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RESUMEN

Las tecnicas inmunocitogquimicas aplicadzs a cortes histoldgicos y
montajes totales de larvas de parasitos digeneos han ﬁermitidn
detectar la presencia y loczlizacion de glutamato y  neuropeptidos
aislados de vertehrados e invertebrados. En Trichobilharzia
ocellata se observd inmunoreactividad (IR) en: 1) En el sistema
nervigso de la miracidia con antisueros dirigidos a Glutamato,
Catch relzxing peptide (CARP), FMRFamidz, APGWamida, Péptido a de
las celulas caudodorsales {(o—CDCP}, Arg—Vasopresing,
Arg-VYasotocina, Oxitocina, Dinorfina, y Hormona a estimulante de
los melanpcitos (—MSH). En las células germinzles se detectd IR a
Met-encefalina. 2} En el esporocisto madre se observd IR en las
celylas germinales con un antisuero contra Met—encefalina. 3) En la
cercaria se encontrd IR en el sistema nervioso con antisueros en
contrz de Glutamato, CARP, FMRFamida, Peéptido cardiaca pequefio
(5CPB), Arg-Vasopresina, Arg—VYasotocina, PrDlactina-y Substancia P.
Algunas neurosubstancias fueron localizadas en celulas no
neuronales en esta especie de cercaria: FMRFamida en las glandulas
de escape; APGWamida en celulas flamigeras; y Met—encefalina en
cé&lulas indiferenciadas precursoras de musculo, y en algunas
células de 1los conglomerados germinales.

En la cercaria de Schistosoma monsoni se encontrd IR en el sistema
nervioso con antisueras dirigidos en conktra de Blutamato; CARP,
FMRFamida, &~CDCP, y colecistocinina (CCK). También fueron

encontradas neurosubstancias en celulas no neuronales: FMRFamida en



las glandulas de escape; Somatostatina en células subtegqueentales;
y Met-encefalina ern c2lulas indiferenciadas de 1la cercaria en
desarrolla y de las cangloaeradas geralnales.

En Diplostcwum spathaceum se detectd IR en el sistema nervioso de:
1} La cercaria can antisueros en contra de CARP, FMRFamida, o—CDCP,
Arg-Vasopresina, y Substancia P. IR & Met-encefalina se cbservd en
l2 misma localizacién que en las dos especies de cercarias
anteriares. 2)'En la metacercaria IR en el sistema nervicso fue
detectada con Glutamato, CARP, FMRFamida, APGWamida, SCPm, o-CDCP,
Harmona de las c&lulas caudodorsales [ (CDCH-1), Arg-Vasopresina,
Arg-Vasotocina, y Substancia P. En esta Ultima etapa larval es
naotoria la inervacidn peptidérgica del organo adhesivp-absortivao.
Los resultados son discutidaos con relacidédn a3 las posibies funcianes
intrinsecas, y en relacidn a interacciones huésped-parasito.

A diferencia de los parasitos digeneos de 1a familia
schistosomatidae, el suero de L. stagralis ijpfectado con D.
spathaceum no afecta la accidn de la calfluxina sobre las
mitocondrias de células de la glandula del albumen, lo gque puede
indicar que el parasito no ocasiond la liberacidn de esquistosaomina

del sistema nervioso ceﬁtral de su huesped intermediario.



INTRODUCCION

Los tr=matodos digeneos poseern los ciclos de vida mas complejos
entre todos los miembros del reino animal. Muchas Enfermedgdea d=
considsrable importancia médica y eccndmica son causadas durante
las etapas parasiticas de estos organismos, ejemplos son: La
esquistosomiasis, que afecta alrededor de 200 millones de personas
en paises de regiones tropicales ¢ y, la diplostomiasis, que
afecta a una amplia variedad de especies de peces 2,3.

Estos parasitos pertenscen al filo platelmintes, que san

1]

filogenedicameris 1os primeras organismos con centraliracion  del

sistema nervicso. En gusencia de glandulas endocrina Yy &2  un

ut

sistema circula2isrio adecuzda, el —omponente reurosacreioria
iva muy iaportanis en
esta  gripe de crganismps. Exister sarios datos gque  ==i e
csuguisren: 1) Frazcicnes neurssecrctporias estiselan la sintesiz  de
ARM y la miteosis; 27 B2 ha ohzervads material neurosecretoris
reisziorzds = organ=ios semscrizles y enoterminaciones nerviosas de
Lunignes nedronusculares; I} Farece fener un papel en lz regulacion
ce la maduracicn en las etapas larvales, y en la capacidad de
regeneracicn en planariasy 4) 8e ha cbsarvado que hay activacion
del raterizl neurosecretorio dararte el cambiao de b ascpad
c4-0,40.129,020,. bLa identificacidn de substancias regulatorias
erdogenas en gusanas planos, principalments en trematodos digenecs,
puede dzar iaformzcidn interesznte acerca de eszratzgias

adaptativas, y desde el punto de vists medico y econdmico.



les estudios dirigidos & identificar 1z naturaleza de las
neurosubstancias de platelmintaos han detectado la presencia de
acetilcolina y aminas biagénicas en muchas especies de gusanos
plarnos, y del aminodcido glutamato en una especie de cestodos
1o-17). Estudios similares, con técnicas de insunocitoguiaica han
mostrado la localizacidn en el siséema nervioso de cerca de 30
neurgpéptidas de vertebrados «e.4e9,210. 5Sin embargoe, el pagel
fisioldgico y la estructurza aolecular - actusleente sola el
neuropeptide F ha sida aislado y completamente sequenciada «@w -
de estos mneurcpeptidos permanece descanocida. Estudios con
anticuerpos dirigidos en contra de neurcpeptidas de especies aés
relacionadas filogenéticamente podri{an ayudar en la identificacidan
de elementos regulatorios de platelmintos. A la fecha, solo tres
neuropeptidos aislados de invertebrados han sida reportados en este
filo, FMRFamida y Péptido cardiico pequeiio B (SCPe} en las tres
clases de platelmintos, y SAlMFamida en turbelarinos y cestados
21-29).

Estudios inmunocitoqu{micos han demostrado también la presenciaz de
neuropeptidos en células no neuronales de platelmintos: Peptido
intestinal vascactivo, sumgtostatina y gprolactina en celulas
tegumentales, y substancia P. polipeptido YY, y FMRFamida en
c2lulas de la prostata as-e7.ce.41m;. Estas substancias semejantes
g neurupeptidos en localizacidn extraneuronal, especialmente en
c&lulas tegumentales y en células flamigeras, podrian ser
secretadas dentro del huésped y jugar algun papel en las
interaccigres hu¢sped-paréasito. De hecho, se ha demostrado que

algunas larvas del cicla de vida de platelmintaos producen vy



secretan material con caracteristicas similares a las
neurosubstancias de vertebrados: Las etapas plerocercoides de
cestodas secretan una substancia homalogea 2 la hormona de
crecimiento de mami feros :z4). Esta tiene un pese w®olecular
similar y muestra inmunoreactividad & cuatrg anticuerpos
monoclonales especificos para cuatro diferentes determinantes
antigénicos de la hormonz de crecimiento humzna 2% . Se puede unir
a receptores de la hormana de crecimiento de aaml feros y wmostrar
efectas sabre el crecimiento del huésped y el sistema immune
simulando 2 la hormana producida por el huésped <2s,27).

Logs trematados digeneos utilizan caractoles de agua dulce como una
de sus huéspedes irntermediarias, alrededor de 1z semanz ]
postinfeccidn causan en é&stos una drastic: reduccidon & una
irhibicién total de 1z fecundidad (castracidn parasitica} y, cuando
san infectadas en etapas juveniles, una estimulzcion del
crecimiento carporkl (crecimiento gigante} <2e:. Estos efectos
parecen ser causados por el neurppéptido esquistosomina, derivado
del caracol @, el cual antagoniza los efectos de las hormonas
qonadatropicas del caracol sochre los adrganas del aparato
repraductor femenino @o-sa, Un factor producido por la cercaria
parece ser el respansable de la liberacidn de esquistosomina por el
sistema nervioso central (SNC) del caracol @9, sin embargo, la
naturaleza de este factor es desconocida. Neuropeptidos,
amino4cidos, esteraides, entre otros, son posibles candidatos.

Lla esquistosomina, causante de 1la ‘castracién parasi tica en
caracoles infectados, ha sido aislada y caracterizada recientemente

de el cerebrp del caracol L. stagralis, resultanda ser una proteina



de 79 aminoicidos con un peso molecular de B780 daltons (34). Fue
primeramente detectada en la heaglinfa de Laﬂﬂﬂfa 5!85&&1?5
infectado con Trichobilkarzia ocellate, posterigrmente ha sido
detectada en la hemolinfa de caracoles infectados con trematodas de
la misma familia schistosomatidae. Sin embargo, no se conoce si  la
presencia de esta molécula es un fendmeno general en caracoles
infectados con trematodos digeneos. El efecta inhibitorio de
esquistosomina sobre una de las hormonas gomadatropicas femeninas,
13 calfluxina (CaFl), puede ser dempostrado por una YtEcnics
ultracitoquimica empleandc antimoniato de patasio. para demaostrae
dépasitos de calcio. La CaFl estimula la entrada de calcio en la
mitocondria de la glandula del albumen, uma de las glandulz
saxuales femeninas de caracoles («e;. El porcentaje de mitocondrias
can dépasitos de calcio puede ser tomado comc una medida del efecto
estimulante de la CaFl. la esquistosomina inhibe el efecto de 1z
CaFl <sc-391,114).

En etapas tempranzs de infeccidn T. ocellata zfecta al sistema de
defersa inmune de su huésped intermediario L. stagnalis,
ocasiananda primeramente un incremento en [a actividad fagocitica
de las bhemocitos, por un factor derivado del parasito, ¥
pasteriormente una supresién de la actividad fagocitica, por un
factor derivado del sistema wnerviosc del caracol. Un  factar
derivado del esporocista madre parece inducir i3 liberacion de este
factor 95,3 . Se ha planteado lz hipdtesis de que estos factores
activadores y supresores de .la actividad fagocltica son péptides
derivados de precursares de peptidos opicides, de=hido 3 que ha sidg

demostrado que estos peptidas afectan la conformacidn, migricion y



adherencia de hemocites de moluscos «<sz,am. Duvaux-Miret Yy col,

e  encantraron que dos oligonucledtidos con secyencias

espec{ ficas pars precursares de peptidos opioides aostraban

hibridizacion significante ton el ADN de Schistasoma mansoni.

Ademds, con radicinmunoensayos ancontraron inpunoreactividad para

o-M5H, ACTH y (S-Endorfina. Estudios inmunocitoquimicos a la fecha

Gnicamente han detectado inmunoregctividad a Leu-Encefalina en

trematodos «s,419).



HIPOTESIS

Al ALGUNAS SUBSTANCIAS REGULADORAS PRESENTES EN LAS ETAPAS LARVALES
DEL CICLD DE VIDA DE LOS PARASITOS DIGENEDS SON SIMILARES A LAS DE
VERTEE-ADOS Y DTROS INVERTESRADOS FILOGENETICAMENTE SUPERICRES A

PLATELMINTOS.

B)  DIPLOSTONUN SPATHACEUM, UN PARASITC DIGENED, OCASIONA LA
LIBERACION DE ESQUISTOSOMINA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE
LYMNAEA STAGNALIS, AL IGUAL QUE DIGENEOS DE LA FAMILIA

SCHISTOSOMATIDAE .



OBJETIVOS

OBTENER ETAPAS LARVALES DE PARASITOS DIGENEQS:
~ LaAvAs DE T. acellata:

= Miracidias a partir de el Hhuésped definitive (Anas
platywrhynchos) ,

- Esporocistas madre, obtenidos oCasionande la transforsacidn
in vitro de las miracidias.

- Conglomerados germimales, cercarias en desarrollo, ¥
cercarias libres a2 partir de el huésped interdediario
{Lymnasa stagnelis).

~ LARVAS DE 5. mansoni:

= Conglomeradas germinales, certarias en  desarrollo, vy
cercarias libres a partir de el huésped interaediario
(Biomphalaria glabrata).

- LARVAS DE D. spathaceum:

= Conglaomerados germinalesy :Carcarias 2an desarrol.a, ¥
cercarias libres 3 partir de £l huesped intermediario (L.
stagnelis),

- Metacercarias a partir de el huésped intermediaria (Ledistes
reticulatis),

DETECTAR LA PRESENCIA Y DISTRIBUCION DE NEURUSGBSTANEIGS EN ETAPaS
LARVALES DE PARASITOS DIGENEDS POR METODOS INMUNOCIFOQUIMICOS:
- AMINDACIDOS, NEUROPEPTIDOS  AISLADOS 'DE  VERTEBRADOS Y
NEURDPEPTIDOS AISLADOS DE INVERTEBRADOS.
- En esporocistos hija, etzpas cercariales en desarrallo, Yy
cercarias libres de'}i ccellata, S, masoni, y D. spathacews.
- En metacercariss de 0. spathaceum, y wiracidias de T.
acel lata.
- PEPTIDDS DERIVADOS DE PRECURSORES OPIOIDES.

= En miracidia y esporocistas madre de T. ocellata.

DETECTAR LA PRESENCIA DE ESQUISTOSOMING EN LA HEMDLINFA DE
L. STANALIS  INFECTADO CON D. SPATHAEUN POR  METODOS
HMCRFOLOGICO-BIOQUIMICOS.



MATERIAL Y METODCS

OBTENCION DE ET¥4S LARVALES DE PARASTIOS A PARTIR DE SUS
HUESFEDES.,

Huevos de Schistiosomz menrsoni {cepa Puerto Rico) fueron obtenidos
de higado de ratédn (Mus musculus): Ratones (cepa COL) fueron'
infectados con cercarias del digeneo (las colas fueran sumergidas
por 10 min. en S0 ml. de agua con aproximadamente 200 cercarias).
Después de sacrificar a los ratones por dislocagcidén cervicai, el
higado fue abtenido y homegenizado, centrifugado (5000rpa/Saminy,
lavado dos ocasiones mas en suero fisioldgico, y posterigraente dos
veces en agua libre de cobre, Todo el proceso a2 4 *C. Loz  huevos
aisladas fueron colocadgs en agua libre de cobre, &8 una temperatura
gde 23 °C, con una fuente de luz de 100 watts, Despues de dos haras
las miracidias pudieron ser abtenidas.

Huevos de Trichobilharzia ocellata fusran obtenidos de encremento
de pata (4nas platyrrhynchos), como fue descriteo por Mellink y Van
den Bovenkamp <41, Las miracidias fueron estimuladas a emerger de
los hugvos aplicandoles una fuente de luz (100 watts),

Huevos de Diplosiomm spathacewm obtenidos de gaviotas (Larus
argentatus), fueran enviados desde 1la Universidad de Aberdeen,
Escacia, par el dactor L. H. Chappell. Los huevos fueron incubados
de 8 a L2 dias a3 25 <C, con cambia de agua cantinug. Despucs de

este perifoda las miracidias fueraon estimuladas a emerger de los
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huevos aplicadoles una fuente de luz (100 wat“s),

Infe-cidn.

Caracoles, Lywaea stagnalis, con caparzzones de 10 mm fueran
infectados con 10 miracidias de T. ocellata.

Caracoles, Lysinaeg stegnalis, con caparazores de 6 mm fueran
infectados con & miracidias de D. spathaceum,

Caracoles, &omphalaria glabrata, con caparazones de 10 mm fueron
infectados con 10 miracidias S. mansoni.

El proceso de infeccidn fue llevado a caba en camaras de cultivo de
25 cubos. Los caracoles fuergn incubados con las miracidias poer 3
hrs. a2 25 *C, en 3 ml de agua libre de cobre.

Caracoles infectados fueran alimentados con lechuga (L. stagralis)
& con alimento para peces (8. glabrata), ad 1ibitum, y mantenidos a
un perfoda de 12 hrs luz - 12 hrs abscuridad, con continuo caabio

de agua (agua libre de cobre), y a una temperatura de 20 -<C.

Dbtencidn de esporocistios madre.

Miracidias de T. ocellata fueron selectivamente aisladas e
incubadzs en medio de cultiva a 21 °C, para su transformacidn in
vitro en esporocistos madre, de acuerdo 3l métgdo de Schalligq vy

colaboradores (42).

Cbtencidn de esparocistos hijo y cercarias libres.

Después de B a 12 semanas postinfeccion, la emergencia de cercarias
fue estimulada exponiendo los caracoles a una fuente de luz, como
fue descrito par Sluiters y col. «w. Se obtuvieron glandulas

digestivas de caracaoles infectados, en esta regidn se encuentran
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esporocistos hijo contenienda conglemer:2dos germinales y cercarias
en desarrollo. En el caso de caracoles infectados con D. Spodhoceim
fue tomado el caracol cumplgta. decido 3 que los esporocistos hijo
de esta especie se encuentran distribuidos en todo el cuerpo del
molusca.

Obtencidn de metacercariss,

Cercarizs del gusano del ojo (D- spathaceuwm) fueron obtenidos para
infectar guppies (lebistes reticulatis). los peces fueron coclocados
en recipientes con 50 ml de agua con cercarias, y fueron incubados
por I hrs a 25 °C. Posteriormente fueron colocados en peceras, con
continua praovisidn de aire, y alimentados con Tetrz-Min. Entre I ¥y
7 meses postinfeccidn, los cristalinos de los ojos de tos peces

fueron disecados parz obtener las metgcercarjzs.

INMUNCCITOQUIMICA.

CORTES.

Las miracidias de T. ocellata, el tejido de caracoles conteniendo
esparocistos hija de lazs +tree especies de pardsitos, Y las
cercarias libres de 1las ¢tres especies de tremstodos, fueron
pracesados por tres tipos de fijacidn: 1) Fijader de Bouin, 1& hrs
a 4 °C; 2) Glutaraldehido a2l 1% por 2 hrs @ 4 =°C; 3) Congelados
sumergiendo los especimenes en fredn-22, enfriado 2n nitrogeno
liguido, despues el material fue criosecado a -45 °C por 4G hrs y
fijado en vapor de paraformaldehido por 2 hrs a &0 <C. El material
fijado fue transferido & parafina liguida (puntg de.fusisn 54 <(C),
Los cortes fueron hechas de 5 & 7 micras, de las miracidias &

cercarias, respectivamente.
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Las inmunotinciones con anticuerpos se hicieron con lz técnica de
peroxidasa-antiperoxidasa 4. Después de desparafinar las cortes,
la actividad de peroxidasas enddgenas fue inhibida con perdxida de
hidr&geno diluido en metanel (0.1%). Luegqo los cortes fueron
hidratados en bufter de fosfzios 0.1M, pH 7.4 + 0.1X de detergente
Tweeq'zo {(b-tween). La incubacién con el primer anticuerpo (vea la
tabla !}, diluido en b-tueen, fue por 16 hrs 2 4 *C, lavadas dos
veces (3 min) en b-tween, ¢ incubados con el segundo anticuerpa
(DAKO Immunocytochemical Products, Dinamarca) -  anticuerpos
conjugados a peroxidasa de .rébano: cerdo~anticone g,
conejo-antiratédn, 4 rata-anticonejo — diluido 1:20C en b-tueen. La
gctividad de peroxidasa fue detectzda con dismincbenzidina 0.035%

{Sigma [5637) con perdxido de hidrdgeno ¢.04% en buffer de fosfatas

0.1M, pH 7.4.

Monta je tatzl

Las miracidias y wcporpcistos madre de 7. ocellata, cercarias
libres de las tres especies y metacercarias da D. ‘spathaoeuM, =1}
fijaron en paraformzldehido al 4% en HEFES 0.0Q5M, pH 7.4, por 4 hrs
38 4 "C. Despucs se lavaron por 16 hre en HEPES a 4 +<+C, y se
incubaron car el primer anticuerpo (vea Tabla 1) diluida en HEPES
G.05M, pH 7.4, mas 0.3% de Triton—X100, mas 1% de albumina serica
bovina, mas 0.2% de gzids de sodio {(buffer HEPES-T), pour 48 hrs a 4
°f. Posteriormente fueron lavaduos 24 hrs en HEPES-T, ¢ incubados en
el segundo anticuerpo (DAKDO I[mmunocytochemical Products, Dinamarcal
~ anticuergos corjugados a isotiocianato de fluorescelna:

Cerdo-anticoneioc ¢ conejo~antiratdn - diluida 1:200 en HEPES-T.

13



14
Después de lavarlos en HEPES, fueron montados en glicerol al  B80%

mis 1% de pthilenamida.

{2) Omisidén del antisuero primariog (b) Incubacidn en suerao no
inmune; (c) @bsorcidén en fase liquida con el antigeno hom&logo; (d)
Incubacidn del antisuero primario con la proteina acarreadora {en

aquellos casos en que fue usada).



Tabla 1: Antisuerocs usados.

ANTISUERO

Acido p-amincbuti rico(GABA)

Acido y-aminobutirico{(GABA)
énti-Lymneea-Monoclonai-Antibodies & (ALMAG) %
APGWamida#

Calfluxina{CaFl)#*

Catch relaxing peptide (CARP}*

Colecistocinina (CCK)

Colecistocinina (CCK)

4HSmonoc lonal*

Dinorfina

Dopamina

‘o—Endorfina
3-Endorfina

Factor de crecimiento epidermal (EGF)

Factor de crecimiertoc fihroblastico(FGF)

Factcr liberador de corticatropina(CRF)
FMRFamida#

Glutamato

Hormona
Hormona
Hormona
Hormona
Hormona
Hormona
Hormona
Hormona
Hormona
Hormona
Hormona
Hormona
Hormana
Hormona
Hormona

Hormona

adrenocorticotraopica (ACTH) (1-24)
adrenocarticotropica (ACTH) (25-39)
adrenocorticotropica (ACTH) (4-10)
adrenocorticotropica (ACTH) (10-13)
adrenocarticotropica (ACTH) (11-17)
adrenocorticotropica (ACTH) (18-24)
concentradora de melanccitos(MCH)

de crecimiento (humana} (hGH)

de las células caudodorsales I(CDCHI) (21-346)%

de lazs células raudodorsales II1(CDCHII) (34-41)%

de las células caudodorsales I monoclonal (CDEHIm) (33-36)%

del cuerpo dorsal (DBH)#

a estimulante de melanocitos(a-MSH)
a estimulante de melanocitos {a—M5H)
foliculo estimulante(FSH)

gonadotropica (salmon) (GTH)

FUENTE¥*#

It"]ImnOmO“ONNMNNMDO:DUUmmbmanHﬁnﬂmp
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Tablz 1. (Cantimuaci&n).

Hormona gonadotropica l(carpa) (GTH)

Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)

Hormona liberadarz de la hormona luteinizante (LHRM)
Hormona liberadorz de la harmona luteinizante (LHRH)
Hormara luteinizante{LH)

Insulina {(salmon)

Met-encefalina

Neurafisina

Neuropep¢ido Y

Neurocpeptido Y

Oxitocina

Péptida o de las células csudodorsales(a-CDCP} (3-11)%
Péptide 73 de las células cagdodorsales(ﬁhCDDP)f
Peptida cardiaco peguefiao B(SCPa)*

Peptida de melusco relacionzdo a insulina B(MIPB)+
Peéptido de molusco relacianado a insulina C(MIPC)#
Peptido intestinal vasoactivo(VIP)

Pé&ptidao intestinal vasoactivol(VIP)

Palipéptido pancreatico (tavina) (bBPP)

Prolactina

Prolactina

Somatostatina

Substancia P

Subistancia P

Substancia P

Arg-Vasopresina

Arg—Vasotocinz

* = Neuropeptidos dirigidos en contra de neuropeptidos

invertebrados.

» I » MO~ 0 I M X

:D-:bmt:!::-:bmm._.mpnn;qnn

ratives de
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Tabla L. (Coantinuacidnil.

*#EFUENTES DE LOS ANTICUERPOS:

(4)- Dr. R.M. Buijs, HNetherlands Institute for Brain

Amsterdam, Halanda.

Research,

(B)- Prof. Claude-Roland Marchand, Laboratorie de Zoclogie et

Embriolagie, Besangan Cé&dex, Francia.

(C)- Prof. H.H. Boer y Dr. Jan Van Minnen, Departeent of

Histolagy, Vrije Universiteit, Amsterdam, Holanda.

(0)- Dr. J. Bagufia, Departamento de Genética, Universidad de

Barcelonz, Espafia.

(E)- Dr, F.J.H. Tilders y Dr. H.W. Steinbusch, Department af

Pharmacalogy, Vrije Universiteit, Amsterdam, Holanda.

(F)~ Prof. C.K. Phares, University of Nebraska, USA.

(G)- Prof. E. Roubos, Catholic University of HNijmegen,
Holanda.

(H}= Prof. R. Boos, Utrecht Universiteit, Holanda.

(I)~ Or. Y. Muneoka, Faculty of Integrates Arts &
University of Hiroshima, Japan.

(J)- Dr, V. Kzsakav, Pavleov Institute, Pelerburg, LURSS.

{(Ky= Dr. S. ¥empf, University of Auburn, Alabama, USA.

Ni jmegen,

Sciences,
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DETECCION DE ESQUISTOSOMINA EN LA HEMOLINTA DE CARACOLES.

Suerp de Caracoles.

Hemolinfa de Lymraea stagnalis npc infectado, infectada con T.
ocellata, e infectada con D. spathacewm. fue rolectada por el
métpde descrito por Sminia y col. wm., Lz hemolinfa fue
centrifugada (12000 rpm/20 min), para resover amebocitas ;
cercarias. El suera obtenida fue usado inmediatamente & congelado a
-70 °C, estudios previos han demostrado gue 1la esquistosamina

presente en el suero aantiene su actividad cusnda es tongelada (31).

Aislamiento de la hormgna Calfluxina (CaFl).

Comisuras cerebrales — el Area dande lag células caudodorsales
secretan la hormona calfluxina en la hemolinfa we - de 30
caracoles zdultos (L. stagnalis) no infectados, de 2praximadamente
25 mm, fueron disecadas. las= comisuras fueran colectadas en f{ubaos
Eppendorf y colocadas sobre Clz sélido. Se afladid Acido acetico
(0.1iM}, y fuercn calentadas en agua hirviende par 10 aminutas. Se
homogenizd el tejido, se sonicd, y se centrifugd (12000 rpm/1Q
min). El sobrenzdante fue calectade. La pildora fue resuspendida
dos veces mas y tratada de la misma farma que el homogenado. Las
sobrenadantes combinados fueron liofilizados 16 hrs. La hormanz fue

disuelta en solucidén de Ringer.

Incubaciones,

Glandulas del albumen de 25 caracaoles, L. stagnalis, juveniles no

infectados (19 mm} fueron disecadas, ¥ Preincubadas por 1 hr en

13



solucion de Ringer. Cada glandula fue cortada a la mitad, &
incubadas por 20 wmin en las siguientes saluciones:

Grupo 13 Ringer.

Brﬁpn 2: Ringer + CaFl.

Brupo J: Suera de caracoles no infectadas + CaFl.

Grupo 4: Suera de caracoles infectados con T. ocellata + CaFl.

Grupo 5: Suera de caracoles infectados con D. spathacewm + CaFl.

Demgstracidn de depsdsitos de LCalcio.

Después de la incubacidn, las mitades de las gladndulas fueron
cortadas en piezas de 1 mm’, y fijadas en salucidn de Karnovsky —
glutaraldehido al 2%, formaldehido al 2.5%, antimoniato de potasio
al 2%, en buffer de fosfatas C.1M, pH 7.6 —por 2 hrs & 21 ~<C.
Acido tanico (0.1%) fue disuelto en el fijador antes de su uso
47,48y, las glandulss fueran lavidas en buffer de fosfatos con 2%
de antimaniato de potasio (2 veces/3 minutos), y postfijadas en
tetradiida de osmio al 1%, en buffer de fosfatos con 2% de
antimaniato de potasio, por 2 hrs a 4 ~C. Posteriormente, las
piezas fuercn lazvadas en buffer de fosfatos con antimoniata (5
minutos), y después en huffer de fosfatos sin antimonizte (3I0 ain).
Las piezas fueron posterigrmente deshidratadas e incluidas en EPON
81z,

Cortes finos, en rejillas cubiertas con una peliculsa de farmvar,
fueron impregnados con citrato de plomo y acetato de uranilo en un
LKB 2168 Ultrastainer. Posteriarmente fueron observadas en un
microscopio electrédnico de transmisidn Phillips EM J300. Cien

mitacondrias coan ¢ sin dépositos de calcio fueran contadas, una



glindula del albumen por caracol, cinco caracoles por grupo. Las
mitocondrias fueron cantabilizadas Unicamente en c€lulzs con nlcleo

y reticulo endoplasmico bien conservado.

»

AnAlisis Estadistica.

Los datas, mitocondrias con & sin dépositos de calcio. fueron
cenfrontadas por analisis de varisnza de un  nivel (49,
comprobandosé que hubierz hompgeneidad de varianzas, por la prueba
de Bartlett «so y normalidad . Posteriormente, se empled 1la

prueba de rangos multiples de Duncan o2,
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RESULTADOS

Neurpsubstancias similares a péptidos aislados de vertebrados =
invertebrados, y al amingadcida glutamato, estan presentes en etapas
larvales de trematodos digeneos. Se aobservaron diferemcias en la
presencia de ineunareactividad (IR) a -neuropeptidos entre 1as
diferentes especies, y en la lacalizacion, extraneuronal ¥
neuranal.

Inmunoreactividad a glutamato fue observada en miracidias de T.
ocellata, cercarias de T. ocellaia y 5. marsoni, y en la
metacercaria de D. spathaceum. En la miracidia IR fue sbservada en
el neuropila central, asi comp en ios troncos nerviasos  anteriares
y pasteriores (Fig.1). Tanto en la cercaria intraesporocistica coma
en la cercaria libre de 7. ocellata una gran [R fue detectads en el
sistema nmervioso, éstz estuvo presente en las ganglios centrales,
la comisyra principal, y en los troncaos nerviosas anteriores vy
posteriores (Figs.2-5). En S. mansoni, menor IR fue observada en la
cercaria libre, en la misma localizacidn que 1a cercaria de T.
ocellata. En ia metacercaria IR fue observads en la comisura
anteriar, trancos nerviosos ventrales, cordanes nerviosas
anteriores, y en fibtiras nerviosas de la musculatura subtegumental

{Figs.&-7).

La presencia de IR a neuropeptidcs se ilustran en las tablas 2, 3

vy 4.
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Tabla 2. Presencia de IR 1 p#ptidos derivados de precursores 22

opiocides en miracidia y esparocisto madre de T. ocellata.

ANTISUERD MIRACIDIA ESPOROCISTO MADRE -
Dinorfina + -
o-Encorfina - =

3-Endorfina - -

ACTH11-24) - -
ARCTH(25-37) - w
ACTH!2-10) - =
ACTH{10-13) - -
ACTH(!1-17) - -
ACTRL18-24; - s
a—M3H +++ .
Met-Encefalina S -+

Tobla S. Precencia de IR o europegtidos nativos ¢ varizbrados e
invertebradc:z en cercarias de 7. ocellata, 5. mansvni y D
spat haceum.

ANTISUERO T. ocellata S, marsont D. spathaceum
CARP +++ 4+ I
«i-CDCP - e +
APGWamida e = -
FMRFamida 4+ +H+ +++
SCPs - = -
VYasotocina 4+ - =
Yasopresina +4 - +he
Oxitocina = = -
Prolactina ++ - -
Substancia P ++ - ++
Caolecistocining - 44 -
Somgtastatina - 144+ -
Met-encefalina +++ 44 ++

No se detectd IR en ninguna de las especies de cercaria caon los

demas antisuercs tratados.



Table 4. Presencia de IR 3 meuropeptidos nativos de

23

vartebrados e

inveitebrados en 12 airacidia de 7. ocellata y en la metacercaria

de D. spatkaceum.

ANTISUERO
ALMA 6
APGWamida
CaF1l

CARP

4H5m
FMRFzmida
CDCH I

CDCH Im
CDCH II

DBH

MIF B

“Ie C
a—CDCP
3-CDCP

SCPe
Vasotocina
Vasapresina
Oxitaocina
Substancia P

Met-encefalina

MIRACIULA

+4

i+

4t

i

++

++4

METACERCARIA

+++

it

++4

++

+++
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Lg distribuci®n de la IR detectida para 1:zs reurcpeptidos esta

.descrita por etapas larvales.

Miracidia de T. ocellata;

IR con antisueras en contra de CARP, «-CDCP, APGWamida, FMRFamida,
Substancia P, Arg-Vasotocina, Arg-Vasopresinz, y Oxitocina fueron
observados en 13 masa central y en los trarcgs nerviosos anteriores
y posteriores {Figs.B8-9).

IR a a-M9H fue detectada en la masa central, en neuronas y en  Sus
seis pares de terminaciones nervigsas ciliadas que se encueniran
entre la primerza y segunda hilera de placas ciliadas, estas
neuronas se encuentran alrededar de el neuropilo central
(Figs.16-14),

IR a2 a-MSH tambien fue cbservada en un par de papilas laterales
localizedas entre 1z tercera y cuarta hileras de placas ciliadas
(Fig.15).

IR 3 dincrfinga fue abservada Onicamente en los seis  pares
de terminaciones nerviosas ciliadas, las mismas que mostraron IR &
o-MSH.

IR a Met-encefzlina fue ohservada en las células germinales

(Figs.lb“l?)-

Esporocisto madre de T. ocellata:
Celulas germinales de estz etapa larval mostraron IR &

Met-encefalina (Figs.18-19}.
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Cercarias:

El cc-ponente peptidergico de el sistemz nervioso de cercarias de
tresatedoe digereticos, defi-nido por la combinicidn de los
difersntes neuropeptidos detecsados, consiste de un par de
ganglios, conectados por uwna comisurd, De los ganglios nacen
troncos nervicsos longitudinales anteriores y posteriores, estos
ultimos se continuan con dos pares de fibras nerviosas que carren a

lo iarga de 12 cala.

Ce~caria de 7. ocellata:

La cerzaria intraesporocistica completamente desarrollada y la
cercaria libre presentaron IR en el sistema nerviosoc coa los
siguientes arlisueros: CARP, 5SCPp, FMRFamida, firg-Vasotocina,
Arg=Vasaprecina, Prolactina y substancia P. La emas fuerze iR fue
con antisueras en contra de FMAFamida y TARP, ésta fue glservsda en
f1tras nerviosas del neurcpilo y de 13 comisura centrizl, 38si1 ccmo
er logf tropoco=s perviosos langitudinzles enteriores y  postsTicves,
(Fxgs.?O—Z&i} Fibras nerviosas de la cola que terminan en la  furca
tambi¢r mecstraron IR con estos neuropeptidos nativcs de
invertebrados (F:gs.2Z2-24).

“on 1os otres n=aropeptidos li IR gstuvo restringida 3 la comisara
~ent-zl y & o= nervigs longitudinzles (Figs.29-260.

"R 3 peuropspé 2re loczlizada sxtraneurcralmente fue detectz=ds en
sct: pzogecie: 'F can el antisvero en contra de APGWamida  estuvo
lncalizada =n las celulss flamigeras ¢= Iz cercaria libre , e~ la

cercarid irkrze=spo-oclstica totalmenie Jesarrollada Figs.od=357,
T brz

A'e ‘mas Cexlnlz- €0 lz pared del espcr3cist@ hijo tambien rost~aran
' nas rel
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IR con este tetrapéptido (Figs.27-31).

FMRFamida fue observado en las glandulas dg escape y an sus
conductos de la cercaria intraesporocistica (Fig.32-35).
Met-encefalina fue observada en la cercaria en desarrollo, en
células precursaras de células musculares. Estzs s2 encuentran en
la cola y en células del organo anterior. IR con este pentapéptido
opioide tambhien fue observada en algunas c&lulas de los

ronglomerados germinales (Figs.36-37).

Cercaria de S. mansoni:

La cercaria totalmente desarrollada presentd IR en el sistema
nervioso con los siguientes antisueras: FMRFamida, CARP, o—CODCP, vy
CC¥. De manera similar que la cercaria de 7. wocellata, antisueros
en centra de CARP y FMRFamida mostraron la amasyor IR e igual
distribucidn (Figs,38-40), [R a «-CDCP y CCK estuvc limitads a la
comisurz central y 2 las nervios longitudinales.

IR 3 somatostating, FMRFamida y Mzt-encefzlina estuvo presente en
cé&lulas no neurcnales:

El antisuerg en contra de somatostating mostrd IR en células
subtegumentales distribuidas en todo el cuerpo de la cercaria. El
tegumento cercarial 00 presentd inmunoreactividad con este
antisuera. Algunas células parenquimatosas en 1z parte superior de
las glandulas preacetabulares también fueron inmunoresctivas a este
neurapeptigo (Figs.41-44),

IR 3 FMRFamida estuva presente en las glandulas de escape, y Ssus
canductos, de la cercaria intrazesparocistica (Figs.45-47}.

Met-encefzlina mostrd idéntica distribucidn que en las cercarias de
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T, ocellata y D. spathaceum (Fig.48).

Cercaria de D. spathacews;

La cercaria totalmente desarrollada presentd IR en el sistema
nerviosa con los siguientes antisueros: FMRFamida, CARP, o-CDCP,
Arg-Vasopresina y Substancia P. IR & FMRFamida estuvo presente en
algunas neurcnas en la periferia de los ganglios centrales, tanto
romo en la comisurs central, los nervios langitudinales anteriores
y posteriores, y en las fibras merviosas gque cgrren 3 la largo de
la cola (Fig.49).

Algunas neuranas cerca de la comisura central mostraron IR 2
Substancia P. También IR 3 este neuropeptido fue observada en los
trancos nerviosos longitudinales (Figs.50-51). IR a CARP, o-CDCP y
Vasgprasinae, fue cbservadz dnicemente en la comisura central y en
fibras de los cordones nerviosos longitudinales anteriores y
posteriores.

IR 2 Met-encefalina fue localizada en células na neuronzles en  la
cola de la cercaria en desarrallo, y células del organo anterior,
las mismas células inmunoreactivas que en las otras dos especies de
cercarias estudiadas. De manera similar, algunas células de lgs
conglomeradas germinales también mgstraron IR 3 este gpioide,
Metacercaria de U. spathaceum:

De los antisuercs tratados, IR en el sistema nerviaso fue ohservada
cagn:  FMRFamida, CARP, APGWamida, SCPm, a-CDCP, CDCH-1,
Arg-Vasopresing, Aré—Vasutacina y Substancia P.

Entre los antisueros dirgidos en contra de péptidos de

invertebrados, FMRFamida maostrd la mas extensa distribucion en 1la
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metacercaria. [R fue observada e&n los ganglias anteriores, 1las
comisuras anteriores y posteriores, en los cordones nerviosos
ventrales, darsales y laterzles, fibras nerviosas inervando las
ca‘rmsidades anteriores, fibras en el organo adhesiva—sgbsortivo,
fibras asociadas con el paro excretaorio, y comisuras transversales
subtegumentales (Figs.52,54,57). Neuronas inervando la ventosa
anterior, 3 1o largo de los troncos nerviosas ventrales y asociadas
con ia comisura posterior fueron ineunoreactivas a este
tetrapéptido. (Figs.53-53),

CARP,; APGWamida, Arg-Vasopresina y Substancia P wmostraron similar
distribucidon, IR estuve presente en los ganglios anteriores,
troncos  nerviosas  anteriores y posteriores, COMMiISUras
subtequmentales, fibras alrededor del poro excretorio y en el
organo adhesivo-absortivo (Fiys.5B-&41}. Algunas neurcnas cerca de
ios ganglios anteriores fueron inmunoreactivas a Substancia P.

SCPa y CDCK I estan menos distribuidos, IR fue abservada unicamente
en los ganglios anteriares; 13 comisura principal y GComiSuras
nerviosas subtegumentales (Fig.62-63). El pora excretoric mostro
fibras inmunoreactivas @ SCPes (Fig.&64). Inervacidn del argano
adhesivo-absortiva fue chservado con CDCH I.

&~CDCP y Arg-Vasgtocina mostraron la mas débil inmynoreactividad,
esta fue abservad: en los ganglios, la camisura principal, y emn los
troncos nerviosos ventrales,

Deteccidn de esquistosominz en hemolinfa.

Suero abtenido de 1z hemolinfaz de L. =stagralis infectado can D.

v

spathacewm no afectd la accidénm de la calfluxina sobre 1as

mitocandriazs de células de la glandula del albumen (Figs.b3-66). La
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29
acciodn de esta haormona fue afectada por suero obtenido de caracoles

infectados con T. ocellata y no fue alterada con suero ohtenido de

caricoles no infectadas (Grafica 1).
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Fig.l. Corte longitudinazl de 1z miracidiz ds T. ocellata,
Inmunoreact'ividad (IR} a glutamato en la masa cantral ¥ parte de
los +troncos nerviosos anteriores {flachas), (a) glandula
anterior. Peroxidasa anti-psroxidasa (PAP). : '
Criosecado-Paraformaldehide (C-PF). Barra=Sum.
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Fig.Z. Corte transversal de la cepzaria intraesporocistica de T.

ocellata. [R a glutamats =n los a os centrales y fibras da la

i

gl

.

ulz

L
ul

an
“omisura, (3) conductos ce las gian acstabulares,. PAP. C—PF.

'

Barra=Sum.
“ig.4. Corte longitudinal de 13 cercaria libre de T. ocellata. IR
a glutamate en los tr-oncos nervigsos anteriores ¥y posteriores,

(a) glandulas postacetabulares, (b) colz. PAP. C-PF. Barra=20um.
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Figs.&45-6&. Microfotografias de células de glandulas del albumen
de L. stagralis después de incubarlas con CaFl. 2
Fig.65. Glandula del albumen incubada con suero de L. stagnalis
infectado con T. ocellata, observe las mitocondrias sin dépositos
de calcio (flechas). Barra=250nm.

Fig.b46. Glandula del albumen incubada con suero de L. stagnalis

infectado con D. spathaceum, observe los dépositos de calcio en-

las mitocondrias (flechas). Barra=300nm.
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DISCUSION

Este estudia reveld 1la presenciza y distribucidn neuronal vy
extraneuronal de neuraosubstancias semejintes a las de vertebrados y
otros invertebrados en etapas larvales de parasitos digeneos, la
que confirmz la primera hipdiesis propuestz. Ademas, la ausencia de
esquistasomninag en la Remalinfa de &. stagnalis jnfectada caon .
spat haceusi.

Los a&tados inmunccitogquimicos Gnicimente peraiten delinear
conclusiones acerca de la similitud del determinante antigénicao,
pero no de exactz identidad. Por consiguiente, no es pasiblé saber
si el antisuerc reconocic la misma aoleécula empleada como antigeno,
5 a un poasible precursar filagenético de esta molécula, & bien a
otra molécula completamente diferente con algung similitud en 1lsa
estructura primaria. De igual manera, los resultados negativas
obtenidos deberan ser interpretados con cuidado, debido a gue 1a
variabilidad en técnigcas de fijacidn, el procesamiento de lgs
tejidos, el méteda inmunoldgico usada, tanta comc los  niveles
detectables del antigeno {esto principalmente en las pequefias
t¢lulas de las larvas de diganeos), pueden originar discrepancias
can observaciones de otros investigadores.

La demostracidn de glutamata (Glu)} ern el sistema nerviosa de larvas
de trematodos, soporta la hipdtesis de gue este aminodcido es un
neuratransaisor en platelaitos, de acuerdoc a algunas reportes
realizados en cestodos (la clase filogendticamente mas avanzada de

platelmintos): Presencia de inmunoreactividad en el sistema
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nervigso; efectos excitatorias en neurcnas y ceél.las muscularesg
efecta blogueado por antagonistas; incremento en la actividad basal
de la adenilato ciclasaj @ecanismos de absorcidn de Gluj; liberacidn
de Glu erddgeno y de Glu administrado exdgenamente (ss-som. La
presencia de Elu en diferentes etapas larvales de digeneos podria
indicar que este aminoacida esta agmplismente distribuido
ontagenicamente. Similarmente, 1z presencia en el sistema nervioso
de difereates especies de trematodos sugiere gque Glu g¢s tamhidn un
neuratransmisor en esta clase de platelmintos. Por otra parte, Glu
es una substancia clave en muchas vias metabdlicas;, y ha sido
reportado que en finciones inmunocitoquiaicas se ohserva un poco de
tincin inespeci fica en todas las areas del tejido examinado, ésta
carresponde 2 la poza metabslica da este aminodcide «s?.00,685. En
este estudio se observd algo de tincidn inespeci fica,
correspondiente a la poza metabdlica de Glu, sin  embargo, la
immunareactividad mas fuerte fue observads en tejido nervioso, 1z
poza neuratransmisora de Gilu.

L3 presencia de IR a neuropeptidos en el sistema nerviaso de larvas
de qusanos planos sugiere un p;sible papel como neurotransmisores,
nedromaduladares ¢ neurchorponas. Sin embargo, diferentes especies
parecen usar distintas neurosubstancias, debido & que diferencias
en IR a ciertas neurosubstancias fueron detectadas entre las
especies. La significancia de estas diferencias es desconocida de

momenta, pere podrian indicar estrategqias adaptativas. Durante sus

ciclos de vida las trematodos digeneos %tienen cambios drasticos de

medio ambiente, de etapas libres a etapas parasl ticas, de huéspedes

poiquilotérmicos a homeatérmicos, etc, Dira probable explicacidn es
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que algunos parasitos obtienen sus neurosubstancias de sus
hu¢spedes. El gusano adulto de S: mansoni es incapaz de producir
SHT de novo, de triptdfano, sin embargo, SHT estA presente en el
siﬁtema nervioso de este parasito, por lo gque depende de su huésped
parz el suplemento de esta substancia ai6-117).

Desde que FMRFamida fue aisladc de el molusco Macrocellista nisbosa
62y, varios péptidos relacionados a FMRFamida han sido aislados vy
caracterizados en diferentes especies de 1a mayoria de los filas
animales <(o3-s8). En platelmintos inmunoreactividad‘ a este
tetrapéptido ha sido reportadz en el sistema nervioso de especies
de ~las tres clases (@1 y se ha sugerido que actua comn
neuraotransmisor ¢ neuromodulador, posiblemente coordinando la
activ:dad muscular om. En este sestudio, ademds de 1la  fuerte
inmunoreactividad en el sistema nervioso &n todas las etapas
larvales, se encontrd la presencia extraneuronal de FMRFamida en
las glandulas de escape de las cercarias de 7. ocellata y 5.
mansoni. Estas glandulas liberan su contenido cuando 1la  cercaria
emerge del caracol, el posible papel gue juega esta substancia al
ser liberada dentro del caracol es desconocida de momento. En L.
stagnalis (caracol}), la inmunoreactividad a  FMRFamida esta
ampliamente distribuida, y FMRFamida y otros péptidos relacionados
han sido aislados y caracterizados de esta especie de molusco (oo,
Un reparte previo ha demostrado que las glandulas de escape de la
cercaria de S. mansoni muestran innunareactividad a  polipéptido
pancreatico, neuropéptido Y, péptido YY, Y también a ‘FMRFamida
0. Sin embargo, estas glandulas fueron reportadas como cé€lulas

nerviosas, también parque presentaban inmunoreactividad a enolasa.
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Este ostudio aostrd que estas cSlulas estan Iocalizadas en 1la parte
superi1or de las glandulas preacetabulares, que tienen conductos que
siguen el curso de itas conductos de las glandulas acetabulares, que
los canductos se zhren en 3 ventosa anterior de la cercaria, y que
estas células estan ausentes en la cercaria libre, lo que demuestra
que estas células san las glandulas de escape.

El neuruvpeptido F es el primer péptido aislado y secuenciado de
nlatelmintos ¥y muestra similitud en la estructura primaria a
péptidas de 1z familia de neuropeptido Y. Se ha repartade que la
inmunoreactividad & FHRFamida fue eliminada cuando el antisuero
dirigido contra este tetrapéptide fue absorbido con este
meurapeptido F @o. Son necesarios mas estudios parg determinar si
lz2 inmunoreactividad detectada en etapas 1larvales de trematodos
digeneas es debida realaente a FMRFamida, meuropeptido F, u otrols!}
miembra(s) de péptidos relacionados a FMRFamida.

CARP fue aislado de el ganglio pedal del molusco bivaivo Mviulus
edulis <o, Tiene efectos inhabitorios y excitatorios sobre
neurconas de el cerebro del caracol Helix, y efectos madulatarios
scbre la cantrzccidn de ausculos de varias especies de moluscos
273, La amplia distribucién de 1z inmungreactividad obtenida
con el antisuerg dirigidoc contra este neurcpéptido ean el sistema
nerviaso de tadzs las stapas larvales de digenegs, suglere que esta
substancia juega un papel impartante como elemento neuroregulatorio
en este grupo de gusanas planas.

APGHamida fue 3islado y carscterizada de atro molusco, Fusinus
ferrugineus (4. En varias especies de moluscos se ha demastradoe

que tiene efectos modulatorios sobre la contraccidn de  varios
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mUsculos y efectos inhibitorios sohre nNeuronis, adamas antagoniza
la accidn de dopamina y serctonina en el musculo retractor del pene
de L. stagnalis <s-7m. Este estudio detecté 1a  presencia
inﬁunccitoquimica de este tetrapéptido en el sistema nerviaso de la
miracidia de T. ocellata y 1a metacercaria de D. spathaceum, 1o gue
podria indicar un papel neuroregulatorio en estos organismos. Lz
cignificancia de 1z ausencia en el sistema nervigseo de las
cercarias estudiadas y la presencia extraneuronal en las celulas
flamigeras Unicamente en la cercaria completamente desarrollada de
T. ocellate es desconocida de momento. Algunas células de la pared
del esporocisto hijo de T. ocellata también pressntaron APGWamida.
sin =mbargo, no es posible afirmar 2 nivel de wmicroscopia de luz,
s1 estas celulas forman parte del sistema excretorio (células
flamigeras), & representan neuronas. Por otra parte, ha sido
reportado gue el fluido del eanal excretovrio de platelmintos
contiene proteina soluble y aminodcidos (?6-77), si APGWamida es
excretada en la hemglinfa del huésped intermediario y jusga algun
papel dentro del caracol, requiere pasterior investigacidn, de
igqual manera si tiene alguna funcién intrinseca, como por ejemplo,
sabre el control de transporte & ultrafiltracidén de fluidos.

Este estudio reporta la presencia de somatostatina en celulas
subtegueentales de la cercaria de S. mansoni. Estudios
ultraestructurales <78, junto con 1a demostracién de los
componentes colinérgico ¢7e-an, aminérgico w2, y peptidérgico
<o han demostrado que la cercaria de S. mansoni tiene la misma
organizacién basica de otras cercarias de trematodos: un neuropilo

con cuerpos celulares asociados, y ironcos nerviasos anteriores y
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posteriores t3-841. En las cé&lulas inmunareactivas a somatostatina
no hay antecedentes de actividad = aceticolinesterasa,
catecclaminas, 6 inmunareactividad z otros neurcpeptidos.

La presencia de inmunoreactividad a péptidos bioldgicamente activos
en células tegqumentales ha sido reportada en gtrps gusanos planos.
Fazirweather y colaboradores @5 encantraron también somatostatina
en ¢l cestodo Trilocularia acanthigewilgaris. Kumszawa y Moriki
400; repartaran la presencia de prolactina en otro cestodo,
Hhwmenolepis nana. Thorndyke y Whitfield «8» encontraron VIP en el
trematodo Echirostoma liei. Estos Gltimos autores sugirieron que la
secrecidn de este material inmunoreszctivo podriz ser la causa de 13
satologl a del huésped. Estudios ultraestructurales en la cercaria
de O. mansami han azstraic que Ia mayoria de las células
subtegumentales (células con -.mnatostatinmal)l contienen grandes
comple jos de Golgi y muches cuerpos densos, como los observadias en
el tegumento, pera no fuerc~ observadas conexiones de estas c€lulas
can 2l btegumento (ee). Despues de gque la cercaria ha penstrado a3l
“uasped definitivo y se transforma en esquistosomula, se ha
cbservada que estas celulas hacen conexién con el tegumento y
vacuclas de estas c€lulas pasan hacia el tegumento we,sm. Se
conoce que la esquistosomula llega a1 ser protegida contra
anticuerpos en huéspedes permisivos, sin embarqo, no se canoce coMO
tan pronto despues de la penetracidn expresan antigencs del huésped
para evadir su respuestz inmune, Es de notar que las células
tegumentales en la cercaria de S. munsoni, para la cual el bHumano
es un huésped permisivo, muestren immunoreactividad con un

antisuero dirigido en contra da somatostatinad, mientras las
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cercarias de T. ocellata y D, spathgcewm, las cuales tienen aves
como hufspedes definitivaos, no muestran inmunoreactividsd con este
antisuero. Esto podria sugerir que este materizl ineunoreactive a
somatostatina en la cercaria de 5. mansoni juega una funcidn sobre
1z evasidn de la .raespuesta inmune del huésped mamf fera. Tal funcidn
para somatastatinia no es improbable, y& que e:isten reportes gque
indican que samatostatina supriee la proliferacion de linfocitos T,
y ta liberacidn de histamina y leucotriena D4 de basodfilos wto2.
Adicionalmente, somatostating muestra ung amplia distribucién en el
cuerpa de vertebrados, y muchas vy variadas azcciones <os.od). Ha
sido sugerido que somatgstatina no actus como una horeond clasica
sino que puede tener diferentes funciones deperndiendc de su
Iocalizacidn. Asi, este peptido puede actuar a nivel
neur-endocrino, caracring, ¢ comtc Tegulador nezsronal, dependiendo
< -1 lugar de su l.beracidn <, Por atra parte, samatastatina
parece terer una amplia distribucién filogenética, hay reportes de
inmunoreactividad a sumatostatina de bacterias a cordados (wo-104).
Ademas, algunos reportes indican gue la estructura primaria de 14
aminpacidos de este péptido es idéntica de peces a manmi feros
(1o5-to@). La praduccidn potencialmente ilimitada de cercarias por
la etapa intramolusca (esparocista hijo) de S. mansoni, hace esta
etapa larval un excelente modelo para estudios de analisis de
secuencia. Esta caracterizacién puede apoyar en el estudio de la
filogenia de sgmatostatina.

IR a péptides de Iz famila vasopresina/oxitotinaz ha sido reportada
en turbelarios y cestodos «3.412.413.4%, sin embargo, 3 la

fecha, estudios en trematados han fallado para detsctar estzs
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rearosybstancias «ar-ite,.. Este estudio repzrta "a presencia de IR
a estos peptidos en varias etapas larvales y en dos especies de
trematados digenens.

A pesar de que radioinmunoensayos han reportado la presencia de
péptidos derivados de precursores opinides en S. mansoni (o, en
nuestra estudig inmunocitoquimico Ynicamenie o-MSH, dinorfina vy
Met-Encefalina fueron detectadas en algunas etzpas larvales. La
causa de estas diferencias en la detecci®n de neurosuhstancias adn
en diferentes stapas de una misma especie es dificil de explicar.
En otras especies de platelmintas han sido reportadas discrepancias
en la deteccidén de neuropéptidos por radioinmunoensayo y métodos
inmunocitoqui micos «oe-1443y y algunos factores influenciando
estps resultados han sidbo discutidos por Fairweéther y Halton ass.
Es inesperado 21 hallazgo de 1a ausencia de esguistosominz en la
hemolinfa de L. stagnalis infectado con B. spathaceum, debido a2 que
los efectos causados sobre la repraduccién por este parasite son
semejantes a los ocasionados por parasitos de  la familia
schistosomatidae. Ahora nace la cuestion de cual es gl mecanismo
que causa la castracién parasitica en especies infectadas con atros
trematados que no son de 1a familia schistosomatidae. Ha sido
sugerido que la castracién parasitica causada par el t{rematodo
Zoogonus lasius spohre el caracol huésped Ilyaenassa cobsoleta es
originada por un factor preducido por el pardsitc y que actua
directamente scbre 1la gametogénesis en la gdnada 1205,
Pasiblemente un mecanismo semejante es empleado por D. spathaceum,
Por otra parte, la distribucién de D. spathaceur dentra del

caracol huésped es diferente a especies de 1a familia
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schistosomatidae, mientras los esporoccistzs hijo de este  parasito
se encuentran distribuidos en tedo el cue-po entre los organos del
caracol, los esporocistos kijo de schistosomatidae se  encuentran
restring:dos a la regidn gléndula digestiva—gdnada, estas
diferencias podrian tener alguna significancia sobre los efectos de

infeccidn.
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CONCILLUSIONES

Trematoda es filogenéticamente el grupa mas inferior en el cual la
inmunoreactividad a glutamato se ha detectado en el sistema
nervioso. Esta localizacidn peodriz indicar yn posible papel como
neurotrasmisor. La presencia en diferentes etapas del ciclo de vidz
y en diferentes especies sugiere que este aminoacido tiene una
ampliz distribucidn ontogenética y entre las especies de esta clase
de plsielmintos.

Este es el primer reporte de la presencia de inmunoreactividad a un
grupo de neurnopeptidos aislados de invertebradas en platelmintos:
CARP, APGWamida, «-CDCP, CDCH, adem&s 1la deteccidn de las
previamente repaortados en otras especies de gusanos planas, SCPe ¥y
FMRFamida.

Los me&todos inmunocitoquimicos empleados en  este estudio
permitieron meostrar la localizacidén de péptidos derivados de
precursores gpioides en digenens) la presencia de estos péptidos
habia sido demostrada por radicinmunoensayos.

Lz presencia y localizacidn de inmunoreactividad a peptidos de 1z
familia vasopresina/oxitocine es demostrada por primera vez en
trematodos.

Este estudio amplia la lista de inmunoreactividad a neuropeptidos
nativos de  vertebrados detectados en platelmintos. Esto
eventualmente puedé ser de importancia ya que la presencia &
ausencia de péptidos entre las especies puede dar una indicacidn

acerca de linezs evolutivas seguidas.
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la irounoreactividad a somatostatina se localizé en  células
subtejumentales de la cercaria de S. mansoni, la cual parasita al
humano, y no en células de D. spathaceum ¢ T. ocellata, las cuales
pafasztan aves.

La hemolinfa de L. Stagnalis infectado con D. spathacewm ng afecta
la accidn de 1la calfluxina, lo que podria indicar que no contiene
esquistosomina. Esta hermona es un antagonista de las hormonas
gonadotropicas de caracoles de agua dulce, y estid presente en
aquelios raracales infectédas con especies de la familia

schistosomatidae (trematoda).
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PERSPECTIVAS

La inmunoreactividad a neurosubstancias caracterizadas (actividad
bioldgica y estructura primaria) detectada en este estudio deja las
bases para la identificacidn exacta de las substancias enddgenas de
parasitos digeneos. Asi mismo, deja las bases paraz el disefia de
estrategias en el empleo de antagonistas en contra de estas
substancias conocidas, y asi combatir a las especies de importancia
médica y econdmica.

Las neurosubstancias derivadas de invertebrados presentes en
parasitos digeneos, pueden servir de base para eliminar a estos
pardsitos, ya que las diferencias existentes entre sus sistemas
peptidergicos y los del huésped vertebrado, pueden ser empleadas
para el disefio de estrategias para controlar enfermedades causadas
por trematodos digeneps, como  esquistosomiasis, fasciolasis,
diplostomiasis, etc.

El potencial ilimitada de produccidn de cercarias por el
esporocisto hijo de las especies estudiadas en 21 presente trabajo
crea la posibilidad para el aislamiento y caracterizacién del
material inmunoreactivo, ademAs de 1z 1dgica importancia
filogeneética, esto seria de suma importancia con varias de 1las
neurosubstancias detectadas, por ejemplo en el casg de
somatostatinag en la cercaria de S. mansoni, mostararia nuevos
candidatos epitopes en contra de 1los cuales una vacuna 4
estrategias quimioterapéuficas en contra de 1la esguistosomiasis

potdrian ser dirigidas.

79



DIBLIOGRAFIA.

1.- Butterworth, AE. (1988). Cantrol of Schistosomiasis in Man. En: The
Biology of Parsitism. (Paul T. Englund & Alan Sher, eds.) New York: Alan R,
Liss, Inc. pag. 43-59,

2~ Chubb, JC. (1979). Seasonal Occurrence of Helminths in fFreshwater
Fishes, Part I1. Trematoda. Advances Tn Parasitology 18: 141-293.

3.~ Ginetsinskays, T.A. (1961). Paresitology of Fishes. (V.A. Dogiel, GK.
Petrushevski y Y. Pelyanski, eds.} pag. $70.

4.- Webb, RA. & Friedel, T. (1978). Isoiation of a neurosecretory substance
which stimultes RNA synthesis in regenerating planarians. Experientia 35:
6S7-656.

5~ Friedell, T.& Webb, R A. (1979). Stimulation of mitosis in Qugesie (igrine
by a neurosecretory fraction Can. J. Zoal. 57; t818-1819.

6.- Gustafsson, MKS. (1987). Immunocylochemical demenstration of
neuropeptides and serectonin in the nervous system of 8dult Sexisiosams
mensont Parasitol. Res. 74: 168-174,

7- Harris, KR. & Cheng, T.C. (1972) Presumplive neurosecretion in
Lewcachiaridiomorphs cansientiee (Trematods) and ils possible role In
governing maturation. (nt. J. Parasitol. 2:361-367.

§.- Bautz, A & Schilt, J. (1986). Somatostatin-like Peptide and Regeneration
Capacities in Planarians. Gen. Comp. Endocrinol. 64 267-272.

9.- Gustafsson, MK.S. & Wwikgren, M.C. {198)). Activation of the peptidergic
neurosecrelory system in  Dipylotethrivm  dendriticom  (Cestoda:
Pseudophyllidea). Parasitology 83: 243~247.

10.- Lee, MB., Bueding, E. & Schiller, EL. (1978). The occurrence and
distribution of S-hydroxytryplamine in Aumenalepis Giminuie and X frers J.
Perasitol. 64: 257-264.

11.- Bennett, J. & Bueding, E. (1971). Localization of Biogenic Amines in
Ssehistesams mensani, Comp. Biochem. Physiol. 39A: 859-867.

30



81

12.- Fairweather, |, Meule, AG,, Mitcheil, SH, Johnston, CF. & Halton, D.W.
(1987). immunocylochemical  demonstration of  S-hydroxytriptamine
(serotonin) in the nervous system of the tiver (luke, Fasciols fepalics
(Trematoda, Digenea). Parasitol. Res. 73: 255-258.

13.- Gustafsson, MX.S, Wikgren, MC., Kerhi, T.J. & Schot, LP.C. (1989).
Immunocytochemical demonstration of neuropeptides and serotonin in the
tapewarm Diphyiiobalbrium dendriticum Cell Tissue Res. 240: 255-260.

14~ Niewiadomska, K. & Moczon, T. (1987). The nervous system of
Diplastamum  psuedaspsthaceurm Niewigdomska, 1984  (Trematoda,
Diplostomatidae) {ll. Structure of the nervous system in the adult stage.
Parasitol. Res. 73: 46-49.

15.- Grdbds-Kezubska, B. & Moczon, T. (1991). The nervous system in
sporocysts and adull Guisthiagiynte rense (Frelich, 1791) (Trematods,
Plagiorchiidae). Acta Parasitolegica Polonica 36(3): 125-130.

16.- Gustafssan, MK.S. & Eriksson, K. {1991). Localization and identification
of catechelamines in the nervaus system of Diphyiiclathriam dendriticun
{Cestoda). Parasitol. Res. 77: 498-502.

17.- Semii, S.1. & Webb, R.A. {1990}). Acetylcholine-like immunoreactivity in
the cestode Aymenal/enis diminvia Brain Res. S13: 161-1685.

18.- Halton, D.W., Fairweather, 1., Shaw, C. & Johnston, CF. (1990). Regulatary
Peptides in Parasitic Platyheiminths. Parasitology Today 6: 264-290.

19.- Fairweather, I. & Halton, D.W. {1991). Neuropeptides in platyhelminths.
Parasitology 102: $77-592,

20.- Maule, A.G.,, Shaw, C., Halton, D.W., Thim, L., Johnston, CF., Fairwesther, |.
& Buchanan, K0. (1991). Neuropeptide F: @ novel parasitic fletworm regulatory
peptide from Mamierie expsnse (Cestoda: Cyclophyliidea). Parasitology 102:
309-316.

21.-Reuter, M. & Gustafsson, M. {1989). "Neuroendocrine Cells” in Flalwarms -
Progsenitors to Metazoan Neurons? Arch. Histol. Cylol. 52: 253-263.

22.- Eriksson, K., Timoschkin, 0. & Reuter, M. (1990). Neuroactive substances
in an endemic flatworm from lake Baikal. En: The Early Brain. (MKS.
Gustafsson and M. Reuter, eds.). Abo Akademis Forlag - Abo Academy Press.



23.- wikgren, M.C. & Thorndyke, MC. (1990). An echinoderm neuropeptide in
flatworms? En. The Early Brain. (MK.S. Gustarsson and M. Reuter, eds.). Abo
Akademis FOriag - Abo Academy Press.

24.- Phares, CK. (1987). Plerocercoid Growth Factor: a Homologue of Human
Growth Hormane. Parasitol. Today 3: 346-349.

25.- Phares, CK. & Booth, BJ.M. (1987). Antihuman Growth Hormone (GH)
Antibodies Cross-React with the GH-Like Factor from Plerocercsids of the
Tapeworm Sgiramelre mensenaiges Endocrinclogy 121(9): 1839-1644,

26.- Phares, CK. & Cox, G.S. (1967}, Holecular hibridization and immunological
data support the hypothesis that the tapewoerm, Spiramelre monsaneioes, has
acquired @ growth hormone gene. En: Molecular paradigms for eradicating
helminthic parasiles. (AJ. Macinnis, ed.). New York: Alan R. Liss Inc. pag. 391-
4035,

27 - Phares, CK. & Watls, DJ. (19688). The Growth hormone-Like Factor
Produced by the Tapeworm Sgiromelre mensanaides Specificelly Binds
Receptors on cultured Humen Lumphacytes. J. Parasitol. 74: 896-698.

28.- Hurd, H. (1990), Physiological and Behavioural Interactions Between
Paresites and Invertebrate Hosts. Advances in Parasitology 29: 271-317.

29.- Schallig, HD F H., Hordijk, P.L., Qosthoek, P.W. & De Jong-Brink, M. (1991),
Schistosomin, & peptide present in the haemolymph of Lymmass siagnelis
infected with 7richebithereio acellats, is produced only in the snail’s central
nervous system. Perasitol. Res. 77: 152-156.

30.- Da Jong-Brink, M., Elsaadany, MM. & Boer, HH. (1988). Schistosomin, an
Antagonist of Calfluxin. Exp. Parasitol. 65: 109-118.

31~ De Jong-Brink, M., Elsaadany, M.M. & Boer, HH. (1988). Zrrohanriiharzie
aceffsts. \nlerface with Endocrine Control of Femaie Reproduction of {ymwrees
stagnélis. Exp. Parasitol. 63: 91-100.

32.- De Jong-Brink, M. & Bergamin-Sassen, M.M. (1989). 7Friohabitharzie
acellate Influence of infection on {he Interaction between the Dorsal Body
Hormone, 8 Female Gonadotropic Hormone, and the Follicle Cells in the Gonad
of the Intermediate Snail Host L wnnzes stagrelis Exp. parasitol. 68: 93-98.

82



33.- Hordijk, PL, Ven Loenhout, H, Ebberink, RH.M., De Jong-Brink, M. &
Joosse, J. (1992). The neurgpeplide schistosomin inhibits ovulation in vivo in
the freshwater snail Lgmnges stagneiis. J. Exp. Zool., en prensa.

34- Hordijk, Pt, Schallig, HDFH., Ebberink,, RHM., De Jong-Brink, M. &
Joosse, J. (1992). Primary structure and origin of schistosomin, 8n anti-
gonadotropic neuropeplide of the pond snail Lymnses stegrelrs. Biochem J., en
prensa.

35.- Amen, RJ.,, Baggen, JMC., Bezemer, P.D. & De Jong-Brink, M. {1992).
Modulation of the activily of the internal defence system of the pond snail
Lymrees siogrelis by the avian schistosome 7rrchabilvorzie aceliela
Parasitology 104, en prensa.

36.- Amen, R.J. & De Jong-Brink, M. {1992). An in vitro study on the effects of
Fricholilherzia acelloete on the internal defence system of the snail host
Lymnges stegnselis and the role of the central nervous system of the host.
Parasitelogy, Submitido.

37.- Stefano, G.B, Leung, MK., Zhag, X. & Scharver, B. (1989). Evidence for the
involvement of opioid neuropeptides in the adherence and migration of
immunocompetent invertebrate hemocytes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 86: 626-
630.

38.- Stefano, G.B., Cadet, P. & Scharrer, B. {1989). Stimulatory effects of
opioid neuropeptides on locomotory sctivity and conformationsl changes in
invertebrate and human immunocytes: Evidence for a subtype of receptor.
Proc. Netl. Acad. Sci. USA. 86: 6307-6311.

30.- Duvaux-Miret, 0., Dissous, C., Gautron, J.P., Pattouy, E., Kordon, C. & Capron,
A. {1990). The Helminth &abistasoms mansoky Expresses s Peptide Similar 1o
Human -Endorphin and Possesses a Proopiomelanocortin-Related Gene. The
New Biclogist 2:93-99.

40.- Gustafsson, MK.S. & Wikgren, M. C. (1981). Release of neurosecretory
material by protusions of bounding memnbranes exlending through the
axolemma, in Piphplleballrivn derdriticum (cestoda). Cell Tissue Res. 220:
473-479. ' s

41.- Mellink, JJ. & Bovenkemp, W. van den. {1985). In vitro culture of
intremgalluscan stages of the avian schistosome Frichati/hercre oceliais 1.
Parasitenkd. 71: 337-351.

83



42.- Schallig, HDF.H, Schut, A., Knaap, W.P.W. van der & De Jong-Brink, M.
(1990). A simplified medium for the {n vitro culture of mother sparacysts of
the schistosome 7richesriharzig arellers Perasital. Res. 76: 278-279.

43.- Sluiters, JF., Brussaard-wast, C.M. & Meuleman, E.A. (1980). The
Relationship Between Miracidial Dose, Produttion of Cercarise, and
Reproductive Activity of the Host in the Combination 7richabiiberzia ocellste
and {ymnses sisgnslis 1. Parasitenkd. 63; 13-26.

44 - Sternberger, L.A. (1986). Immunaocytochemistry. 3a. Ed. New York: Wiley.

45.- Sminia, T., Yen Der Knoap, W.P.W. & Edelenbosch, P. (1979). The rale of
serum factors in phagocytosis of foreign particles by blosd cells of the
freshwater snail £ ymnees stsgre/is Develop. Camp. lmmunol. 3: 37-44.

46.- Roubos, EW. & Van de Ven, AMH. (1987). Marphology of neurasecretory
cells in Basommatophoran snails homologous with egg-lsying and growth-
hermane producing cells of {gninses stagnrelss Gen. Comp. Endocrinol. 67: 7-23.

47.- Dictus, WJAG. & De Jong-Brink, M. {i987). Morphometrical, enzyme
cytochemical and biochemical studies on the secretory aclivity of & femate
accessory sex gland (albumen glend) of the freshwater snail £ymwmecs
stagnsirs. Kaninklijke Nederlandse Akademie ven Wetenschappen C90: 257-
271.

48.- Slocum, R.D. & Roux, JR. (1982). An improved method for the subceliular
localization of calcium using @ modification of the antimonate precipitation
technique. J Histochem. Cytochem. 30: 617-629.

49.- Sokal, RR. & Rohlf, F.J. (1969). Biometry. San Francisco: Freeman.

S0.- Bliss, CJ. {1967). Statistics in Biology. Vol. 1. New York: McGraw-Hill.

91.- wilk, M.B. & Shapiro, SS. (1968). The joint assessment of normality of
several independent sampies. Technometrics 10: 8§25-839.

52.- Steel, R.G.D. & Torrie, JH. (1960). Principles and Procedures of Ststistics.
Newr York, Toronto, London: McGraw-Hill.

53.- Keenan, L. & Koopawitz, H. (1982). Physiology And 77 s//iz1dentification of
Putative aminergic Neurotransmitters in the Nervous System of Lyracaiyle
limbrista, a Parasitic Flatworm. J. Neurobiofogy 13: 9-21.

84



54.- Webb, RA. (1936). The uptake and metabolism of L-glutamate by tissue
slices of the cestode Aymenalenis giminute. Comp. Biochem. Physiol. 85C:
1S51-162.

55.- Webb, RA. (1968). ReleAse of exogenously supplied (3H)glutamate and
endegenous glulemate from tissue slices of the cestode Aymeana/apis
dimirts Can. J. Physicl. Pharmacol. 66: 889-894.

S6.- Thompson, CS. & Mettrick, DF. (1989). The effects of 5-
hydroxytriptamine and glutamate on muscle contraclion in Aymem/an/s
a@iminuig(Cestoda). Can. J. Zool. 67: 1257-1262.

97.- Webb, RA. & Eklave, H. (1959). Demonstration of intense glutamate-like
immunoreactivily in the longitudinal nerve cords of the cestode Aymeraienis
diminuis Parasitol. Res. 75: 545-548.

58.- Eklove, H. & Webd, R.A (1990}, Glutamate-like immunoreactivity in the
ceslode Humanalgpis dimipyta. Can. J. Zool. 68: 2417-2423.

S9.- Eklove, H. & webb, RA. (1991). The effect of L-glutamatle and reiated
agents on adenylate cyclase in the cestode Aymene/epis eiminute Can. J.
Physiol. Pharmacal. 69: 28-36.

60.- Ottersen, OP. & Storm-Mathisen, J. (1984). Glutamate- snd GABA-
Contsining Neurons in the Mouse and Rat Brain, as Demonstrated With a8 New
immunacytochemical Technique. J. Comp. Neurology 229: 374-392.

61~ Ottersen, OP. & Storm-Mathisen, J. (1989). Different Neuronal
Locelization of Aspartate-like and Glutamate-like Immunareactlivities in the
Nippecampus of Rat, Guinea-pig and Senegalese Babboon (Papia papio), with &
Note on the Distribution of -Aminobutyrate. Neurescience 16: S89-606.

62.- Price, D.A. & Greenberg, MJ. (1977). Structure of a molluscan
cardioexcitatory neuropeptide. Science 197: 670-671.

63.- Stemm, AS., Lewis, RV, Kimuru, S,, Rossier, J,, Geber, LD, Brink, L., Stein,
S. & Udenfried, S. (1979). isolation of the opioid heptapeptide Met-enkephalin
(ArgB, Phe?) from bavine adrenat medullary granules and stratium. Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 76: 6680-6683.

85



86

64- Dockray, G.J., Reeve Jr., JR., Shively, J., Gaylon, RJ. & Barnard, CS.
(1983). A novel active pentapeptide from chicken Drein identiified by
antibodies to FMRFamide. Nature 305: 326-330.

65.- Joasse, J. & Geraerts, W.P.M. {1990). Neuropeptides: Unity and Diversity, A
Molecular Approach. En: Insect Neurochemistry and Neurophysioclogy. (AB.
Borkovec y E.P. Masler, eds.). The Humana Press Inc. pag. 3-38.

66.- Ebberink, RH.M, Price, D.A,, Loenhoul, H. van, Doble, KE., Riehm, JP,
Geraerts, W.P.M. & Greenberg, Md. (1987). The 8rain of (ymnees Contains 8
Family of FMRFamide-Like Peptides. Peptides 8: 515-522.

67.- Cottrell, G.A. (1989). The biology of the FMRFamide-series of peptides in
molluscs with special reference to Ae7ix Comp. Biochem. Physiol. 934: 41-45.

68.- De Loof, A. & Schoofs, L. (1990). Homologies between the aming ecid
sequences of some veriebrate peptide hormones and peptides isolated from
inveriebrate sources. Comp. Biochem. Physiol. 958- 459-468.

69.- Magee, R, Fairwealher, |, Johnston, CF., Halton, D.W. & Shaw, C. (1989).
immunocytochemical demonstretion of neurcpeplides in 1he nervous system of
the liver fluke, Faseia/s hepsiics (Trematods, Digenea). Parasitology 98: 227-
238.

70.- Skuce, P.J., Johnston, C.F., Fairweather, |., Halton, D.W. & Shaw, C. (1990).
A confocal scanning laser microscope study of the peptlidergic and
serotoninergic companents of the nervous system in larval ScA/stosams
mensori. Parasitology 101: 227-234.

71.- Hirata, T., Kubota, |., Takabatske, 1., Kawahara, A., Shimamoto, N. &
Muneoks, Y. (1987). Catch-relaxing peptide isolated from Ai#//us pedal
ganglia. Brain Res. 422; 374-376.

72~ Hirala, T., Kubota, (., Imada, M., Muneoka, Y. & Kobayashi, M. {1969).
Effects of the Catch-Relaxing Peptide on Molluscan Muscies. Comp. Biochem.
Physiol. 92C: 263-288.

73.- Walker, R.J., Mat lais, AM, Sharma, R., Pedder, S., Kubota, |. & Muneogka, Y.
{1991). Actions of catch relaxing peptide, CARP, end other peptides on Ae/ix
central neurons. En: Molluscan Neurobiology. (K.S. Kits, HH. Beer and J. Joosse,
eds.). North Hotisnd Publishing Company, Amsterdam. pag. 97-102..



74- Kuroki, Y., Kanda, T., Kubota, [, Fujisawa, Y, lkeds, T., Miura, A,
Minamitake, ¥. & Muneoka, Y. (1990). A molluscan neuropeptide related to the
crustacean hormone RCPH. Biochem. Bigphysical Res. Comm. 167: 273-279.

75~ Croll, RP., Minnen, J. van, Kits, KS. & Smit, AB. (199(). APGwamide:
Molecular, histological and physiological examination of a novel neuropeplide
involved with reproduction in the snail, {ymnecs slagnsiis. En: Moluscen
Neurobiology. (K.S. Kits, HH. Boer and J. Joosse, eds.). North Holland Publishing
Campany, Amsterdam, pag. 248-254.

76.- wWebster, LA. & Wilson, RA. (1970). The chemical compasition of
protonephridial canal fluid fram ihe cestode Aymand/epis dimimste Comp,
Biochem. Physigl. 39: 201-2Q9,

77.- Barrett, J. (1991). Amino Acid Metabolism in Helminths. Advances in
Parasitology 30; 39-105.

78.- Cousin, CE. & Oorsey, CH. (1991). Nervous sysiem of Sctrsiasame
mensanicercaria: organization and fine structure. Parasitol. Res. 77: 132-141.

79.- Lewert, RM & Hopkins, DR. (1965). Cholinesterase aclivity in
Schisasiame mensans cercariae. J. Parasitol. 51: 616.

80.- Fripp, PdJ. (1967). Histochemical localization of esterase activity in
schistosomes. Exp. Parasitol. 21; 380-390.

B1.- Bruckner, DA. & Voge, M. {1974). The nervous system of larval
Schistasome monsonr as revealed by acetycholinesterase steining. J.
Parasital. 60: 437-446.

82.- Orido, ¥. (1989). Histochemical evidence of the catecholamine-associated
nervous system in certain schistosome cercariae. Parasitol. Res. 76: 146-149.

83.- Grabda-Kazubska, B. & Moczon, T. {1981). Nervous system ond chaetotaxy
in the cercaria of #Haglamelire cylindreces (Zeder, 1800) (Digenea,
Plagiarchiidae}. Z. Parasilenkd. 65:53-61.

84.- Niewiadomska, K. & Moczen, T. (1982). The nervous system of
Dipiostamum psaudospothacaum Niewiasdomska, (Digenea, Diplostomatidae). Z.
Parasitenkd. 68: 295-304.

85.- Fairweather, |, Mahendrasingam, S., Jahnsion, CF., Halton, D.W. & Shaw, C.
{1990). Peptidergic nerve elements in three developmental stages of the

a8z



tetraphyllidean tapeworm 7r7/acw/oria aconthiseyuigeris Parasitol. Res. 76:
497-308.

B6.- Kumazawa, H. & Moriki, T. (1986). Immunoenzymatic demonstration of a
presumptive prolactin-like substance in Aymenelepis nens. L. Parasitenkd.
72:137-139.

87- Thorndyke, ML. & Wwhitfield, P.J. (1887). Vasoactive Intestinal
Polypeptide-like immunareactive Tegumental Cells in the Digenean Helminth
Echipastoms ler Possible Role in Host-FParasite (nteractions. Gen. Comp.
Endocrinal. 68: 202-207. :

8B8.- Hockley, DJ. (1972) Schislasome meansani the developmen! of the
cercariat tegument. Perasitology 64: 245-232.

B9.- Hockley, D.J. & Mclaren, 0.4 (1973). Schistasams mansans Changes in the
outer membrane of the tegument during development from cercaria 1o adult
worm. Int. J. Parasitol. 3: 13-25.

90.- McLaren, D.J. (t980). Sobisiosame mensani The parasite surface in
relation to host immunity. En: Tropical Medicine Research Studies (KH. Brown,
ed.). Research Studies Press, Chichesier. pag. 195-229.

91.- Goetzl, £EJ, Chernay, T, Rencld, F. & Payan, D.G. (1985). Neuropeptide
regulstion of the expression of immediate hypersensitivity. J. immunol. 135:
802-80S3.

92~ Payan, D.G. & Goetzl, EJ. (1985). Modulatian of lymphocyte function by
sensory neurcpeptides. J. Immunol. 135: 783-786.

93.- King, J.A. & Millar, RP. (1979). Phylogenetic and Anatomical Distribution
of Somatastatin in Vertebrates. Endocrinlogy 105: 1322-1329.

94 - Krieger, D.T. (1983). Brain Peptides: What, Where, and Why? Science 222:
975-98s.

95.- Larsson, L. I. (1985). Distribution and morphology of somatostatin cells.
Adv. Exp. Med. Biol. 188: 383-403.

96.- LeRoith, D, Roberts Jr, C., Lesniak, M.A. & Raoth, J. (1986). Receptors for
intercellular messenger mofecules in microbes: Similarilies to vertebrate
receptors and possible implicalions for diseases in man. Experieniia 42Z. 762~
788,



97.- Berelowitz, ™., LeRoith, D, Schenk, H. von, Newgard, C, Szabo, M.,
fFrohman, L.A, Shiloach, J & Roth, J. ({1982). Somatostatin-like
immunoreectivity and biological activity is present in 7elrodymmens
Prirarpis, a ciliated protozoan. Endocrinology 110: 19359~1944,

98.- Bautz, A., Schilt, J., Richoux, J. P. & Dubois, MP. {1980). Detection
immunocytologique, denombrement et localisation des cellules @
somatostatine (SRIF) chez deux especes de Planaires, ugesie lugitais el
Dendraceelum facteum (Turbeilaries, Triclades). C.R. Acad. Sc. Paris 291(Serie
D): 833-836.

99.- Leske, L.D, Crowe, R & Burnstack, G. (1986). Laocalisation of substance P-
, Somatostalin-, vasoactive intestinal polypeptide- and met-enkephalin-
immunoreactive nerves in the periphersl and central nervous systems of the
teech (Hirida medicinglis). Cell Tissue Res. 243; 345-351.

100.- Dhainaut-Courtais, N, Tramu, G., Beauvillain, JC. & Massan, M. (19866). A
guaiitative approach of the Aere/s neuropeptides by use of antidodies to
seversl vertebrate peptides. Neurochem. Int. 8: 327-338.

101.- Schot, LPC, Boer, HH, Swaab, DF. & Noorden, S. van. (1981).
Immunocytochemical demonsiration of peptidergic neurons in the centrel
nervous system of the pond snail Lumases siegns/is with antisera raised to
biologically active peplides of vertetrates. €Cell Tissue Res. 216: 273-291.

102.- Martin, G. & Dubgis, HP. (1961). A somatostatin-like asntigen in the
nervous system af an isopod Fareeliia gilelelys Brandt. Gen. Comp. Endocrinol.
45: 125-130.

103- E!-Salhy, M., Feikmer, S., Kremer, K.J. & Speirs, RD. (1983).
Immunohistochemical investigations of neuropeptides in the brain, corpora
cardiaca, and corpora allaia of an adult lepidopteran insect, Mangice sexts (L).
Cell Tissue Res. 232: 295-317.

104~ Fritsch, H.AR., Van Noarden, S. & Pearse, A.G.E. (1979). Localization of
somatostetin-, substance P- and calcitonin-like immunoreactivity in the
neural ganglion of [7ane inlestinelis L. (Ascidiaceae). Cell Tissue Res. 202:
263-274.

10S - Brazeau, P., Vale, W., Burgus, R, Ling, N, Bulcher, M, Rivier, J &
Guillemin, R. ((973) Hypothalamic polypeptide thal inhibits the secrelion of
immunareactive pituitary growth hormone. Science 179. 77-79.



106.- Benait, R., Bohlen, P., Brazeau, P., Ling, N. & Guillemin, R. (i1980),
isolation and characterizetion of rat pancrestic somatostatin. Endocrinoiogy
107: 2127-2129.

107.- Noe, B.D., Spiess, J, Rivier, JE. & Vale, W. (1979). [solation and
characterizetion of somatostatin from anglerfish pancreatic islet.
Endocrinology 105: 1410-1415.

108.- Plisetskaya, EM., Pollock, H.G., Rouse, J.B., Hamilton, J.W., Kimmel, JR.,
Andrews, P.C. & Gorbman, A. (1986). Characterization of cohg salmon
{Grcarfgnehius kisulch istel somatostatins. Gen. Comp. Endecringl. 63: 252-
263.

109.- Magee, R.M., Fairweather, |, Shaw, C., McKillop, J M., Montgomery, W.l.,
Johnston, CF. & Halton, DW. ({1991). Guantification and partial
characterization of requlatory peptides in the liver fluke, Fascig/s henslics,
from different mammaliian hosts. Comp. Biochem. Physiol. 99C: 201-207.

110.- McKay, DM, Shaw, C., Halton, D.W., Johnston, CF., Fairweather, . &
Buchsnan, K.0. (1990). Memmatian reguletory peptide immunoreectivity in the
trematode parasite Agnlameairs cylindracas and the lung of its frog host, Kone
{emporsr7s. Comparative chromatographic characierisation using reverse-
phase high-performance liquid chromatography. Comp. Biochem. Physiol. 96C:
345-351.

[11.- McKay, DM., Fairweather, [, Johnston, CF., Shaw, C. & Halton, D.W.
{1991). Immunocytochemicsl and radioimmunometrical demonstration of
serotonin- and neurcpeptide- immunoreactivities in the adult rat tepeworm,
Hymenaleprs giminuts (Cestoda, Cyclophyllides). Parasitelogy 103: 275-289.

112.- Reuter, M, Lentonen, M. & Wikgren, M. (1988). Immunocytochemical
evidence of neurpactive substances in Tialworms of different tavs- a
comparison. Acta Zool. (Stockh.) 69: 29-37.

113.- Wikgren, M., Reuter, M. & Gustafsson, M. (1986). Neuropeptides in free-
living and perasitic flatworms (Platyhelminthes). An immunocytochemical
study. Hydrobiologia 132; 93-99.

114~ Schallig, H.D.F H., Bergamin-Sassen, M.JM,, Hordijk, P.L. & De Jong-Brink,
M. {1991). Frichatithereis acellsts influence of infection on the fecundity of
its Intermediate snall host {ymnses stagnslis and cercarfal induction of the

90



reiease of schistosomin, & snall neuropeptide antagonizing female
gonadotrepic harmones. Parasitology 102: 85-91.

1195~ Gustafssen, MKS., Lehionen, MA.l & Sundler, F. (1986).
Immunocytochemical avidence for the presence of “mammalian™ neurohormonal
peplides in neurones of the tapeworm Dipkylabothriwn demdriticom Cell
Tissue Res. 243: 41-49,

116.- Catto, B.A. & DOttesen, E.A. (1979). Serotonin yptake n schistosomules of
Schistesome mansoni. Comp. Biochem_ Physiol. 63C: 235-242.

117~ Bennett, J & Bueding, E. (1973). Uptake of S-hydroxytriptamine by
Schistesame menser. Molec. Pharmac. 9: 311-319.

118.- Richard, J, Klein, MJ. & Stoeckel, ME. (1989). Neursl and glandular
localisation of substance P in fotinestams csprani (Trematoda-Digenea).

Parasitol. Res. 75: 641-643.

119.- Basch, PF, & Gupta, B.C. (1988). Immunocytochemical localization of
reguletory peptides in six species of trematode parasites. Camp. Biochem.
Physiol. 91C: 565-570.

20.- Bautz, A., Schilt, J & Slephan, F. (1983). Evolution des cellules @
somatostatine asu cours de la regeneralion chez la plenaire Desdracaelism
fecteym CR. Soc. Biol. 177: 666-67 1.

91



AGRADECIMIENTOS:

SON MUCHAS LAS PERSONAS A LAS QUE DEBU AGRADECER EL APOYD, ACADEMICO Y
MORAL, GQUE ME DIERON PARA LOGRAR ESTA META, Y AUNGUE NO ME ES POSIBLE
NOMEBRAR A TODAS, TRATARE DE MENCIONAR ALGUNAS:

Ph.D. JULID SEPULVEDA SAAVEDRA Y Ph.D. MARIJKE DE JONG-BRINK, QUISIERA
AGRADECERLES SINCERAMENTE TODG EL APOYD RUE ME HAN BRINDADO, GRACIAS
POR SU DRIENTACION, POR LA TRANSMISION DE CONOCIMIENTO, Y POR SUS
VALIDSAS CRITICAS QUE ME HAN PERMITIDD LOGRAR ESTE OBJETIVO.

MARID CESAR SALINAS CARMONA, GUADALUPE ARREDONDD DE ARREOLA, MARID
MORALES VALLARTA, CARLOS MEDING, HARRY BOER, HENK SCHALLIG, MARJA
RAMKEMA, LIES MEULEMAN, WIM SCHOUTEN, RENE AMEN, WIL VAN DER KNRAF,
NDRA FRIAS, JAN VAN MINNEN, CAROOL POPULIER, WIM VAN DEN BOVENKAMP,
JOSE SAUL MARTINEZ, TINEKE BROERS-VENDRIG, GUADALUPE MARTINEZ, MARION
BERGAMIN-SASSEN, VICTOR HUGO, JERRY SLOSTRA, ROSA PATRICIA FENILLA, J.
JOOSSE, BEATRIZ GONZALEZ, LINDA MULLER, CARAY, LUPITA, CORA, CHIQUIS,

WALTER, MECHE, ADN, RICARDO, IRENE MEESTER, ETC, ETC. ETC. ETC. ETC.

~ QUISIERA ADEMAS AGRADECER A EL GOBIERNO DE HMEXIEO (CONACYT) Y AL

GOBIERND DE HOLANDA (NUFFIC! POR LAS BECAS OTORGADAS PARA LA

REALIZACION DE ESTE TRABAIO.






