 10 ratas control Nuty DN.
b) 10 ratas Nut y DN e infectadas con T. spiralis.

c) 10 ratas Nut y DN e inmunizadas con el AST utilizando
el siguiente esquema de inmunizacién (una aplicacion cada
semana por 4 ocasiones), infectados con 200 LI de T. spira-
lis via oral en la primera semana posterior a la culminacion
del esquema de inmunizacién, sacrificadas a las 6ta semana
post —infeccién con T. spiralis.

d) 10 ratas Nut y DN inmunizadas con el inmundgeno de 45
kDa, se utilizd el siguiente esquema de inmunizacion (una
aplicacion cada semana por 4 ocasiones), infectadas con
200 LI de T spiralis via oral, una semana posterior a la cul-
minacion del esquema de inmunizacién, se sacrificaron a la
6ta semana post-infeccion con T. spiralis.

Parametros evaluados: 1.- Se realiz6 toma de muestra san-
guinea del seno retroorbital: (post-tratamiento de AST e inmu-
négeno de 45 kDa vy al sacrificio de los grupos de estudio).

Se caracteriz6 la respuesta inmune (IgG) a T. spiralis por
WB en todos los grupos de estudio. Se evalud en todos los
grupos de estudio la carga parasitaria mediante la D/A, los
tratados con inmunizacién de AST y con el inmundégeno de
45 kDa. Se evalud la célula nodriza (observacion de los
cambios en su estructura morfolégica) mediante la técnica
de compresion de tejido en todos los grupos de estudio. Las
Técnicas utilizadas: Elusién del inmunégeno de 45 kDa del
musculo infectado con larvas de Trichinella spiralis se obtu-
vo el AST el cual se le realizé electroforesis (SDS-PAGE),
reduciendo en condiciones del 10% geles de poliacrilamida.
En la porcion del gel que contenia el triplete caracteristico de
42, 43 y 45 kDa se separo por elusién, con solucién de Tris
10mM, a un pH de 8.10, adicionandole inhibidores de protea-
sa, posteriormente se homogenizé mediante centrifugacion a
12,100 x gravedades a 4° C durante 30 min. La proteina que
se obtuvo del sobre nadante se le realizo la determinacion de
concentracion de proteina por el método de Bradford. Poste-
riormente se filtro mediante las membranas que permitio el
paso del inmunégeno de 45 kDa., el sobre nadante se tomo
para ser analizado por el SDS-PAGE reducido a 10%, en el
gel para confirmar la presencia de este inmunégeno. Poste-
riormente estas fracciones se utilizaron como inmundgeno*.




Corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida
(PAGE): Para separar el AST e inmundgeno de 45 kDa se
realizaron corrimientos electroforéticos en minigeles de po-
liacrilamida (PAGE) en condiciones reductoras. Se utilizaron
geles de 7 x 7 cm preparados con dodecil sulfato de sodio
(SDS) de acuerdo a la metodologia descrita por Laemmli et
al'?, a concentracion de acrilamida al 11%, la relacién acri-
lamida — bisacrilamida fue de 1:60 en el gel separador. El
tiempo de corrimiento, fue de 2 hrs a 100 Volts. EI AST y el
inmundgeno de 45 kDa se prepararon por ebulliciéon durante
5 min. En una solucién reductora, Tris-HCL 1 M, pH = 6.8,
glicerol 20%; SDS al 2%, azul de bromo fenol al 0.5%, EDTA;
H20, ditiotreitol 5 mM y 2 3-mercaptoetanol al 5%. Se utiliza-
ron los siguientes marcadores de peso molecular: Fosforilasa
(97 kDa), albumina sérica bovina (68 kDa), ovalbumina (43
kDa), anhidrasa carbénica (24 kDa), lisosima (14 kDa); Se
usé una camara PROTEAN Il xi Cell (Bio-Rad), aplicando un
tiempo de corrimiento de 2 hrs con el voltaje de 100 volts ya
que se obtuvo el corrimiento se tind uno de los geles con azul
de Coomassie, se destifid con solucién destifidora, luego
con solucién aclaradora, posteriormente fue secado el gel en
membranas de papel celofan, en el aparato de GELDRYER
MODEL 583 of BIO-RAD, los geles no tefnidos fueron trans-
feridos a papel de nitrocelulosa'. WB: El producto obtenido
del corrimiento en gel de poliacrilamida se transfirié al papel
de nitrocelulosa (NC), El papel con las proteinas transferidas
de acuerdo con el método descrito por Towbin®, utilizando
una camara de Trans blot-cell Electrophoretic Transfer Cell
(Bio-Rad) con el buffer de transferencia (25 mM Tris, pH 8.3,
192 mM glicina, 20% de MEOH y .025 — 0.1 % de SDS) a 35
volts a 4°C durante toda la noche

una vez transferidas las proteinas al papel de NC, se proce-
dié al revelado con tincion verde rapido (fast green al 0.1%)
por 5 min. Con agitacién constante, se retiré el colorante,
decolorandose en agua destilada verificando la presencia de
proteinas. El papel de NC se corté en tiras, se procedié a cu-
brirlos con solucién bloqueadora PBS-leche descremada en
polvo al 3% y azida de sodio al 0.15% manteniéndose a 4°C,
con agitacion continua por toda la noche. Se lavo 3 veces
con PBS el papel (cada una por 10 min.). Posterior a esto se
continud con incubacién del (primer Ab) suero de rata diluido
1:100 con PBS- leche en polvo al 3% incubado 90 min. a
temperatura ambiente con agitacién constante. Se lavé por
dos ocasiones durante 10 min. Con PBS-Tween 20, al 0.3%
tres veces con PBS por un lapso de 10 min. Se incubé con
(segundo Ab) anti-lgG de rata marcada con peroxidasa dilu-
cion 1:1000 asi como PBS-leche en polvo al 3% durante 90
min. a temperatura ambiente con agitacion constante. Des-
pués fueron lavados 2 veces por 10 min. Con PBS Tween
20 al 0.3%, tres veces con PBS durante 10 min. Las bandas
de proteinas se revelaron con 3,3 diamino-benzidina (DAB),
50 mg. en 100 ml de PBS, agregandole 10pl de perdxido
de hidrégeno al 30% manteniendo a 4°C, y posteriormente
se lavd cada tira por tres ocasiones en agua destilada, de-
jandose secar a medio ambiente (20). D/A: El proceso se
realizd a 37°C por 24 hrs segun el método descrito por Del
Rio et al’, donde se coloc6 30 gr. de tejido infectado tritura-
do en un tamiz de tul en forma de saco; suspendido en una
solucioén de 0.03% de pepsina (10,000u), HCL al 37% (0.2M)
en 1It de agua destilada, se colocé en un embudo de sepa-

racion., trascurridas 24hrs se procedié a separar las LI que
se depositaron en el fondo del embudo de separacion, se
realizé tres lavados de PBS, para evitar su desnaturalizacion
de LI, por ultimo se midié la cantidad de LI presentes y se
observaron al microscopio. Téchica de compresion: Posterior
al sacrificio de los murinos en experimentacion, se les tomo
.5¢gr de tejido de diafragma, masetero, lengua y pierna, para
compactar a presién dos porta objetos de vidrio, y verificar
la presencia de la LI en los tratamientos correspondientes,
prosiguiendo a la observacién al microscopio 6ptico de luz
con el objetivo de 10x, 20X y 40X. Disefno de Tratamientos:
Completamente al azar. Disefio Experimental Se utilizé un
disefo experimental completamente al azar, el cual es repre-
sentado por el siguiente modelo general: Yij = p + Ai + Bj +
eijK.Yij = porcentaje de reactores. p = es la medida comun
en todas las unidades experimentales antes de aplicar las
inmunizaciones. Ai = es el i-ésimo nivel de inmundgenos (con
y sin inmunizar). Bj = es el j-ésimo diagndstico. AB = es la
interaccion del i-ésimo nivel de Ay j-ésimo nivel de B. eij = es
el error experimental. La comparacién multiple de medias se
realiz6 mediante la prueba de rango, multiple de Tukey con
P = 0.05 #. Finalmente, los datos fueron analizados a través
del sistema de analisis estadistico (SAS, 1998).

Resultados

Al utilizar la técnica de Compresion de tejidos, no se observo
LI de T spiralis en los grupos controles Nut y DN sin infec-
cion, pero para los diferentes tratamientos se muestran los
siguientes resultados.

Se observd con la técnica directa de de compresion de te-
jido, en ratas Nut e Infectadas con T. spiralis la presencia
de la LI en el diafragma, masetero, lengua, pierna con las
caracteristicas morfoldgicas propias de LI en espiral y con su
quiste bien formado (el complejo de la célula nodriza) como
se muestra en la fotografia 1.
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Fotografia 1.- Tejido de masetero de rata Nut Infectada uti-
lizando microscopio optico de luz a 10x en el centro se ob-
serva una célula nodriza con 2 LI de T. spiralis.

Se observo con la técnica directa de de compresién de tejido,
en ratas DN e Infectadas con T. spiralis la presencia de la
LI en el diafragma, masetero, lengua, pierna con las carac-
teristicas morfoldgicas propias de LI como se muestra en la
fotografia 2.



Fotografia 2.- Tejido de masetero de DN Infectada utilizando
microscopio 6ptico de luz a 10x se observa varias células
nodrizas con LI de T. spiralis.

Se observd con la técnica directa de de compresion de te-
jido, en ratas Nut inmunizadas con el AST e infectadas con
Tspiralis la presencia de la LI en el diafragma, masetero,
lengua, pierna con modificaciones de la célula nodriza de T.
spiralis (fotografia 3).

Fotografia 3.-Tejido de masetero de rata Nut inmunizada
con el AST e infectada con T. spiralis, con la técnica de com-
presion de tejido, estuvo presente la LI con modificaciones
de la célula nodriza y mayor vascularizacion, (microscopio
6ptico de luz 20x).

Se observé con la técnica directa de de compresion de te-
jido, en ratas DN inmunizadas con el AST e infectadas con
T spiralis la presencia de la LI en el diafragma, masetero, len-
gua, pierna con modificaciones de la célula nodriza T. spiralis
(fotografia 4).

Fotografia 4.- Tejido de masetero de rata DN inmunizada
con el AST e infectada con T. spiralis, con la técnica de com-
presion de tejido, estuvo presente la LI con modificaciones
de la célula nodriza y mayor vascularizacién, (microscopio
6ptico de luz a 20x).

Se observo con la técnica directa de compresién de tejido,
en ratas Nut inmunizadas con el inmundégeno de 45 kDa e in-
fectadas con T.spiralis tejidos con mayor vacularizacion en el
diafragma, masetero, lengua, pierna y no se detecto la célula
nodriza de T. spiralis (fotografia 5).

Fotografia 5.- Tejido de masetero de rata Nut inmunizada con
el inmundgeno de 45 kDa e infectada con T. spiralis, con la téc-
nica de compresion de tejido, no estuvo presente la LI y solo una
mayor vascularizacion, (microscopio Optico de luz a 20x).

Se observo con la técnica directa de de compresién de tejido,
en ratas DN inmunizadas con el inmundgeno de 45 kDa e
infectadas con T.spiralis tejidos con mayor vacularizaciéon en
el diafragma, masetero, lengua, piernay la célula nodriza de
T. spiralis con modificaciones (fotografia 6).

Fotografia 6.- Tejido de masetero de rata DN inmunizada
con el inmundégeno de 45 kDa e infectada con T. spiralis, con
la técnica de compresion de tejido, estuvo presente la LI con
modificaciones de la célula nodriza (microscopio 6ptico de
luz 20x).

Los resultados que se obtuvieron con la técnica de D/A, en
los diferentes tratamientos, de las ratas Nut, DN, Inmuniza-
das e Infectadas. Mostré la cantidad de LI que se presentaron
en 30gr de musculo estriado. En la figura 1 se observa a los
grupos controles de ratas Nut y DN sin infeccion, en los gru-
pos de ratas Nut Infectadas, se recolectaron 200 pl de LI, asi
también para el grupo de DN infectado se recolecto 400 pl
de LI. Al ser utilizado el tratamiento de Nut inmunizadas con
AST e infectadas, recolectaron 10 pl de LI, mientras que en
las tratadas con DN se recuperaron 100pl de LI. Asi también
para el tratamiento de ratas Nut inmunizadas con antigeno
de 45 kDa mas infeccién de T. spiralis, no presento paquete
de LI, mientras que en las tratadas con DN se recuperaron
10 pl de LI, (figura 1).
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Figura No 1. Resultados de D/A en Ratas Nut,
DN, Infectadas e Inmunizadas en 30Gr. De carne
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El estudio estadistico reporto un P < 0.001 para el Inmundége-
no de 45 kDa en animales nutridos en relacion con los otros
grupos de estudio y asi mismo fue significativo el efecto de
proteccion del AST en animales Nut y DN en relacién con los
grupos de animales Nutridos y DN infectados con T. spiralis.

En los resultados obtenidos con la técnica de Wester Blot se
observé que tanto ratas Nut y DN Infectadas, resultaron posi-
tivas a esta técnica, haciéndose presente el reconocimiento
antigénico reconociendo el triplete de 42,45 y 48 kDa carac-
teristico en la infeccién por T. spiralis. En el grupo de anima-
les inmunizados con el AST Nut y DN todos presentaron el
reconocimiento del triplete de 42,45y 48 kDa y en el caso de
inmunizados con el inmdgeno de 45 kDa solo 4 del grupo de
Nut presento la deteccion del epitope de 45 kDa y en grupo
de DN fue negativo. Los sueros obtenidos del sacrificio de los
grupos de Nut y DN inmunizados y posteriormente infectados
fueron positivos.

Nuestros resultados demostraron que el inmundgeno de 45
kDa en animales Nut tuvo un efecto de proteccion total ya
que posterior a la infeccion no se encontro el parasito ni a la
compresion ni a la D/A y en DN disminuyo la carga parasita-
ria pero si permitio el desarrollo del parasito. Los resultados
de proteccion ha esta parasitosis son pocos, se sabe que
en animales infectados e inmunizados con el antigeno de 45
kDa desencadend una respuesta inmune protectora en con-
tra de la parasitosis. En el presente estudio se demuestra la
importancia del estado nutricional en la respuesta inmune.

E El inmundgeno de 45 kDa presento un efecto de proteccion

estudio significativo con un P = 0.001 en animales nutridos.
Asi mismo en animales desnutridos el inmundgeno de 45
kDa un efectos de proteccion de un P = 0.005. El estado
nutricional juega un papel importante en los resultados en la
infeccion y en la respuesta inmunoldgica.
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