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RESUMEN

Se estudio la respuesta inmuneg humoral en un modelo
experimental gn conejos infectados con larvas musculares de
Trichinetla spiralls. Las animales controles fueron conejos
aparentemente sanos. Larespuesta humoral se evaluo dyrante
12 semanas detarminando los niveles de anticuerpos contra el
antigeng szoluble de T spirafis por inmunctluorescencia
indirecta {IFl), y Western Blot{WB) Por |Fl se identificaran dos
patrones de reactvidad contra cavidad celamica vy contra
cuticula En gl WEB se encontrd gue los animales infectados
reconocen varios componentes antigénicos, con rango se
pescs moleculares de 29-87kDa con el predominio de un
triplete de 50kDa, 47kDa, 45k0a v una banda de 67kDa en el
100% de los suerod estuchados, por otro lade la banda de
45kDa persiste aun a diluciones de 1,100,000

ABsTRACT

The inmune humoral response in an experimental model in
rabbits exposed to muscular larva of Trichinella spiralis was a
subject of study. The control group were apparently healthy
rahbits. The humoral response was evaluated during 2 12
weeks perod, determining the levels of antibodies against the
solubile antigenic of the T spliralis trough indirect
immuncflucrescence (IR, and Western Blot (WB), Trough [F
two patterns of reactivinesswere identified against the celomic
cavity an against cuticle In WB was founded that infected
animals with malecular weight ranks of 28-97 kDa in wich a
triplet ol 40 kDa, 47 kDa, 45 kDa predominated, and a band of
67 kDa in 100 % of the studied serums. On ather hand, this 45
kDa band persist even In 1.10,00 dilutions.
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INTRODUCCION

La triquinosis es una enfermedad
parasitariacausada porelnematodo
Trichinella spiralis que s capaz de
invadir e infectar los musculas de
diferentes especies de mamiferos,
ademas de infectar a los humanos,
Ocasiona pérdidas econémicas de
importancia en la porcicullura por
lo gQue es oportuno contar con me|or
conocimiento de la biologia del
parasilo.

Se hasenalado guela presencia
de T. spiralisenloste)idos desenca-
denauna reaccion de hipersensibi-
lidad reterdada y de produccion de
anticuerpos: ambos mecanismos
confieren, enocasiones, Una protec-
cion especifica "% La cuticula y los
elementos del tube digestivo del
parasito son capaces de desenca-
Cenar Unarespussia inmune, espe-
cificamenie los esticocitos v 103
slementos del espacio pseudo-celo-
mice contignen los antigenos mas
importantes que varian de acuerdo
con la etapa de su ciclo vital.

Las investigaciones de Despom-
mier han mosirado que los esticoci-
tos son de dos tipos: un grupo
contiene granulos alfa y el otro
granulos beta, al aislar antigenos
de éstos & inocularlos en animales
experimentales obtuvieron altos
niveles de proteccion ™" Varios
autcres han reportade que antige-
nes inmunodominantes de T, spira-
iis tienen un pesg melecular dentro
del rango de 28-120kDa con el

predominic de una handa de 45
kg 4510 121647 22

OBJETIVO

El obijetive de este trabajo fue
determinarlas caracteristicas de los

antigenos inmunodominantes de 7.
spiralig en un modelo experimental
en conejo y valorar su utilidad

MATERIAL Y METODOS

Enelestudiose Ltilizé una poblacién
de 20 conejos (e raza Nueva
Zelanda, hembras de 2.5 kg de
pesc, de los cuales 10 fuercn
infectados con Ll de T spiralisy 10
fuergn controles sanops,

INFECCION EXPERIMENTAL Y
OBTENCION DE ANTICUERPOS
CONTRA T. SPIRALIS

El grupo de 10 conegjos Nuevag
Zelanda infectades con L de T
gpiralis recibisrgn un promedio de
1,500 larvas por via oral Las LI
{larvas infectantes) se abluvieron g
partir del musculo de conejos
infectados con T sprralis, Los
CONE|0S sangraron per venas
marginales cada ocho dias por 12
semanas; alos 30 dias sereinfecta-
ren. La produccion de anticuerpos
se evalud poriecnicas inmunoserc-
logicas IFly WB.

PREPARACION DEL ANTIGENO
soLusLE DE T. SPIRALIS
(AST).

Fue obtenido a partir de larvas de
musculo de coneje experimental-
mente infectados con T. spiralis (I
inoculacién se efectud como ha
quedado descrito), para confirmar
guelos animales estaban infectados
seobtuvosueroy seenfrentd al AST
oor inmunaodifusion doble.
Losanimales infectados se sacri-
ficaron ala octava semana deinocu-
lacion vy se cbsearvd al microscopio
de luz para determinar la cantidad

de Ll en musclla, encontrande un
promedio de 25 LI por campo. El
tejido infectado fue somelido a
digestién por pepsina (10,000 U)
0.3% HCLO.2Negincubadoa 37°C
por 24 horas (confgrme al metodo
descrito por Del Rio y col.).®
Después de completar la digestion
de las larvas, fueron lavadas
exignsamente con SSF (solucion
salinafosfalo)y desengrasadas con
acetong, el paguete larvario fue
resuspendidoen 35F ylos antigenos
del parasito fueron extraidos por
sonicacion usando un 50% de
eficiencia y dos minutos por pulse,
el homogenizado se centrifugo a
10,000 rpm a 42 C poer una hora, Se
obtuvo el sobrenadante vy se le
determind la concentracion de
proteinas por el métedo de azul de
Coomassie G-250 a 610 nm.? E
gxiracto total fue ulllizado como
AST, determinando su actividad
amigenica por precipitacion en gel
con un suero prototino positivo y
negativo.

INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA

Las LI se fijaron a portachietcs
tratados con ASE (albumina sérica
bavina) al 5% las LI fuergn obteni-
das del muscule del conejos
infectados con 7. spiralis. El suerg
preblema fue diluido progresiva-
mente hasta 1.640; v se ncubd
sobre las Ll encamara humeda por
30 minutes, se lavaron 10 minutos
con SSF por dos veces, seguida de
incubacion durante 30 minutos, con
antigamma-glebulina de conejo
marcada con fluoresceina (diluida
1:500) luego se lavaron 10 minutos
con 3SFpor dogvecesylos portact-
jetos fusron montados con SSF y
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glicerel (9:1); las laminillas se
observaron al microscopio de
‘epifluorescencia 4 Otra fraccion de
larvas se permeabilizé con Triton X-
100 al 5% por 10 minutos, después
se centrifugaron por cinco minutos
y se eliming el detergente de la
‘suspension; se suspendieron en
selucién amortiguadora y se fijaron
en citocentrifuga a 1,000 rpm por
cinca minutos, colocando 1, 5y 10
microlitros paraestandarizacion del
numero de LI de T. spiralis. Las
larvas adneridas a portachjetos se
fijaron con acetona fria por un minuto
ysesiguic el resto del procedimiento
ya senalado.

ELECTROFORESIS DE
PALIACRILAMIDA

Con el AST se realizaron corrimien-
tos eleciraforéticos preparativos en

minigeles de poliacrilamida (PAGE)
en condiciones reductoras. Se
ulilizaron geles de 77 cm prepara-
dos con dodecil sulfato de sodio
(505} de acuerdo con la metodolo-
gla descrita por Laemmli,™ con una
concentracion de acrilamidaal 1%
ylarelacién acrilamida-bisacrilami-
da de 160 en el gel separador,
Durante el tiempo de corrimiento,
se uso una camara de miniprotean
Il (Bio-Rad), aplicando 60 volts por
3 horas.

El AST fue preparado por ebulli-
cién durante dos minutos en una
solucién reductora (Tris HCL 1 M
pH 6.8, gliceral, S0S 2%, azul de
bromofenol al 0.6%, EDTA, H,O,
ditiotreitol 5 mM y 2-mercaptoetanol
al 5%). Se utilizaron los siguientes
marcadores de peso molecular:
fosfarilasa (97 kDa), albimina sérica
biovina (68kDa), ovoalblimina (43

Ficura 1

| F I selocaliza afinidad de [a fluorescencia en |a cavidad celomica,

kDa), anhidrasa carbonica (24 kDa),
lisosima (14 kD). Posteriormente uno
de los geles fue tefiido con azul de
Coomassie y destefiido con solucion
aclaradara, luego secada en mam-
oranas de papel celofan.

WEeSTERN BLOT

EIAST separado por PAGE fuetrans-
ferido a papel de nitrocelulosa (NC)
de acyerdo al métodao descrito por
Towbin,?' utilizando una camara de
minitrasbloteell (Bio-Rad), 15 volts,
durante toda la noche a 42 C; las
proteinas fueren reveladas por cinco
minutos con el coloranie de fast
green al 0.1% vy luego decoloradas
con agua destilada. El papel de NC
con lag proteinas trapsferidas fue
cortado en tiras de 2 mm de anchg
en forma paralela al corrimiento, se
bloguearon atemperatura ambients
con PTA-ASE (fosfato 0.01 M, pH7.5,
iriton X-100 al 0.2%, NaCL 015 M,
EGTA 1 mM vy albumina al 4%) en
agitacion suave, lastiras se incuba-
ron con log sueros problemas y
controles alas siguientes diluciones
1:200, 1,000, 10,000, 1,000,000,
usando con PTX-ASB 4% seincuba-
ron toda la noche, en agitacion
suave. Se lavaron por ¢inco ocasio-
nes con solucion de lavado GB
{triton X-100 0.5%. trietanclamina
50mM pH7.4, NaCL 100mM, EDTA
imM pH7 4, SDS 1mM, H, O),
durante 10 minutos por lavado;
posteriormente se agragd PTX-ASB
par 18 minutos, Los anticuerpos
unidos al papel de NC, se marcaron
con proteina A de Staphylococus
aureus (SPA) SPA-1 (60,000 ¢cpm/ml
de PTX), incubdndose por 45
minutos en agitacion suave a
temperatura ambiente, posterior-
mente lastiras ge NC fueron lavadas
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nuevamente con solucién de GB,
finalmente fueron montadas vy
secadas. Las bandas inmunorreac-
tivas se observaron por autorradio-
grafia utilizando peliculas Kodak
XAR5 en cassettes con pantallas
intensificadoras, incubandose por
16 horas a 70° C.

RADIOMARCAJE

El radiomarcaje de SPA con yodo
se hizo por la téenica de cloramina
T,"para la deteccion de antigenos.

REsuLTADOS

Prapiedades inmunoquimicas del
AST. El antigeno obtenido de LI de
T, spiralis alcanzé una concentra-
cien proteica de 2.2 mg/ml, y mostro
ser estable a 4° C.

Elextracto crudo de AST proba-
do con un suero testigo positivo,
M - Una _a.CGIéﬂdBpT-'BCIpHG-
cién por inmunodifusién doble a las
24 horas. Al triturarlo, mediante
dilucicnes progresivas del antigeno
se enconird reaccion inmune hasta
la dilugiénde 1:32 que corresponde
a una concentracién proteica de
0.0682 mg/ml.

Deteccion de anticuerpos anti-T,
spiralis por IFIEn las primeras tres
semanas los sueros fueron nega-
tives, a partir de la cuarta semana
se observd gue los 10 sueros
problemas presentaban afinidad por
la cuticula de la LI y algunos
granulos de fluorescencia en la
cavidad celomica (figura 1, 2). Los
controles fueron negativos durante
las doce semanas de estudio.

Ficura 2

I F.\. se localiza afinidad de a fluorescencia en |a superficie corporal y cutfeula.

Permeabilizacién de larvas. Al
valorar el efecto de la permeabi-
lizacién de las LI, de T. spiralis se
observé afinidad de la flucrescencia
alo largo de la cavidad celémica y
encuticula; enlaslarvas notratadas

con tritén X-100, se observd igual
afinidad (figura 3). Los controles

fueron negativos.

Electroforesis de poliacrilamida,
Western blot y autorradiografia. Del
total de 240 suercs obtenidos
durante el estudio, se analizaron 86
muestras, 76 problemas vy 10
controles, los suergs de los animales
infectados reconocieron varios
componentes antigénicos en el
extracto crudo, cuyo range de peso
molecular fue de 29-97 kDa. La
reaccién resulté especifica a
diferentes diluciones del suero
(1:200, 1:1.000, 1:10,000), la
reactividad predominante fue un
triplete de 50kDa, 47kDa y 45 kDa
en el 100% de los sueras estudia-
dos, otra banda qgue también fue
persistente es la de 68kDa.

Discusion

Elmodelo experimental de triguino-
sis enconegjoes un modelo favorable
de estudio, ya que tode su ciclo de
vida puede llevarse a cabo en un
solo huesped y proporciona infor-
macion sobre los mecanismos que

participan en la induccidn de la

respuesta inmune, este modelo fue

atil para explorar métodos mas

sensibles de diagndstico, los
resultados concuerdan con los
repartados para otros modelos
experimentales.

Nuestros resultados demuestran
gue lgs conejos infectados con L
de T. spiralis producen anticuerpos
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en contra de epitopes gue se
expresan en la superficie del
parasito y en los componentes del
tubointerno(eséfage), gue al expul-
sdar sus secreciones son accesibles
al sistema inmune del huésped,

Los estudios de IFI mostraron
gue el antigeno de superficie se
localizaen lacuticulay enlacavidad
celdémica en forma de puniillec
lineal. La similitud de la respuesta
referente a las LI tratadas y no
tratadas es debido g la digestion de
la L| por 24 horas a 372 C.

Las caracteristicas moleculares
demuestran el reconocimiento de
varias fragciones antigénicas can
rango de 29kDa a 97KDa, siendo la
mas prominente la de 45kDa, todos
los animales infectados reconccen
esta banda, aun con suercs diluidos
1:10,000,

Dispommier describe qgue Igs
esticocitos son de dos tipos, una
contiene granulos alfa y otro beta;
estos han sido purificados y por
medio de monoclonales se definia
aue los esticocitos tienen un peso
molecular de 37 kDa, 48kDa, v 50/
55 kDa.”® En sus mas recientes
observaciones reporta la formacién
deunacélulanodrizalacual secreta
un antigeno de 43 kDa, que parece
corresponder a un antigene inmuno-
dominante.™

Takahashi, por microscopia
electronica, reporta que los sueros
de animales infectados por 7.
spirglis, estan dirigidos contra
antigenos secretorios de los estico-
citos alfa en las celulas anteriores y
beta en células posteriores. 940

Ortega y col. llevaron a cabo un
estudio con anticuerpos monoclona-

Ficura 3

Mmooy oI

WB «e steros positivos anti-triguina a una dilucidn de 11,00 detectandose hasta 7 bandas, con el
predominio del triplete de 50 kDa, 47 kDa y 45 kDa (0, D, E).

les, sobre los antigenos de superfi-
cie de la T, spiralis en diferentes
estadios, encontrando que los
esticocitos son el silio de produc-
cion de los antigencs de super-
ficie_ﬂ)'.H

Cox encontrd qgue los antigenos
maycres de 60-120 kDa correspon-
den a cuticula®y Wright reporta que
estos antigenos de cuticula, son
secretados en los esticocitos alfa.??

Los estudios citados apoyan,
gue el esdfage estd formado por
esticosomas (alfa y beta) y com-
puestos poresticocitos, quesonlas
células gue secretan material
antigénico, el cual es importante en
la respuesta inmune del huésped.

Varios autores han demostrado
gue las moléculas de superficie y
algunos de los componentes de
secrecion-excrecion de la LI del
parasito son inmunodominantes en
todos los modelos experimentales
estudiados in¢luyende al hombre.

CONCLUSIONES

Se observd cue los anticuerpos
antitriguina tienen una afinidad en
cuticula vy cavidad celomica por
técnicas de IFl, se demostro que en
los animales infectadeosconLlide T.
spiralis los anticuerpos encuentran
predominio por los antigenos de 45
kDa, la cual es persistente aun a
dilucicnes del suerc de 1:10,000.
Nuestros resultados concuerdan
conlosreportados por otros autores,
con otros modelos experimentales,

BIBLIOGRAFIA

1. Bachman, W.G. Inmunologia. México;
Limusa, 1989.

2. Bradford, M.M. 1976, "Arapid and sensitive
method for the quantitation of microgram

Investigacion Cientifica, vol. 1; nam.9; febrero de 1995



g

. Ghapa-Ruiz, R,

guantities of protein utilising the principle
of proteindye binding". Anal Biochem.
72:248-254.

_Cox, G.N 1992, "Molecularand Biochemi-

cal Aspects of Nematade Collagens”. J.
Parasitol. 78:1-15.

Salinas Tobdn, M. R..
Martinez, R.\., Cedillo, R., Garcia, €. 1989,
“Diagnasis of Human Trichinosis by
Indirect Enzyme Linked Immunoserbent
Assay'. Rev. lat. Amer. Microbiol
31:136-1349.
Chapa-Ruiz, R., Salinas, T.R., Aguilar, 0.J.,
Martinez, M.R. 1992, “Recognition pf
Trichinella Spiralis Muscle Larvae
Antigens by Sera from Human Infected
with this Parasite and its Potential Use in
Diagnosis”. Rev. Lat. Amer Microbiol,
34:95-99

. Det Rio, A., Herrera, R.M,, Herrera, R

1986, “Triquinosis experimental |:
extraccién de antigenos y procedimientos
para detectar anticuerpos”. Arch. Invest.
Med. 17:359-367.

- Despommier, D.D., Muller, M. 1970, “The

Stichosome of Trichinel/la Spiralis: Its
Structure and Funclion. J. Parasitol
566:76-77

. Despommier, D.D.. Muller, M. 1976. "The

Stichosome and its Secretiongranulesin
the Mature Muscle Larvae of Trichinalia
Spiralis”. J. Parasitol. 62:775-785,
Despommier, D.D.. Laccetl, A.
1981.“Trichinelia Spiralis: Proteinand

Antigens Isolated from a Large-Particle
Fraction Derived from Muscle Larva". Fxp
Parasitol. 51:279-294.

10. Despommier, D.D., Lacceti, A. 1981.
“Trichinella Spiralis: Partial Characteriza-
tion of Antigens Isolated by Immuno-
Affinity Chromatography from the Large-
Particle Fraction of the Muscle Larvae”. J.
Parasitol, 67:332-339.

11. Despommier, 0.0, Symmans, W.F_, Dell,
R. 1891 "Changes in Murse Cell Muclei
During Svnchronaus Infection with
Trichinella Spiralis”. J. Parasitol 77
290-285.

12. Herrera, R., Del Ria. A, Avalos, €. Herrera,
R.M. 1987 “Trichinella Spiralislmmuno-
chemical Characterization of Antigens In
Experimental Infections”. Exp, Parasitol
£3:232-23¢,

13. Labzoffsky, N.A., Baratawidjaja, B.K.,
Kuttunen, E., Lewis, F.N., Kavelman, D.A.,
Marryssey, L.P. 1864 "Immunofluores-
cance as an Aid in the Early Diagnosis of
Trhichinesis", Canad Med. Ass. J
90:920-921,

14, Laemmli, U.K. 1970, "Cleavage of
structural protein dunng the assembply of
the head of bacteriophage T4". Nature
227.680-685.

15, Marier, R.. Jansen, M., Andriofe, V. T.
1978, "A New Method for Measuring
Antibody Using Radiolabeled Protein A in
Solid-Phase Radioimmunoassay"”. J.
Immunol Meth. 28:41-49.

16. Ortega-Plerrs, M.G., Almond, N.W.,

Parkhouse, M.E. 1987, "Applications of
Biochemically Defined Antigens of Trichi-
nella Spiralisin Host Immunity, Protection
and Diagnesis”, W. Parazvtologiczne,
4:420-452,

17. Ortega-Pierrs, M.G., Mackenzie, 0.D.,

Parkhouse, M.E. 1987. “Protection Against
Trichinella SpiralisInduced by aionoglo-
nal  Antibody that Promotes Killing of
Mewbarn Larvae by Granulocytes”. Parasi-
ta Immungl §:275-284.

18, Stites, D.P., Stobos, J.0. Fudenberg. H.H.,

Wells, V. 1994, |nmunelogia basica y
ciinica, 8ted. Mexico, EiManuat Moderno

19, Takahashi, Y., Uno, T, Mizuno, N, Susuki.,

Yagl, J., Araki, T. 1988. "Immuno-
histoghemical Localization of Antigenic
Substances in Trichinella spiralismuscle
larvae, J. Parasitol. 37;435-440,

20. Takahashi, Y., Una, T., Mizuno, N., Susukr,

H., Yagi,J., Araki, T.1989. “Morphological
Study of the Stichocyte Granules of
Trichinella Spiralis Muscle Larvag”. J.
Parasitol. 38:21-29.

21 Towbin, H.T., Stahelin, T., Gordon, J.

1979, "Blectroghoretic Transfer of Proteing
from Polyacylamide Gels to Nitrocelulnse
Sheets: Procedure and Some Applications”.
Proc. Nat! Acad. Sci. USA, 76:4350-4354.

22. Wright, KA., Hong, H. 1988. "Characte-

rization of the Accessory Leyer of the
Guticle of Muscle Larvae of Trichinella
Spiralis”. J. Parasito! 74:440-451,

Deteccitn de Antigenos inmunadominantes de Trichinelia spiralis.., Moarene, Ma. Alejandra; Avalos, Esperanza; Mufioz, Jestis; Herrera, Balas!



