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Resumen presenta en los primeros cinco afios de edad
y se relaciona con el consumo de dietas
La Trichinellosis es una zoonosis causada inadecuadas.
por nematodos del género Trichinella se
trasmite principalmente por alimentos

contaminados con larvas infectantes (LI) de

Objetivo: evaluar el efecto del estado
nutricional en la susceptibilidad a Ia

T. spiralis. Ademas de ser ampliamente
difundida se adapta a los distintos climas y
regiones del mundo, y es una parasitosis
que afecta a la mayoria de los mamiferos. El
adecuado estado nutricional permite a los
individuos una respuesta inmune ante la
presencia de patdgenos externos. De igual
modo se menciona que todo ser vivo nutrido
tiene una calidad de vida conveniente. La
desnutricidon en nifios es un problema que se

infeccion de Trichinella spiralis en modelo
murino.

Metodologia: consisti en 2 grupos;
Nutridos con una dieta de 24 % (Nut) y
Desnutridos con una dieta del 12 % de
proteina. (DN) vy posteriormente se
infectaron con diferentes cargas parasitarias
500 LI (Larvas Infectantes de T.spiralis)
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Grupo I, 250 LI Grupo II y 200 LI Grupo III
Nut y DN.

Resultados: al infectar animales del grupo
I y II en hembras y machos con (500 y
250LI respectivamente) con T. spiralis, en
animales con DN fallecieron en la fase
intestinal de la infeccién. Presentaron un
cuadro de diarrea importante, los animales
nutridos desarrollaron el ciclo vital de T.
spiralis. En los animales del grupo III fue
mayor la carga parasitaria de DN con
relacion a las ratas Nut. En este grupo se

desarrolld el ciclo vital del parasito tanto en
animales Nut y DN. La IET en animales Nut
y DN presentaron respuesta inmune.

Conclusion: fue importante el estado
nutricional debido a la resistencia de la
infeccion de T. spiralis, cabe destacar que la
DN fue un factor de susceptibilidad a la
infeccién. Asimismo se observé que en las
hembras nutridas y desnutridas es menor la
carga parasitaria con respecto a los machos.

Palabras clave: Infeccidon, estado
nutricional, Trichinella spiralis.

Abstract

The Trichinellosis is a zoonosis caused by
nematodos from genre Trichenalla is
transmitted mainly by contaminated food
with infected larva (LI) of T.spiralis. Beside
to be very spread, it get adapted to different
region and climate from the world and it's a
parasitoids that affects most the mammals.
The properly and adequate nutritional state
let the individuals an immune correct
answer at the presence of external
pathogens. Also it's mentioned that every
living being in an adequate nutritional state
has a convenient quality life. The children’s
underfeeding is a common problem on the
first five years of age and it has relation with
consume of improperly diets.

Objective: to evaluate the effect from the
nutritional state in the susceptibility to the
Trichinella spiralis infection in murine model.
Methodology: consisted in two groups;
nourish with a diet of a 24% and
undernourished. With a diet of the 12%
protein.(DN) and after got infected with

different parasite charges 500 LI (infecting
larva of T.spiralis) group I, 250 LI, and
group II and 200 LI group III Nut and DN.
Results: in animal from group I and II in
male and female ext to infecting them with
(500 and 250 LI each one) with T.spiralis on
animals with DN had died on intestinal
phase from the infection, presenting an
important diarrhea square, the nourish
animals have develop the vital cycle of
T.spiralis. In the animals with DN from
group III the parasite charge was higher in
relation with the NUT rats, on this has
developed the vital cycle of the parasite and
also Nut and DN animal presented on.
Conclusion: the nutritional state was
important due to resistance of the infection
of T.spiralis, also the DN was an important
factor of susceptibility to the infection. In
the same way was observed nourish and
undernourished females in a less parasite
charge to relation with the male.

Keywords: infection, nourish, Tichinella
spiralis.

Introduccion

Trichinellosis es una zoonosis causada por el nematodo del género Trichinella se trasmite
principalmente por alimentos contaminados con LI de Trichinella spiralis, es ampliamente
difundida, adaptandose a los distintos climas y regiones del mundo, es una parasitosis que
afecta a la mayoria de los mamiferos aunque también se le ha observado en pajaros, reptiles y
artropodos (14). Debido a este amplio rango de infeccién se conoce en la actualidad asiendo
posible su adaptacién y evolucidon a las distintas especies y genotipos dentro del género,
probablemente puede asociarsele con los dinosaurios carnivoros y/o mamiferos ancestrales,
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para posteriormente transmitirse a los cerdos domésticos. Hace mas de 10, 000 afios en Asia,
que bien pudo ser el reservorio y la fuente de infeccion para el hombre, limitando el consumo
por el uso del fuego o cuestiones estrictamente religiosas (11).

Por las caracteristicas de su ciclo de vida, incluyendo la evolucidon de todos sus estadios en el
mismo huésped, hace posible su sobre vivencia, T. spiralis induce el cambio en las células
musculares parasitadas del huésped. Por su complejidad epidemioldgica, el impacto social y
econdmico que se produce en las poblaciones expuestas, la Trichinellosis se ha convertido en
una zoonosis de preocupacion para investigadores, técnicos y politicos involucrados en salud
publica y animal. En Zacatecas se ha detectado en los afios 2000-2005 la presencia de T.
spiralis en perro, rata y cerdo (4, 17).

La malnutricién por micronutrientes (MNM) es un problema de salud publica que ocurre en
naciones industrializadas con mayor frecuencia en paises en desarrollo (9). A mediados del Siglo
XIX se describieron por primera vez los efectos de la desnutricidn sobre los drganos linfaticos
(20). Los tejidos linfaticos son particularmente vulnerables a los efectos dafiinos de la
desnutricion y la atrofia linfoide es un aspecto notable de la carencia nutricional (2, 5). La
division celular es una caracteristica muy singular del funcionamiento de las células
inmunocompetentes. Se sabe que todas las células inmunes y sus productos, como las inter-
leucinas, interferones y el complemento, dependen de reacciones metabdlicas que emplean
diversos nutrientes como co-factores criticos para sus acciones y actividades (5, 8). La mayoria
de los mecanismos de defensa del huésped se alteran con la desnutricién proteica - caldrico
(DPC). Existe disminucién en la producciéon de IgA lo mismo sucede en los casos de deficiencia
de micro elementos y vitaminas (2, 3, 5, 6, 18).

El adecuado estado nutricional permite a los individuos una respuesta inmune ante la presencia
de patégenos externos. Se puede mencionar de forma general que todo ser vivo
adecuadamente nutrido tiene una calidad de vida adecuada. La desnutricidn en nifos es un
problema que se presenta frecuentemente en los primeros cinco afios de edad, se relaciona con
el consumo de dietas inadecuadas, por conceptos erréneos de lo que debe comer o no un nifo

(5).

El retardo en el crecimiento asociado a la pobreza estructural es producto de la subalimentacion
prolongada no solo en cantidad sino en calidad, con deficiencia en nutrientes esenciales para el
crecimiento, la desnutricidn esta relacionada con los elementos que se cuidan en nifios; el peso,
talla y su comportamiento (12, 17).

El primer parametro es el Peso y talla: se debe evaluar para conocer el estado de nutricién de
los nifios, debe vigilarse que se incremente el peso de acuerdo con su edad. Durante los
primeros cuatro meses de vida el nifio debe aumentar alrededor de 750 gr. de peso por mes, los
siguientes cuatro meses 500 gr. Los ultimos cuatro meses del primer ano de vida 250 gr. por
mes. Los cuatro anos posteriores a esta etapa deberan aumentar en promedio dos kilos por afo.
Un nifio que pierde 10 % del peso que le corresponde a su edad, estara dentro de la variante
normal. Sin embargo el nifio que ha perdido de 15 - 24 % de su peso, se le considerara
desnutrido de primer grado, cuando ha perdido del 25 - 39 % se considerara desnutrido de
segundo grado, cuando la perdida de peso es de 40 % o mas, se considerara desnutrido de
tercer grado (5, 11).

El segundo parametro es su comportamiento: El nifio con desnutricion de primer grado
mantiene su actividad fisica, sin embargo se cansa mas rapido que sus compaferos, inicia por
estar distraido se ve triste. En el nifio con desnutricion de segundo grado, su actividad fisica se
afecta, no quiere jugar como antes, es poco activo, esta triste. En el nino con desnutricion de
tercer grado no tiene actividad y no se interesa por lo que suceda a su alrededor (apatico) (5,
11).
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Los nifios con desnutricion son mas susceptibles a contraer infecciones, esto es debido a que sus
defensas (inmunidad) estan disminuidas, en desnutricion de primer grado las infecciones
pueden ser leves, como catarros o diarreas, generalmente se curan en forma espontanea, en el
segundo y tercer grado de desnutricion las infecciones son mas frecuentes haciéndose cada vez
mas graves, las infecciones parasitarias afectan el estado nutricional de los nifios (5, 12). Esto
aunado a indicios acerca de las influencias negativas potenciales de un entrenamiento intensivo
en el crecimiento y maduracion de los prepuberes y adolescentes (15).

Objetivo General: Evaluar el efecto del estado nutricional en la susceptibilidad a la infeccion de
Trichinella spiralis en modelo murino.

Materiales y Métodos

Se utilizaron 60 murinos, de 30 dias de edad recién destetados (30 hembras y 30 machos cepa
Long Evans), clinicamente sanos, con modificacién en la dieta, se inicié con los tratamientos de
Desnutricion 12 % de proteina y Nutricidon 24 % de proteina por un periodo de 2 meses. Se
dividieron en 3 grupos de 20 ratas infectadas con diferentes cargas parasitarias mismas que
fueron administradas por via oral: Grupo I) 500 LI de T. spiralis, 1I) 250 LI de T. spiralis 1III
200 LI de T. spiralis.

Parametros a seguir: Identificacion de los murinos el dia uno, registro de la edad, peso
corporal y talla, infeccion a los 90 dias de edad en animales nutridos y desnutridos, toma de
muestra sanguinea por el esquema siguiente:

Inicio tratamiento (dia cero)

tratamiento de Nut 24 % de proteinas y DN con un 12 % de proteina 60 dias
pre —-infeccion al dia 60

post-infeccion al dia 120

a) La carga parasitaria se evalué en Fase Muscular en los musculos masetero, lengua,
diafragma e intercostales por: digestion artificial (D/A).

b) Se determind el estado inmunoldgico utilizando la técnica de Inmunoelectrotransferencia
(IET), en todos los grupos de estudio.

Grupo I
a) 5 hembras Nut 24 % de proteina, infectadas con 500LI de T. spiralis
b) 5 machos Nut 24 % de proteina, infectados con 500 LI de T. spiralis
c) 5 hembras DN 12 % de proteina, infectadas con 500LI de T. spiralis.
d) 5 machos DN 12 % de proteina, infectados con 500LI de T. spiralis

Grupo II
a) 5 hembras Nut 24 % de proteina, infectadas con 250LI de T. spiralis.
b) 5 machos Nut 24 % de proteina, infectados con 250LI de T. spiralis
c) 5 hembras DN 12 % de proteina, infectadas con 250LI de T. spiralis.
d) 5 machos DN 12 % de proteina, infectados con 250LI de T. spiralis

Grupo III
e) 5 hembras Nut 24 % de proteina, infectadas con 200LI de T.spiralis.
f) 5 machos Nut 24 % de proteina infectados con 200LI de T.spiralis
g) 5 hembras DN 12 % de proteina, infectadas con 200LI de T.spiralis.
h) 5 machos DN 12 % de proteina, infectados con 200LI de T.spiralis
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Técnica directa Digestion Artificial (D/A)

Se evalud la carga parasitaria mediante la técnica de D/A a los tratamientos de Nutricion y
Desnutridos

El proceso se realizé a 37°C por 24 hrs segun el método descrito por Del Rio et al 1986, donde
se colocaron 30 gr. de tejido infectado triturado en un tamiz de tul en forma de saco;
suspendido en una solucién de 0.03% de pepsina (10,000u) HCL al 37 % (0.2M) en 1It de agua
destilada, se colocd en un embudo de separacidn., trascurridas 24 hrs se procedié a separar las
LI que se depositaron en el fondo del embudo de separacion, se realizo tres lavados de PBS,
para evitar la desnaturalizacion de LI, por ultimo se midié la cantidad de LI presentes y se
observaron al microscopio 6ptico de luz normal con el objetivo de 10 y 20x (9).

Evaluacion de la respuesta Inmune: Técnicas Indirectas
CORRIMIENTO ELECTROFORETICO EN GELES DE POLIACRILAMIDA (EGPA).

Para obtencion del patrén electroforético del antigeno soluble de T.spiralis obtenido de la cepa
de conservacién de Trichinella spiralis mantenida en diferentes modelos experimentales en la
Unidad Académica de Biologia Experimental de la Universidad Autonoma de Zacatecas.

El paquete de LI de T. spiralis se utilizd para separar el antigeno soluble total (AST) se
realizaron corrimientos electroforéticos en minigeles de poliacrilamida (PAGE) en condiciones
reductoras. Se utilizaron geles de 7 x 7 cm preparados con dodecil sulfato de sodio (SDS) de
acuerdo a la metodologia descrita por Laemmli, a concentracién de acrilamida al 11%, la
relacion acrilamida - bisacrilamida fue de 1:60 en el gel separador. El tiempo de corrimiento,
fue de 2 hrs a 100 Volts. El AST se prepard por ebullicion durante 5 min. En una solucion
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 B-mercaptoetanol al 5%. Se utilizaron los siguientes
marcadores de peso molecular: Fosforilasa (97 kDa), albumina sérica bovina (68 kDa),
ovalbumina (43 kDa), anhidrasa carbodnica (24 kDa), lisosima (14 kDa); Se usdé una camara
PROTEAN II xi Cell (Bio-Rad), aplicando un tiempo de corrimiento de 2 hrs con el voltaje de 100
volts ya que se obtuvo el corrimiento, los geles fueron transferidos a papel de nitrocelulosa
(13).

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET)

El producto obtenido del corrimiento en gel de poliacrilamida se transfirio 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 procedid al revelado con tincidon verde rapido (fast green al 0.1%) por 5 min. Con agitacion
constante, se retird el colorante, decolorandose en agua destilada verificando la presencia de
proteinas. El papel de NC se cortd en tiras, se procedié a cubrirlos con solucion blogqueadora
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 incubacidon del primer anticuerpo (Ab) suero de rata diluido
1:100 con PBS- leche en polvo al 3% incubado 90 min. a temperatura ambiente 21° C con
agitacion constante. Se lavo por dos ocasiones durante 10 min. Con PBS-Tween 20, al 0.3%
tres veces con PBS por un lapso de 10 min. Se incubd con (segundo Ab) anti-IgG de rata
marcada con peroxidasa diluciéon 1:1000 asi como PBS-leche en polvo al 3% durante 90 min. a
temperatura ambiente con agitacion constante. Después 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
5
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revelaron con 3,3 diamino-benzidina (DAB), 50 mg en 100 ml de PBS, agregandole 10ul de
peroxido de hidrogeno al 30% manteniendo a 4°C posteriormente se lavd cada tira por tres
ocasiones en agua destilada, dejandose secar a medio ambiente (22).

El disefio Experimental que se utilizé fue completamente al azar, y la comparacién multiple de
medias, se realizé por la prueba de rango multiple tukey con un P = 0.05, finalmente, los datos
fueron analizados a través del sistema de analisis estadistico (20, 21).

RESULTADOS

Grupo I

10 animales DN e infectados

Las ratas machos y hembra que se infectaron con 500 LI, los machos fallecieron a los cinco dias
posteriores a la infeccion, las hembras murieron a los diez dias, ambos grupos presentaron
diarrea importante.

10 animales Nut. e infectados

En este grupo de ratas machos y hembras se monitorearon durante el mismo periodo que los
anteriores, resistiendo la infeccion de 500LI tanto en machos como hembras, en este grupo
hubo reproduccién del ciclo vital del parasito.

En el Grupo I1

10 animales DN e infectados

Ratas machos y hembra se infectaron con 250 LI, fallecieron los machos a los veintilin dias
posteriores a la infeccidn, y las hembras fallecieron a los veintiocho dias.

10 animales Nut. e infectados

En este grupo de ratas machos y hembras se monitorearon durante el mismo periodo que los
anteriores, resistiendo la infeccién de 250 LI tanto en machos como hembras, en este grupo si
hubo reproduccion del ciclo vital del parasito.

En el Grupo III

10 animales DN e infectados

A las ratas de este grupo se les aplicé 200 LI, tanto a machos como hembras, los cuales
reprodujeron el ciclo vital del parasito.

10 animales Nut. e infectados

En este grupo de ratas machos y hembras se monitorearon durante el mismo periodo que los
anteriores, resistiendo la infeccion de 200 LI tanto en machos como hembras, en este grupo
hubo reproduccién del ciclo vital del parasito.

En la Grafica No. 1 se observan

los resultados de la D/A en 30gr Grafica No. 1 Resultados de Digestion Atrtificial
de Carne, en Hembras y Machos en 30 Gr. De carne en Hembras y Machos Nut.
Nutridos Infectadas con 250 vy e Infectados con 250 y 500 LI

500LI. Donde en Hembras

infectadas con (250 LI), se

recolectaron 250ul, mientras que 1000,

en Machos se recolectaron 425pl. 800+

Y en Hembras infectadas con 600 850

500LI se recolectaron 500 ul, asi ml 00 500 @250 LI
mismo en Machos se recolectaron 200 | 0500 LI
850 ul ( en cada pl se encuentran 0 ‘

25 LI aproximadamente). Hembras Machos

Tratamientos
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En la Grafica No. 2 Se compara resultados de las Hembras y Machos DN y Nut. e Infectados con
200LI , donde se observa lo siguientes resultados con la D/A en 30gr de Carne. Hembras DN e
infectadas, se recolectaron 400ul, mientras que en Hembras Nut se recolecto 200 pl. Asi de
forma similar sucedié en los Machos DN, que se recolecto 460 pl, en Machos Nut se recolectaron
340 pl.

En los resultados obtenidos con la Grafica No. 2 Resultados de Digestion Artificial
técnica de IET se observd que tanto en 30 Gr. de carne en Hembras y Machos Nuty
las Hembras Nut y DN e Infectadas DN e Infectados con 200LI

con 200LI de T. spiralis, al igual que

los Machos, con los mismos

tratamientos, resultaron positivas a 5007

esta técnica, haciéndose presente 4004

el reconocimiento antigénico . 300

(cuadro No. 1). Del grupo de 200 @DN
nutridos e infectados con 500 LI y 100/ 0 Nut
250 LI fue positiva la 0 :

inmunuelectrotrasferencia Hembras Machos

reconociendo el triplete de 42,45 y Tratamientos

48 kDa caracteristico en la infeccidn
por T. spiralis.

Cuadro No 1. Resultado de la IET al sacrificio de ratas hembras y machos Nuty DN.
Con una carga de 200 LI de T. spiralis.

Tratamientos IET sacrificio

5 Hembras Nut Infectadas + presenta el triplete de 42, 45 y 48 kDa

5 Machos Nut Infectados + presenta el triplete de 42, 45 y 48 kDa

5 Hembras DN Infectadas + presenta el triplete de 42, 45 y 48 kDa

5 Machos DN Infectadas + presenta el triplete de 42, 45 y 48 kDa

Discusion:

En el presente trabajo se demostré la importancia del estado nutricional, carga parasitaria y
el sexo.

En el grupo I (infectados con 500 LI). En los animales con nutricion de 24 % de proteina
reproduccion el ciclo biolégico del parasito, referente al sexo los machos tienen una carga
parasitaria mayor respecto a las hembras en ambos se presento el reconocimiento
antigeno-anticuerpo. En los animales con una dieta del 12 % de proteina los machos
fallecieron los primeros 5 dias y las hembras a los 10 dias.

En el grupo II (infectados con 250 LI). En los animales con nutricién de 24 % de proteina
reprodujo el ciclo bioldgico y respecto al sexo nuevamente se encontré6 mayor carga
parasitaria en los machos y menor en las hembras y en ambos se presento la respuesta
inmune detectada por IET. Los animales con una dieta de 12 % los machos fallecieron a la 3
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semanas y las hembras a la 4 semana en ambos se dio la deteccidn de la respuesta inmune
antigeno-anticuerpo por IET.

En el grupo III (infectados con 200 LI). En los animales con dieta del 24 % de proteina
reprodujo el ciclo bioldgico y respecto al sexo nuevamente se encontré6 mayor carga
parasitaria en los machos y menor en las hembras en ambos se presento la respuesta
inmune. En el grupo de los animales con dieta del 12 % se reprodujo el ciclo bioldgico en
machos y en hembras en ambos se dio la deteccidén de la respuesta inmune.

Mientras sea mayor la carga parasitaria, mayor la patogenicidad a el huésped y son mas
susceptibles los machos, respecto al cuadro clinico se presento diarrea importante, al
disminuir la carga parasitaria es mas viable la reproduccion del ciclo vital del parasito, pero
los machos contintan siendo mas susceptibles y con mayor carga parasitaria. Quedando
demostrado la importancia de la carga parasitaria, estado nutricional y sexo, la triada
estado nutricional, inmunolégico y hormonal.

El presente estudio apoya la importancia del estado nutricional y su importancia en la
respuesta a la terapéutica tanto de biolégicos como de farmacos.

Conclusiones:

En el presente estudio se demostré que en el modelo murino con dieta del 12 % de proteina
Yy una carga parasitaria de 500 y 250 LI presentaron un cuadro agudo de Trichinellosis
falleciendo en las primeras 4 semana de infeccién, con una carga de 200 LI si hubo
reproduccion del ciclo vital de T. spiralis. En los animales con una dieta del 24 % y carga
parasitaria de 500, 250 y 200 LI si hubo reproduccion del ciclo vital de la T. spiralis en
animales nutridos en todos los grupos.

Las hembras de todos los grupos presentaron mayor resistencia en relacién a los machos.

En todos los grupos se detecto la respuesta inmune antigeno-anticuerpo por IET.
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