6. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se realizd a cabo de enero del 2004 a Mayo del 2006, en el
Departamento de Biologia Celular y Microbiologia de la Unidad Académica de Biologfa
Experimental de la Universidad Auténoma de Zacatecas, ubicado en Guadalupe
Zacatecas con orientacion de 22°, 45', 429" Latitud Norte y 102°, 30", 637" longitud
Qeste a una altura de 2328 msnm. Apartado Postal 12, Guadalupe, Zac., 98600. Tel. y
Fax (492) 92-1-13-26., y en el Laboratorio de Biologia Celular, del Departamento de
Biologia Celular y Genética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Subdireccion de

Estudios de Postgrado, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

6.1 Diseiio experimental

El modelo experimental que se utilizo fue 80 ratas hembras Long Evans de 30 dias de
edad pos-destete clinicamente sanas con modificacion en la dieta, las cuales se
dividieron en dos grupos: 40 ratas Nutridas (Dieta normal 24 % de Proteina), 40 ratas
desnutridas (Dieta de 12% de proteina) de cada grupo se hicieron 4 subgrupos.

6.2 Metodologia

a) 10 ratas control nutrido y 10) ratas control desnutrido.

b) 10 ratas nutridas y 10) ratas desnuiridas infectadas con T. spiralis.

c) 10 ratas nutridas y 10) ratas desnutridas inmunizadas con el antigeno soluble total
(AST) utilizando ¢l siguiente esquema de inmunizacion (una aplicacion cada
semana por 4 ocasiones), infectados con 200 LI de T. spiralis via oral en la primera
semana posterior a la culminacién del esquema de inmunizacién, sacrificadas a las

6ta semana post -infeccion.
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d) 10 ratas nutridas y 10 ratas dgsnutridas inmunizadas con el inmunégeno de 45 kDa, se
utilizé el siguiente esquéma de inmunizacion (una aplicacién cada semana por 4
ocasiones), infectadas con 200 LI de 7. spiralis via oral, una semana posterior a la
culminacion del esquema de inmunijzacion, se sacrificaron a la 6ta semana post-

infeccion.

El esquema de vacunacion utilizado fue a concentracion de 10 pg de proteina por
cada inmunizacion: a) intramuscular, b) intraperitoneal, ¢) subcutinea y

d) intramuscular.
Parametros evaluados:

1.- Peso corporal y talla (al inicio del experimento y al sacrificio de los animales en
todos los grupos de estudio). '

2.- Toma de muestra sanguinea del seno retroorbital en los siguientes tiempos: a) pre —
infeccion de T. spiralis, b) pre-iratamiento AST e inmunégeno de 45 kDa, c) post-
tratamiento AST e inmunégeno de 45 kDa, d) sacrificio de los grupos de estudio.

3.- Se caracterizo la respuesta inmune (IgG) a T. spiralis por WB en todos los grupos
de estudio.

4.- Se caracterizé el sitio de union Ag-Ab por IF1 con microscopia confocal, en todos los
grupos de estudio a los 45 dias.

5.- Se evaluo el estado nutricional en relacién a albiimina/globulina en todos los grupos
de estudio.

6.- Se evalud en todos los grupos de estudio la carga parasitaria mediante la D/A a los
tratamientos de inmunizacién de AST y con el inmundgeno de 45 kDa.

7.- Se evalué la célula nodriza (por observacion de los cambios en su estructura
morfologica) mediante la técnica de compresion de tejido y tincidn de hematoxilina-

eosina, en todos los grupos de estudio.
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6.3 Técnicas

L- Obtencion del antigeno soluble total (AST) de T. spiralis

Para obtener ¢l AST de T spiralis, ¢l cual se utiliza en las técnicas indirectas, se
inicié con la obtencion sefialada en D/A, posteriormente de la obtencion de la LI, se
sometio a varios lavados de solucion buffer de fosfatos (PBS), se desengrasaron con
acetona absoluta a evaporacion manteniéndose en PBS, a continuacion se procedio a
sonicar usando 50% de eficiencia y dos minutos de pulso, con la finalidad de romper la
cuticula y vaciar el contenido antigénico de las LI, se centrifugd a 3000 rpm 4°C por
1.50 h. El sobrenadante contiene el AST, al cual se le.realizé la determinacion de
proteina (método de azul de Coomassie, G-250 a 610 nm), El extracto total fue utilizado

como AST para inmunizar ratas Long Evans.

I1.- Determinacion de proteina (Método de Bradford)

Se obtuvo una curva estindar utilizando albumina sérica bobina, segin la
metodologia de Bradford, ajustado a la concentracion de proteinas obtenidas a una
densidad optica de 610 nm mediante azul de Coomassie al 0.06 % preparado en HCL al
2.2%. Interpolando el valor de¢ Ja densidad dptica del antigeno, a la de la curva estandar
de albimina, se conoce el valor de la concentracion de proteinas contenidas en el

antigeno AST y para el inmundgeno de 45kDa (Bradford, 1976).

I11.- Elusion del inmundgeno de 45 kDa

Del muasculo infectado con larvas de Trichinella spiralis se obtuvo el AST al cual se

le realizé electroforesis (SDS-PAGE), en geles del 10% de poliacrilamida. La porcion
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del gel que contenia el triplete”caractedstico de 42, 43 y 45 kDa se separéd mediante
elusion, con solucidn de Tris 10mM, a un pH de 8.13, adicionindole inhibidores de
proteasas, posteriormente se centrifugo a 12,100 x gravedades a 4° C durante 30 min. La
proteina que se obtuvo del sobrenadante y se le realizo la determinacién de
concentracion de proteina por el método de Bradford. Posteriormente se filtré mediante
las membranas que permitié ¢l paso del péptido de 45 kDa., el sobrenadante se tomé
para ser analizado por el SDS-EPPA reducido a 10%, en el gel para confirmar la
presencia de este inmundgeno. Posteriormente estas fracciones se utilizaron como

inmunégeno (Chapa et al., 1992).

1V.- Corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida (EGPA)

Para separar el AST e inmundgeno de 45 kDa 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 ef al., 1970, a concentracion de acrilamida al 11%,
la relacién acrilamida — bisacrilamida fue de 1:60 en el gel separador. El tiempo de
corrimiento, fue de 2 h a 100 Volts. El AST y el inmunégeno de 45 kDa se prepararon
por ebullicion durante 5 min. En una solucién reductora, Tris-HCL 1 M, pH = 6.8,
glicerol 20%; éDS al 2%, azul de bromo fenol al 0.5%, EDTA; H20, ditiotreitol 5 mM
y 2 B-mercaptoetano! al 5%. Se utilizaron los siguientes marcadores de peso molecular:
fosforilasa (97 kDa), albiimina sérica bovina (68 kDa), ovalbamina (43 kDa), anhidrasa
carbonica (24 kDa), lisosima (14 kDa); se usé una camara PROTEAN II xi Cell (Bio-
Rad), posterior al corrimiento se tifid uno de los geles con azul de Coomassie, para
posteriormente destefiirse con solucién destifiidora, después con solucién aclaradora, fue
secado el gel en membranas de papel celofan, ¢n ¢l aparato de GELDRYER MODEL
583 of BIO-RAD, los geles no teiiidos se transfirieron a papel de nitrocelulosa (Laemmili
et al., 1970).
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V. - Western Bloot (WB)

El producto obtenido del corrimiento en gel de poliacrilamida se transfiri6 al papel de
nitrocelulosa (NC), El papel con las proteinas transferidas de acuerdo con el método
descrito por Towbin 1979, 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 procedié al revelado con tincion
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 corto en tiras, se procedi6 a cubrirlos con solucion bloqueadora
PBS-leche descremada en polvo al 3% y azida de sodio. al 0.15% manteniéndose a 4°C,
con agitacion continua durante 12 hrs. Se lavé 3 veces con PBS el papel (cada una por
10 min.). Posterior a esto se continud con la incubacion del (primer Ab) suero de rata
diluido 1:100 con PBS- leche en polvo al 3% incubado 90 min a temperatura ambiente
con agitacion constante. Se lavo por dos ocastones durante 13 min. Con PBS-Tween 20,
al 0.3% y tres veces con PBS por un lapso de 10 min. Se incubd un (segundo Ab) anti-
IgG de rata marcada con peroxidasa dilucidén 1:1000 asi como PBS-leche en polvo al 3%
durante 90 min a temperatura ambiente con agitacion constante. Después fueron lavados
2 veces durante 10 min. Con PBS Tween 20 al 0.3% y 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 10 pl de perdxido de hidrégeno al 30% manteniendo a 4°C,
posteriormente se lavé cada tira por tres ocasiones en agua destilada, dejandose secar al

ambiente (Tobwin et al., 1979).
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VI.- Inmunofluoresencia Indirecta (IFI)

Las LI se obtuvieron del masculo infectado de rata con 7. spiralis, se tomaron 20 pL
de LI y se lavaron por tres periodos con PBS durante 5 min en agitacion magnética, se
incubaron con 20 pL del primer Ab durante 45 min con PBS se lavaron con PBS en 3
ocasiones por 5 min en agitacion magneética, se extrajo el liquido con precaucion para
evitar absorber las LI, se le agregd 200 pl del conjugado monovalente anti-
gamafluoresceinada (IgG dilucion 1: 1000), se incubé por 45 min a 37°C, se extrajo la
fase liquida, se realizé 3 lavados con PBS en agitacién magnética por 5 min cada uno, se
montaron laminillas con las LI cubriéndolas con cubre objetos y se sell6 con resina, se
observaron al microscopio confocal (Labzoffsky et al., 1964; Garcia et al ., 1997,
2001).

VIL- Albumina/Globulina
Esta técnica se realizé siguiendo el Manual de quimica sanguinea veterinaria (con el
aparato QUIK LAB. REACTIVOS). Para poder determinar la relacion albimina
/globulina se necesito la determinacion de proteinas totales. Determinando la cantidad de

cada grupo se obtiene la relacién antigeno-anticuerpo (Ag-Ab).

Meétodo de Biuret. El principio es en solucion alcalina, las proteinas forman con los

iones de cobre un complejo coloreado, siendo positiva al presentar un color azul. Se
utilizé suero como muestra. Se utilizé reactivo de Biuret, un agente tensioactivo, se
utilizé un patrén de albimina bovina, fraccion V, 6 g/dl., fotdmetro a una temperatura de

20 a 25°C, como se describe a continuacion:
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Paso 1.- Preparar las siguientes soluciones:

Muestras | Blanco Estandar Muestra
Soluciones
Solucién 1 1000 pl 1000 pL. 1000 pL
Solucion estandar - 20 uL .
Suero problema - - 20uL

Paso 2.- Incubar a temperatura ambiente por 20 min.

Paso 3.- Leer entre 20 y 60 min. (los resultados se expresan en g/dl)

ALBUMINA

Método BCG: Se basa en el principio de la albimina que es una solucién tamponada la

cual reacciona en presencia del reactivo Verde de Bromocresol (BCG), a través de una

reaccion de enlace con el colorante. Se utilizé una muestra de suero al cual se le afiadi

el reactivo BCG. (Patrén albimina bovina V,5 g/dl), se incub6 a temperatura ambiente

por 1 min., enseguida se ley6 en un fotémetro a una temperatura de 25°C (Nota: el

tiempo de lectura no debe de exceder 10 min). Las soluciones de lectura se prepararon

como se describe a continuacion y los resultados se expresan en g/dl.

Muestras Blanco Estandar Muestra
Soluciones
Reactivo BCG 1500 pL 1500 pL 1500 uL
Soluciodn estandar e 10 uL S
Suero problema = -— 10pL
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VIIL.- Técnica de digestion artificial (D/A)

El proceso se realizé a 37°C por 24 h segiin el método descrito por Del Rio e al.,
1986, donde se coloco 30 g de tejido infectado triturado en un tamiz de tul en forma de
saco; suspendido en una solucién de 0.03% de pepsina (10,000 U), HCI al 37 % (0.2M)
en 1.0 L de égua destilada, se coloc6 en un embudo de separacion., trascurridas 24 h se
procedi6 a separar las LI que se depositaron en el fondo del embudo de separacion, se
realizo tres lavados de PBS, para evitar su desnaturalizacion de LI, por Gltimo se midi6

la cantidad de LI presentes y se observaron al microscopio.

IX.- Técnica de compresion

Una vez cumplido el tiempo de la reproduccion del ciclo vital de 7' spiralis en las
ratas, se procedié como se describe a continuacion para obtener las muestras de tejido y

aplicar la técnica de compresion:

Paso 1.- Se sacrifico la rata.

Paso 2.- Se tomd 0.5g de tejido de diafragma, masetero, lengua e intercostales

Paso 3.- Cada muestra se compacto a presion en dos portaobjetos de vidrio.

Paso 4.- Se observé al microscopio Optico y se busco la presencia de la LI en los

tratamientos correspondientes, con el objetivo de 10X.

X.- Tincion con hematoxilina—eosina

Esta técnica se realizé siguiendo el Manual del Instituto de Patologia de las Fuerzas
Armadas de los Estados Unidos de Norteamérica 57, de acuerdo a los siguientes pasos:

Paso 1.- Fase de fijacion del tejido en formol al 10% para cortes histolégicos, con el fin
de determinar las caracteristicas morfolégicas mediante la tincion de H/E.
Paso 2.- Los tejidos se deshidrataron con:
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1.- Formol al 10% por 12 .

2.- Alcohol etilico al 80 % por 1h.

3.- Alcohol etilico al 96 % por 1h.

4.- Realizar tres cambios cada uno de 30 min. en alcohol etilico absoluto

5.- Realizar tres cambios alcohol etilico absoluto por 1.5 h cada uno.
6.- Realizar dos cambios con xileno por 1.5 h.

Paso 3.- Procesar en parafina empleando el aparato de procesador (Lipshaw Automatic
Tissue Processor) de acuerdo a las siguientes etapas, las cuales se describen a
continuacion:

1.- Colocar en parafina a 60°C y realizar dos cambios de 1.5 h.

2.- Colocar los tejidos en moldes ciibicos hasta que se enfriaron.

3.- Dejar reposar 24 h.

4.- Colocar los cubos de parafina en una cama de hielo para efectuar los cortes.

5.- Realizar cortes con un grosor de 4p en el Micrétomo modelo 820 Rotary,
American Optical.

6.- Posteriormente se colocaron en un portaobjetos, cubierto con un gel a base
de clara de huevo y glicerol con diluciones de 1:1 con 0.01 g de tibol como
conservador.

7.- Los cortes asi tratados se colocaron en placa caliente para fundir la parafina
y continuar con la tincién de H/E.

8.- El procedimiento de tincién se llevé acabo en un tren de tincién, los porta

- objetos se colocaron en una canastilla que se introdujo en las siguientes
soluciones:

a) xileno 5 min.
b) alcohol etilico absoluto 3 min.
¢) alcohol etilico al 96% 3 min.
d) alcohol etilico al 96% 3 min.
e) enjuagar con agua destilada (de manera rapida).
f) tefiir con hematoxilina de Harris por 10 seg.
g) enjuagar con agua potable.
h) alcohol 4cido al 1% (de manera rapida).
g) enjuagar con agua potable.
i) pasar por solucion saturada de carbonato de litio 2 min.
J) enjuagar con agua potable;
k) tefiir con eosina (por 10 segundos).
1) enjuagar con agua potable (dos cambios).
m) pasar por alcohol etilico del 96% 3 cambios.
n) en alcohol etilico absoluto 3 cambios.
i) pasar por xileno (todos los cambios anteriores fueron de 1 min).
0) se montaron con resina sintética Sigma y se cubrieron con un cubre
objetos para la observacin al microscopio éptico al 10, 20 y 40X (Armed
Forces Institute, 1957).
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6.4 Disefio de Tratamientos
Completamente al azar.
6.5 Diseiio Experimental

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, el cual es representado por

el siguiente modelo general:

Yij=p + Ai + Bj +eijK

Donde Yijk = porcentaje de reactores. p = es la medida comin en todas las unidades
experimentales antes de aplicar las inmunizaciones. ai = es el i-€simo nivel de
inmunégenos (con y sin inmunizar). Bj = es el j-ésimo diagnostico. af= es la
interaccion del i-€simo nivel de a y j-éSimo nivel de B. eijk = es el error experimental
(Steel y Torrie, 1998).

6.6 Analisis estadisticos

El procesamiento estadistico de los resultados obtenidos fueron sometidos a un
analisis de varianza (p<0.01) empleando el sistema de andlisis estadistico (SAS, 1998),

y analizando los resultados obtenidos en el programa Excel para Windows 2006.



7. RESULTADOS

En las Tablas Il y IV se muestran los resultados del analisis de vanianza (ANOVA)
para efecto de la relacion de peso y talla, significativa (F=158.64, P < 0.01) en el grupo
de animales nutridos y desnutridos. En el amsmo se observa que fue altamente
significativo de (P < 0.01) a través del periodo de estudio. Los resuitados obtenidos se
muestran en ia figura 2, donde la comparacion relativa de 1a talia en rata desnutridas con

relacién a la nutrida se observa diferencia, asi en la figura 3 se muestra la comparacion
entre los pesos final obtenidos en ratas nutridas, desnutridas, infectadas e inmunizadas,

siendo menor el peso de las ratas DN que en las Nut, de forma similar eso ocurre en la

figura 4 donde la talla de las ratas DN es menor comparadas con las Nut.

Desnutrida

- Nutrida
oo .. S ut
& (Nut)
€ 0.5 10 15 20 25 30 35 40 45
1 cm

Figura 2 Comparacién de talla entre rata desnutridas y nutrida, las cuales
estuvieron en tratamiento durante 57 dias, la diferencia en talla es
notoria, en donde la rata desnunida alcanzd una talla maxima de 33
cm, v la rata nutnida alcanzé una talla mixima de 45 em
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Peso (g)

Tratamientos

Figara 3 Comparacion enire los pesos finales obtenidos en rmatas nutridas,
desnutridas, infectadas e inmunizadas.

Talla (cm)

Trabandacik

Figura 4 Comparacién entre las tallas finales obtenidas en ratas nutndas,
desnuindas. infectadas e nmunizadas.
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'I;abla mI

Resultados del Anilisis de varianza del peso de ratas nutridas, desnutridas, infectadas e

inmunizadas

Peso
ANALISIS DE VARIANZA

valores
12345678

Tratamientos Niveles
T 8
R 10

realizada
usada

Numero de observacidn
Nimero de observacion

12345678910

Peso
ANOVA Procedimiento

variable: vl

Suma de

Tratamiento GL cuadrados cuadrade Medio F caleculada Pr > F
Modelo 7 2314.250000 330.607143 158.64 <. 0001
Error 72 150.050000 2.084028
Total 79 2464 .300000

R-cuadrada Coeff var Root MSE Y1l Media

0.939110 7.328001 1.443616 19.70000
Tratamiento GL Anova S5 Cuadrade medio F calculada Pr > F
T 7 2314.250000 330.607143 158.64 <.0001

Pesa
ANOVA Procedimiento
variable: v10
Suma de X

Tratmiento GL cuadrados cvadrado Medio F calculada Pr > F
Modelo 7 108.8968750 15.5566964 31.35 <, 0001
Error 72 35.7250000 0.4961806
Total 79 144.6218750

R-cuadrada coeff var ROOT MSE Y10 Media

0.752977 1.844887 0.704401 318.18125
Tratamiento GL Anova S5 Cuadrado Medic F value Pr > F
T 7 108.8968750 15.5566964 31.35 «<.0001
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Tabla IV
Resultados del ApAlisis de varianza de [a talla en ratas nutridas, desnutridas, infectadas e

inmunizadas

Talla
ANALISIS DE VARIANZA

Tratamientos Nivelas valores
T 8 12345678
R 10 12345678910
Numero de observacién realizadas &0
Numero de observacidn usadas 80
Talla

ANOVA Procedimiento

variable: vl

Suma de

Tratamiento GL Cuadrados cuadrado Medio F calculada Pr » F
Modelo 7 32925.35000 4703.62143 75.21 <.0001
Error 72 4502 . 60000 62.53611
Total 79 37427 .95000

R-cuadrada coeff var ROOt MSE ¥l Media

0.879700 12.45841 7.907978 63.47500
Tratmiento GL Anova S5 cvadrado medio F Calculada Pr > F
T 7 32925.35000 4703.62143 75.21 <, 0001

Talla

ANOVA Procedimiento

variable: Y10

Tratamiento GL Cuadrados cuadrado Medio F calculada Pr > F
modelo 7 76185.88750 10883.69821 44 .34 <. 0001
Error 72 17675.10000 245.48750
Total 79 93860.98750

R-cuadrada Coeff var ROOT MSE Y10 Media

0.81168% 6.528Q10 15.66804 240.0125
Tratamiento GL Anova sS cuadrado madio F Caleculada Pr > F
T 7 76185.88750 10883.69821 44 .34 <, 0001
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Con la utilizacién de la técnica de albumina/globulina se cbtuvieron los siguientes
resuhtados los que se muestran en la figura 5. Las ratas con el tratamiento de nutridos
control sano (NCS) obtuvieron la menor concentracién de PT, Alb y GL., que fue de
7.3g/dl, 2.86 g/d]l y 4.19 p/d}! respectivamente, en todos los grupos de estudio. Mientras
que para las ratas nutridas infectadas (NI) fueron las que obtavieron la mayor cantidad
de PT y de GL gue fue de 9.54 g/dl y 6.18 g/dl respectivamente, en la Alb fue de 3.35
g/dl. En las ratas nutridas tratadas con AST e infectadas (NASTI) obtuvieron 8.43 g/d]
de PT, 3.33 g/dl de Alb y 5.1 g/dil de GL. En las ratas nutndas tratadas con el
inmundgeno de 45 kDa e infeetadas (N451), obtuvieron 8.12 g/dl de PT, de Alb 349
g/dl y 4.66 g/dl de GL. Por lo que se observa que los CNS obtuvieron menor cantidad de
PT, Alby GL
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Tratamientos

—a— PT. Prom —»— Alb. Prom —a— GL. Prom

Figura § Promedio de proteinas totales (PT), albimmma (Alb) y
globulina (GL) en ratas nutridas, inmunizadas e infectadas.

Tabla ¥V
Resultados de la albumina/glebalina en ratas putridas
Tratantiento Protetna total ABwmming Globualins
MNat 703 286 4.19
NI 954 335 618
NAST1 843 333 5.1
N45T BI2 349 4.66




La figura 6 arroja los siguientes resultados. Las ratas desnutrida control sano (DNCS)
obtuviercn la menor concentracion de PT, y de GL., que fue de 5.39 g/dl, y 2.37 g/dl
respectivamente y en la Alb fue de 3.04 g/dl, mientras que para las DNI obtuvieron PT
de 6.46 g/di, 1a Alb de 291 y de GL. fue 4.5 g/dl concentracién mas aita. En las
DNASTI obtuvieron 6.39 g/dl de PT, 323 g /di de Alb y 3. 15 g/dl de GL. En las ratas
DNA4SI, obtuvieron 4.67 g/dt de PT, de Alb 3.26 g/d1y 3.89 g/dl de GL.
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Figura 6 Promedio de ias proteinas (PT), albimma (Alb), globulma (GL)
ratas desnutridas, inmunizadas e infeciadas.

Tabla VI
Resultados de la albiimina/globulina en ratas desnutridas
Tratamients P’:::]"‘ ARxipnina Globatina
P . pramedio promedio
DN 539 3.04 237
DNI1 6.46 251 43
DNASTI 639 33 315
DNaST 667 326 389




Al utilizar la técnica de compresion de tejidos, se observo los siguientes resultados:

no se observa la L1 de T. spiralis en los grupos controles Nut y DN sin infeccion.

Figura 7 Muestra de tejido infectado de rata nutrida, en la cual se aplicod la
técnica de compresidn, en la figura A se observa la presencia de la
larva infectante en masetero (flecha), Ia imagen B muestra a mayor
aumento las caracteristicas morfologicas propias de la larva
infectante {(flecha) y de la célula nodriza (entre corchetes).

Figura 8 Muestra de tejyido infectado de rata desnutnda, en la cual se aplico 1a
técnica de compresion, en la figura A se observa la presencia de Ia
larva infectante en masetero (flecha), la imagen B muestra a mayor
aumento las caracteristicas morfologicas propias de la larva
infectante.
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Figura 9 Tejido de rata nutrida inmunizada con AST e infectadas; en A se
observa la presencia  de  larvas infectantes modificadas en su
morfologia de la célula nodriza, mientras que en B se observa a
T. spiralis sin célula nodriza pierde su morfologia caracteristica en
espiral.
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Figura 10 Tejido de rata desnutrida inmunizada con AST e infectadas; en A y B se
observa ia presencia de larvas de T. spiralis infectantes modificadas
en su morfologia de la célula nodniza,
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Los resultados obtenidos con 13 téenica de D/A, en los diferentes tratamientos, de las
ratas Nut, y ratas DN, inmunizadas & mfectadas, mostrd 1a cantidad de L1 que estuvieron
presentes en 30 g de masculo estriado.

En fa figura 13 se observan los resultados obtenidos de D/A de 30 g de tejido
muscular de ratas Nut y DN, ambas infectadas e inmunizadas; os grupos controles de
ratas Nut y DN sin infeccidn no presentaron LI, y en los grupos de ratas Nut infectadas,
se recolectaron 200 pl de LI, de igual forma del grupo de ratas DN infectadas se
recolectaron 400 pL de L1 Al ser utilizado el tratamiento de Nut inmunizadas con AST
e infectadas, se recolectaron 10 pL de LI, mientras que en las ratas DN se recuperaron
100 pL de LI Asi también para el tratamiento de ratas Nut inmunizadas con
inmundgeno de 45 kDa mas infeccion de T, spiralis, no presentd paquete de LI, mientras
que en las ratas DN se recuperaron 10 pl de LI  Estos resultados muestran claramente
et efecto protector det inmundgeno de 45 kDa sobre ratas tanto Nut como DN infectadas

con T. spiraiis.
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Figura 13 Comparacion del efecto protector del AST y del inmundgeno de
45 kDa en ratas Nut y DN ambas infectadas ¢ inmunizadas.
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Con la realizacion de la técnica de D/A se demostrd diferencia en la morfologia que
presentaron las L1, dependiendé del tratamiento ufilizado.

Figura 14 Se observa mediante la técnica de DV/A en tejido de
ratas tratadas con Nut e mfectadas, a las LI con su
estructura morfologica propia de la 7. spiralis,
observados a 400X,

Figura 15 Con la técnica de D/A se observé en tejido de ratas
tratadas con DN mfectados, el inicio de Ja pérdida en
espiral propia de la Li. observados a2 400X



Figura 16 A y B con a técnica de D/A en el tratamiento de Nut inmunizados con
AST e infeccion, muestra perdida de la forma en espiral la LI e mnicia
sahida de material de la LL

Figura 17A ¥ B con técnica de D/A de tejido de las ratas tratadas con DN
inmunuizadas con AST e mfectadas, se observo el micio de la pérdida
de su forma camcteristicas en espiral de las T spiralis



Figura 18 A y B En la D/A del tratamiento nutrido e mmunizado con inmunégeno
de 45 kDa e infeccion, no se observo presencia de la LI de T. spiralis, solo
se encontro fragmentos de ella.

Figara 19 Ay B Al utilizar la técnica de D/A en los tejidos de ratas tratadas con DN e
inmunizacion con inmundgeno de 45 kDa e infeccion, se observé ausencia
de la morfologia caracteristica de las LI, encontrando a las LI de T. spiralis
deshidratadas
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Para determinar la presencia de Ab anti- T. spiralis se realizé las técnicas de WB ¢

IFl.

En la tabla VII, se presentan los resultados obtenidos con la técnica del WB
utilizando una difucion de 1:1000. En los resultados se observa que los sueros de los
grupos de animales Nut y DN sin infeccién presentan una respuesta negativa, mientras
en sueros de los grupos de Nut y DN infectados los resultados fueron positivos tanto en
los tratamientos post-inmunizacién como al sacrificio. Asi mismo, en los grupos tratados
con inmunizacidn de AST, presentaron Ab tanto post- inmunizacién como al sacrificio.
Para los grupos inmunizados con el inmundgeno de 45 kDa, solamente 4 animales
presentaron €l bandeo del triplete caracteristico para T. spiralis post-inmunizados,
mientras que al sacrificio en todo el grupo de ratas se detect6 el bandeo caracteristico

AD anti —-T. spiralis.

Tabla VII
Resultados del WB

Tratamientos Post-inmupizacidn Sacrificio

Nut Control negativo - -

DN Contral negativo - -

Nut Infeccidén positivo + +

DN Infeccidn positivo + +
+ +

Nut + AST Infeccién + +

DN + AST Infeccién + +

+(n=4) *

Nut + 45kDa Infeccidn
(43, 45, 48 kDa)

DN + 45kDa Infeccion - +
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Rata irmunizador ¢ infeotados con F. smtrales
al sacrificio Suero de vatas Mul inmimiZedas
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Figura 20 En el WB de muestra de suero de ratas Nut ¢ mmumzadas con AST se
observan las bandas caracteristicas de T. spirafis, de igual forma en el
WB con muestra de suero de rata inmunizados e infectades con
T. spiralis al sacnficio se observa el bandeo caracteristico para
T spiralis.

Suerc de ratas inmunizadas con 45 kDa Suery de ratas inmunizadas con 43 kDa
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Figura 21 En el WB de muestra de suero de rata Nut e inmunizadas con 45kDa
solo se observan las bandas caracteristicas del triplete 42, 45 y 48 kDa
de 7. spiralis en cuatro mupestras, de igual forma en el WB con muesira
de suero de rata inmumzados e mfectados con 7. sprrafis al sacrificio se
observa el bandeo caracteristico para T. spiralis.
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Con la tecnica de IF1 por microscopia confocal, con dilucrones de 1. 100 en sueros de

ratas con diterentes tratamientos, Nut, DN, inmunizadas e mteccion, se obtuvieron los

resultados mostrados en las figuras 22 y 23.

Figura 22 Inmunofiuorescencia de ratas nutnidas y desnutridas empleando la técnica IFL
En la técnica de IF1 de los sueros de ratas Nut (A) y DN sin infeccidn (B), se
observe resultados negativos, no presentando fluorescencia (A y B),
solamente presentaron inmunofluorescencia inespecifica propia del parésito.
En ia imagen correspondiente a los sueros de animales Nut infectados
fueron positivos {C) haciéndose evidente el reconocimiento Ag-Ab (anti
12G), expresado mediante Ia intensa fluorescencia en la superficie (cuticula)
de 1a larva de T. spiralis. En la muesitra de sueros de animales DN
infectados (ID) mostraron una reaccién positiva y de manera similar ge
observé reconocimiento Ag-Ab, expresado por 13 fluorescencia en la
superficie (cuticula) de la larva de T spiralis (10X)

Figura 23 Inmunofluorescencia de ratas nutridas y desnutridas e inmunizadas.
Empleando 1a técnica de IF], en la imagen A se observa la reaccion
de los sueros de satas Nuot inmunizados con AST mas
infeccion, en la cual es evidente 1a presencia de Ab, expresado por Ia
fluorescencia en la superficie de LI y en interior de ella (cavidad
celéomica); en la imagen B correspondiente a los sueros de animales
DN mmunizados con AST mas infeccién se observaron los
esticocitos de la L1 y la presencia de Ab; en la imagen C
commespondiente a  sueros de mtas Nut inmumzadas con el
inmunogeno de 45 kDa mas mfeccion se observo el reconocimiento
Ag-Ab, haciéndose presente la fluorescencia en ia superficie de la L1
En compamcion c¢con sueros de animales DN inmunizados con
mmundgeno de 45 kDa mas infecaon (D) se detecic union Ab
antt T tpiralic a trivés de 1a fluorescencia tenue (10X). i



Con el propositn de observar y evaluar la implantacion de las L1 en tejido muscular
de rata se empled la técnica de hematoxilina-cosina, en las imagenes observadas al
miICroscopio  Optico es evidenie 1a presencia de polimorfonucieares (pn) como se
observa en las figuras 24, 25, 26, 27 y 29, excepto en la figura 28 1a cual corresponde a
muestra de tejido de ratas Nut inmunizadas con inmuadgeno de 45 kDa e infeccion. Los
resuliados obtenidos se observan en la figura y 28. Tambiée €3 evidente en todas las
imagenes la presencia de la LI dentro de su célula nodriza

Figura 24 Corte transversal correspondiente a muestras de tejtdo muscular de ratas
Nut e infectadas las cuales se tifieron con la técnica de hematoxalma y
eosina, en las cuales se observé la presencia de polimorfonucleares (pn)
y al sitio de implantacion de fa L1 y su célula nodniza como se observa
tanto en la imagen A , By C. La imagen D corresponde al recuadro
marcado en €, en donde se observa un acercamiento de la

caractoristica de implantacién de s 7. spirnlis.
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Figura 25 Corte transversal correspondiente a muestras de tejido muscular de
ratas DN ¢ infectadas las cuales se tifieron con la técnica de
hematoxilina y eosina, en ias cuales se observé la presencia de
polimorfonucleares (pn) rodeando a la célula nodriza en el sitio de
implantacién de la LI de T. spiralis (A), en las imagenes B y C se
observa la presencia de abundantes polimorfonucieares (pn).

Figura 26 Corte transversal de musculo estriado de ratas Nut inmunizadas con
AST e infeccion, en las cuales se¢ observd la presencia de
polimorfonucleares (pn) en el sitio de implantacion de la L1, también
se observo pérdida de la anatomia morfolégica de la célula nodniza
(recuadro en imagen B) por otra parte también se vio alterada ha
implantacion de L1 En las imagenes B, C y D es muy evidente 1a
pérdida de la LI de 7. spimalis. En la imagen C es muv evidente la
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Figura 27 En tejido muscular de ratas DN inmunizadas con AST e infeccion, se
observd 1a pérdida total de la anatomia morfologia e implantacién de LI,
la célula nodriza se observd con meodificaciones y el tejido adyacente
perdid su morfologia, en B se muestra la imagen ampliada del recuadro
en A,

Figura 28 En tejido muscular de ratas Nut
inmunizadas con inmunoégeno de
45 kDa e infeccion, presenta
pérdida total de 1a LL el tejido
muscular se ve afectado.
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Figura 29 En tejido muscular de ratas DN inmunizadas con inmunoégeno de 45 kDa
e infeccion, se observd la pérdida de la morfologia de la implantacion de
LL asi mismo se observ( la célula nodriza con modificaciéon importantes,
en B es evidente la presencia de polimorfonucleares (pn) mfiltrados en la
regidn que corresponderia a fa célula nodriza.
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