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ABSTRACT

MODIFICATION OF NURSE CELL FROM TRICHINELLA SPIRALIS IN LONG EVANS
RATS INMUNIZED WITH SOLUBLE TOTAL ANTIGEN OF TRICHINELLA SPIRALIS AND
SACRIFICED AT DIFFERENT TIMES

The purpose of this study was to evaluate the changes in the 7' spiralis’ nurse cell in Long Evans rats
immunized with Total Soluble Antigen T spiralis sacrificed at different times. We worked with 25 male rats
of two and a half months old, immunizing 20 of them. Then, the 25 rats were challenged with meat infected
with T spiralis, making the sacrifice of five rats each month, plus a rat control during 4 months to slaughter
it; the techniques are carried out directly: on-board compression, artificial digestion and Hematoxylin-
Eosin; indirect techniques of MIDD and Western Blot were applied for the serums. The result: a reduction
in worm load. The maximum effects of protection were observed in the ultimate sacrifice after spending
four months. The most obvious change to the nurse cell was a modification of the cyst and parasite’s spiral
loss. Changes in the nurse cell of 7. spiralis in Long Evans rats’ tissues immunized with AST and sacrificed
at different times were evident with direct techniques of C/P, D/A and staining of H/E, we observed that the
encystment was lost and the spiral was no longer viable, being statistically significant (P < than 0.01).
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RESUMEN

El proposito de este trabajo fue evaluar las modificaciones de la célula nodriza de 7. spiralis en ratas
Long Evans inmunizadas con Antigeno Soluble Total de 7. spiralis y sacrificadas en diferentes tiempos.
Se trabajd con 25 ratas macho de 2 meses y medio de edad, inmunizando 20. Posteriormente las 25 ratas
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MODIFICACION DE LA CELULA NODRIZA DE T. SPIRALIS

fueron retadas con carne infectada de 7. spiralis, realizando el sacrificio de 5 ratas cada mes, mas una
rata control por 4 meses, al sacrificarlas se les realiz6 técnicas directas de compresion en placa, digestion
artificial y la técnica de Hematoxilina-Eosina; a los sueros se les realizé técnicas indirectas de MIDD
y Western Blot. Se obtuvo una disminucién en la carga parasitaria. El efecto maximo de proteccion se
observo en el tltimo sacrificio después de haber transcurrido 4 meses. La modificacién mas evidente a la
célula nodriza fue la modificacion del quiste y pérdida del espiral del parasito. Las modificaciones en la
célula nodriza de T spiralis en tejidos de rata Long Evans inmunizadas con AST y sacrificadas en diferentes
tiempos fue evidente con las técnicas directas de C/P, D/A y la tincién de H/E, se observa cémo se pierde
el enquistamiento y la espiral ya no es viable, siendo estadisticamente significativo con un valor de P < de

0,01.

Palabras clave: T. spiralis, célula nodriza, modificacion, AST, diferentes tiempos.

INTRODUCCION

La trichinellosis constituye una enfermedad
zoonotica cosmopolita producida por el nematodo
Trichinella spiralis el cual involucra en su ciclo de
vida principalmente al cerdo, la rata y al hombre.
Sin embargo, puede afectar a todos los animales
carnivoros ya que su transmision se produce a
través de la ingesta de carne cruda o semi cruda de
animales portadores de larvas (L1) del parasito en
sus musculaturas.

En nuestro medio, los mecanismos mas impor-
tantes para mantener la trichinellosis son, sin duda,
los ciclos rata-cerdo y cerdo-cerdo, dada la crian-
za doméstica improvisada de cerdos, sin ninguna
guia de zootecnia o sanitaria, con alimentacion de
desechos de comida, ademas de lo que en su libre
deambular encuentre.

Su ciclo bioldgico contempla dos fases: una
entérica en donde las LI son liberadas en el
estomago de los carnivoros debido a la accion
de los jugos gastricos y luego migran al epitelio
columnar e intestino delgado en donde rapidamente
se diferencian sexualmente y realizan la copula,
los machos mueren y las hembras penetran en la
mucosa intestinal y liberando larvas recién nacidas
(LRN) las que por via linfatica inician y cumplen
la fase parenteral En esta fase las LRN llegan a
los musculos principalmente diafragma lengua,
laringe, intercostales, biceps y pectorales. La LRN
aumenta su tamafio, empieza a enrollarse e induce
la formaciéon de un quiste, puede permanecer
estable durante toda la vida del hospedero o
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calcificarse. El ciclo se inicia nuevamente cuando
estas larvas musculares son ingeridas (LI) por un
nuevo huésped carnivoro, incluyendo el hombre.
(Cabral et al., 1990).

La prevalencia de la trichinellosis es mayor
en las naciones en vias de desarrollo, donde las
condiciones socio econdmicas y de insalubridad
ambiental favorecen su transmision, como sucede
en el area de América Latina (Cabral et al., 1990;
Despommier, 1997). En México se han presentado
numerosos brotes epidémicos de esta zoonosis,
tanto en la capital de la Reptblica Mexicana como
en diferentes estados y porque no se diagnostica
con frecuencia en los humanos (Cabral et al/, 1990;
Lanzas et al., 1995).

Todos los parasitos, incluyendo la 7. spiralis,
escapan a la inmunidad protectora mediante la
reduccion de su inmunogenicidad o la inhibicion
de las respuestas inmunitarias de los huéspedes.
Los parasitos cambian sus antigenos de superficie
durante sus ciclos vitales de dos formas. La primera
es el cambio de la expresion antigénica segun su
estadio (adultos o larvas). El segundo ejemplo es
la continua variacion de los principales antigenos
de superficie de los Trypanosomas africanos. Una
consecuencia de la variacion antigénica en los
parasitos es que resulta dificil vacunar a individuos
de forma eficaz contra estas infecciones (Abbas,
2002; Lanzas et al., 1995).

El objetivo de este trabajo sera detectar los cam-
bios de la célula nodriza de T. spiralis en ratas Long
Evans inmunizadas con Antigeno Soluble Total del
parasito y sacrificadas en diferentes tiempos.
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MATERIAL Y METODOS

Material y métodos

Modelo experimental 25 ratas Long Evans
machos de 2 meses y medio de edad, formando 5
grupos (A,B,C,D,E) con 5 ratas cada uno:

Grupo A. 5 ratas las cuales fueron inmunizadas
cada semana por 4 ocasiones, a la quinta
semana se infectaron con 500 LI de T’ spiralis
via oral. Dejando un mes la infeccion para
continuar con el sacrificio al término del
tiempo establecido.

Grupo B. 5 ratas las cuales fueron inmunizadas
cada semana por 4 ocasiones, a la quinta semana
se infectaron con 500 LI de 7. spiralis via oral,
se dejo por dos meses la infeccion y luego se
efectu6é el sacrificio al termino del tiempo
establecido.

Grupo C. 5 ratas las cuales se inmunizaron cada
semana por 4 ocasiones, a la quinta semana se
infectaron con 500 LI de T spiralis via oral, se
dejo por tres meses la infeccion y posteriormente
se sacrificaron.

Grupo D. 5 ratas mismas que fueron inmuniza-
das cada semana por 4 ocasiones, a la quinta
semana se infectaron con 500 LI de T spiralis
via oral. Dejando cuatro meses la infeccion para
continuar con el sacrificio al término del tiempo
establecido.

El grupo E. (Control) formado por 5 ratas sin in-
munizar, a la quinta semana del experimento se
infectaron con 500 LI de 7. spiralis via oral. Sa-
crificando una rata por cada grupo experimental
cada mes.

Los animales fueron sangrados via ocular en la
pre-inmunizacion y post-inmunizacion para ob-
tener suero, luego se realizo técnicas indirectas
(MIDD, IET).

Se sacrificaron cada grupo de trabajo con una
sobredosis de anestésico volatil (Halotano).
Por diseccion se obtuvo musculo esquelético
(macetero, lengua, pierna, diafragma) para
realizar técnicas directas (C/P, D/A, cortes
histolégicos, conteo de carga parasitaria).

Las vias de inmunizacion en las ratas se

presentan en la Tabla 1. En cada inmunizacion se
aplicaron 10 pl de AST de T spiralis.
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Tabla 1. Vias de inmunizacion

Etapa de inmunizaciéon  Via de inmunizacion

1 era. Intradérmica

2 da. Subcutanea

3 era. Intramuscular

4 ta. Intraperitoneal
METODOLOGIA

A) Técnicas directas

Compresion en placa: Presionando entre dos
laminillas de vidrio, verificando la presencia de T.
spiralis, en objetivo de (10X) (Del Rio et al., 1986).
Al sacrificar a los animales se obtiene tejido mus-
cular 0,5 gr (pierna, lengua, diafragma, macetero)
por triplicado. Observandolo al microscopio.

Digestion artificial: El proceso se llevo
a cabo a 37° C por 24 horas segin el método
descrito por Del Rio ef al., en 1986, donde se
colocan aproximadamente 30 g de tejido infectado
triturado, en un tamiz de tul, en forma de saco;
suspendido en una solucion de 3,5 ml de HCL, 1,75
gramos de pepsina y 500 ml de agua destilada en un
embudo de separacion; transcurridas las 24 horas se
procedio a separar las LI que se depositaron en el
fondo del embudo de separacion y se recolectaron
en un tubo conico (Del Rio ef al., 1986).

Técnica de cortes histolégicos: Los tejidos
musculares se conservaron en formol al 10%
hasta el momento de ser sometidas al proceso de
inclusion en parafina. La metodologia de la técnica
se llevo a cabo de acuerdo a lo propuesto por las
Fuerzas Armadas de USA. (Manual of Histologic
1957 a,b).

Elaboracién del Antigeno Soluble Total
de T. spiralis: Las LI de T. spiralis se colocaron
en un mortero con un inhibidor de proteasas
(PMSF) 20 pl/ml; y continuando con la extraccion
por nitrégeno liquido para romper la estructura
del parésito, y permitir extraer su contenido
antigénico. Se centrifugd por 1 hora a 4° C a
10.000 rpm. Continuando con la separacion de la
parte soluble la que nos interesa, a la cual se le
realizé la determinacion de proteinas para saber
la concentracién del antigeno soluble total de T
spiralis.( Bradfort, 1976).

Rev. Ibero-Latinoam. Parasitol. (2012); 71 (2): 160-166



MODIFICACION DE LA CELULA NODRIZA DE T. SPIRALIS

B) Técnicas indirectas

Microinmunodifusion doble (MIDD): Prueba
conocida como de Outcherlony, (Ouchterlony O.
1958), se disolvio agar al 1% (0,9 mg de agar) en
100 ml de solucion de fosfatos (PBS) y azida de
sodio al 1% (como conservador) dejandose hidratar
por 5 min continuando con un calentamiento hasta
su ebullicion.

Se dejé enfriar entre 55 - 65° C, luego el agar
se depositd en portaobjetos con una cantidad de
aproximadamente de 4,5 ml dejandolo gelificar por
30 min a temperatura ambiente. Se guardaron los
portaobjetos a 4° C en camara himeda durante 18
hrs.

Se hicieron pozos en forma de flor, con 6 pozos
periféricos y uno central, se colocaran 10 pl de
la muestra antigénica en el pozo central y en los
periféricos el suero de cada rata del estudio, asi
como controles positivos y negativos (Ouchterlony
1958).

Dejando difundir por 24 hrs a temperatura
ambiente en una camara humeda, para observar los
resultados de la interaccion antigeno-anticuerpo
que presenten los sueros de cada rata.

Inmunoelectrotransferencia (IET): Los
geles que contienen la separacion del antigeno
soluble total de 7. spiralis por PAGE, no tefiidos
se transfirieron a un papel de nitrocelulosa de
acuerdo al método descrito por Towbin, se utilizo
una camara de Transblot-cell (Bio-Rad®) a 29
volts, durante toda la noche a 4° C. Se detectaron
las bandas especificas de la interaccion antigeno-
anticuerpo por medio del relevado con 3,3
diamino-benzidina (DAB), 50 mg en 100 ml de
PBS, agregandole 20 pl de peréxido de hidrogeno
al 30% a 4°C (Laemmiil ef al., 1990; Towbin ef al.,
1979).

RESULTADOS

Los resultados se presentan en las Figuras 1- 6.

Se obtuvo una disminuciéon en la carga
parasitaria. El efecto maximo de proteccion se
observo en el tltimo sacrificio después de haber
transcurrido 4 meses. La modificacion mas evidente
a la célula nodriza fue la modificacion del quiste y
pérdida del espiral del parasito.

Las modificaciones en la célula nodriza de T.
spiralis en tejidos de rata Long Evans inmunizadas
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con AST y sacrificadas en diferentes tiempos fue
evidente con las técnicas directas de C/P, D/A 'y
la tincion de H/E, se observa cémo se pierde el
enquistamiento y la espiral ya no es viable, siendo
estadisticamente significativo con un valor de P <
de 0,01.

LI de T. spiralis obtenidas
por la técnica de D/A

Figura 1. A) Se observa al microscopio 6ptico de luz con
40X LI de T. spiralis después de digestion con pepsina
ejemplares del grupo control del modelo experimental
con un promedio de 15 LI por campo en espiral. B) LI
del cuarto sacrificio, no se observa el espiral y estan
fraccionadas por lo que ya no son viables.

Técnica directa cortes histologicos
compresion en placa

Figura 2. Se observa LI dentro de la célula nodriza al
microscopio optico de luz 10X A) Tejido de pierna del
grupo control en el cual se observa un promedio de 15
LI de T spiralis por campo, B) Tejido de diafragma del
cuarto sacrificio se observa cuticula externa casi pérdida,
CN paralela a las fibras musculares, pérdida definitiva de
los polos o par de 16bulos, presencia de masas de células
adiposas, una CN por campo, en los polos hay precipita-
dos finos granulares por toda la capsula.
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Técnica directa cortes histologicos Hematoxilina-Eosina modificacion de célula nodriza

Figura 3. Se observa al microscopio
optico de luz cortes histologicos
con técnica H/E, A) 10X y B) 40x
tejido de macetero, grupo control
infectado con 7. spiralis y sin ningiin
tratamiento se observa presencia de
células polimorfonucleares, presencia
la LI de T spiralis enquistada y
enroscada con cuticula externa
en forma alargada, con su polos
extremos oscuros, C) 10X y D) 40X
tejido de pierna del cuarto sacrificio,
no se observan CN enquistado en
tejido muscular.

Técnica indirecta MIDD

Figura 4 Se observa la interaccion
Ag-Ac contra T, spiralis. Pozo del
No. 1 al 4y 7 al 10 suero de animales
inmunizados e infectados, pozo No.
5 y 11 negativos, pozo No. 6 y 12
positivos.

M Figura 5. Se aprecia el complejo
200 kDa inmune Ag-Ac de 7. spiralis. Carril
1165 kDa (1 a 6) suero de animales pre-

’ inmunizados, en el carril 1 al 6 no se
87 4k Da detecta bandeo, carril (7 a 8) suero de
66.2kDa 67 kDa | animales inmunizados e infectados,

se detecta el complejo inmune Ag-
45kpa AC carril 9 suero positivo, carril 10
45kDa suero negativo, carril (11 a 18) suero
31kDa de animales inmunizados e infectados
y se aprecia el complejo inmune Ag-
Ac, se observa el predominio de una

banda de 45 kDa.

164 Rev. Ibero-Latinoam. Parasitol. (2012); 71 (2): 160-166



MODIFICACION DE LA CELULA NODRIZA DE 7. SPIRALIS

Cambios histoldgicos de la CN de T. spiralis por la técnica HE
12F 1 HE
1 W1 Fusiforme
. 0 7 I 2 CN redondeada (perdida de polos)
T sk 1 @83 Aumento de polimorfonucleares
€ I ¢ Rompimiento de capsula Figura 6. Representacion en porcen-
0 6F 4 35 Lifragmentada taje de los cambios morfologicos ob-
o 36 No se obsena CN servados mediante la técnica de H/E
0? iF 7 y la frecuencia en la que estos apa-
18 ] recen. Los porcentajes sobresalientes
I en los grupos A, B y C son del 10%
0k 4 indican presencia de polimorfonu-
A ) ¢ ) cleares y en el grupo D el 10% indica
fragmentacion de la LI y desapare-
GFUPOS ciendo la CN.
DISCUSION las fases del parasito, se produce una inmunidad

La trichinellosis constituye en la época actual
uno de los problemas graves que afectan la salud
humana y de las 32 especies de nematodos que
parasitan al hombre se ha sefalado a T. spiralis
como la mas peligrosa (Cabral et al, 1990), con
mayor complejidad antigénica por consecuencia en
la especie humana la infeccion por trichinellosis
presenta manifestaciones clinicas y la diversidad
de signos y sintomas hacen dificil el diagnostico
clinico (Cabral ef al., 1990) que puede pasar como
asintomaticas y la patologia de 7. spiralis depende
de varios factores, pero esta estrechamente relacio-
nada con la carga parasitaria; edad y la inmunidad
adquirida los casos graves siempre se deben a in-
fecciones intensas, pues por un lado son conse-
cuencia de la agresion directa del parasito durante
su migracion y por otro, de la reaccion inflamatoria
desencadenada; esta tiltima puede causar complica-
ciones cardiacas (miocarditis, insuficiencia cardia-
ca o arritmias), neuroldgicas, (encefalitis, meningi-
tis, convulsiones, alteraciones visuales o auditivas)
o pulmonares (neumonitis, pleuresia). Los casos
mortales suelen ser consecuencia de miocarditis
(Chomel et al., 1993; Pozio y La Rosa, 1990).

Nuestros resultados demostraron que se tuvo un
efecto de proteccion total con el AST y posterior a
la infeccion con 7. spiralis hubo una disminucion
de LI, esto fue evidente en el transcurso del
experimento utilizando métodos de diagnodstico
directos e indirectos.

El estimulo antigénico que es determinado por
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general (Cabral et al., 1990), formando anticuerpos
contra los antigenos esto hace que inhiba el
desarrollo normal del parasito.

Las modificaciones en la célula nodriza de T
spiralis en tejidos de rata Long Evans inmunizadas
con AST y sacrificadas en diferentes tiempos fue
evidente con las técnicas directas de C/P, D/A 'y
la tincion de H/E, se observa como la T. spiralis
pierde su enquistamiento, su espiral y se encuentra
fragmentada por lo que ya no es viable, obteniendo
resultados que son estadisticamente significativos
con un valor de P <de 0,01.

En el presente estudio se demostro en la trichi-
nellosis experimental como en la infeccion natural
existe un estado de inmunidad y resistencia adqui-
rida. La inmunidad total y el estado de resistencia
de un hospedero se deben en parte a los estimulos
antigénicos.
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