RESUMEN

Las tecnicas inmunocitoquimicas aplicadzs a cortes histoldgicos vy
montajes totales de larvas de parasitos digenecs han ﬁermitida
detectar la presencia y localizacidn de glutamato v neuropeptidos
aislados de vertehrados e invertebrados. En Irichobilharzia
ocellata se pbservd inmunoreactividad (IR) enz 1) En el sistema
nervioso de la miracidia con antisueros dirigidos & Glutamato,
Catch relaxing peptide (CARP}, FMRFamida, APGBWamida, Péptido o de
las c&lulas caudodorszles (o—CDCP}, Arg—Vasopresing,
Arg—Vasotocina, Oxitocina, Dinorfina, y Hormona a estimulante de
los melangcitos (o—MSH). En las células germinales se detertd IR a
Met-encefalina. 2 En el esporocisto madre se observd IR en  las
celulas germinales con un antisuero contra Met—encefalina. 3} En la
cercaria s= encontrd IR en el sistema nervioso con antisueros en
contra de Glutamato, CARP, FMRFamida, Peptido cardiaco pegueiio
(SCPB), Arg-Vasopresina, Arg—Vasotocina, Prolactina y Substancia P.
Algunas neurosubstancias fueron localizadas an celulas no
neurocnaies en esta especie de cercaria: FMRFamida en las glandulas
de escape; APGWamida en celulas flamigeras; y Met—encefalina en
c&lulas indiferenciadas precursoras de mUsculo, y en algunas
células de los conglomerados germinales.

En la cercariz de Schistosoma mansoni se encontrd IR 2n el sistema
nervioso con antisusros dirigidos en contra de Blutamata; CARP,
FMRFamida, o~CDEP, y colecistocinina (CCK). Tambidn fueron

encontradas neurcpsubstancias en celulas no neuronales: FMRFamida en



las glAndulas de esczpe; Somatostatina en c&lulas subtegueentales;
y Met-encefalina en cé¢lulas indiferenciadas de 1a cercaria en
desarrolla y de los conglomeradas germinales.

En\Diplosicumm spathareum se detectd IR en el sistema nervioso de:
1} La cercaria rcan antisueros en cantra de CARP, FMRFamida, o—CDCP,
Arg-Vasopresina, y Substancia P. IR a Met-encefalina se ocbservd en
la misma localizacién que pn las dos especies de cercarias
interiares. 2)'En Ia wmetacercariz IR en el sistema nervioso fue
detectada con Glutamato, CARP, FMRFamida, APGWamida, SCPs, o-CDCP,
Harmona de las células caudodorsales [ (CDEH-1), Arg-Yasopresina,
Arg-Vasotocina, y Substancia P. En egta dltima etapa larval es
naotoria la inervacidn peptidérgica del organo adhesivo-absortiva.
Los resultados son discutidos con relacidn a3 las posibles funcianes
intrinsecas, y en relacidn a interacciones huésped-parasito.

A diferencia de los paradsitos digeneos da 1a familia
schistosomatidae, el suera de L. stagnalis jnfectado con D.
spathoceum no afecta la accidn de la calfluxina sobre las
mitocondrias de células de la glandula del albumen, Io que puede
indicar que el parasito no ocasiond la liberacidn de esquistosomine

del sistema nervioso ceﬁtra] de su huesped intermediario.



INTRODUCCION

Los tremafodos digeneos poseen los ciclos de vida mas complejos
entre todos los miembroz del reino animal. Muchas Enfermed;des ds
considerable importancia médica y economica saon causadas  durante
las etapas parasiticas de estos corganismos, ejemplos son: La
esquistosomiasis, que afectz alrededor de 200 millones de personas
en paises de regiones tropicales & vy, 1la diplostomiasis, gque
afecta a un: amplia variedad de especies de petes @.3.

Estos paracitos pertenecen 2l filoc platelminteos, que son
filocgeneticamenis 1Gs primeros organisacs con centralizacion del

sistamy nervicss. En gusencia de glandulas endocrinas y o2 4n

sistema cCirculaicsrio adecuzda, el —aomponente  neurosecreioria
(peptidérgica) parece jugar #n pazel nisgrativo muy iasporiapia en
este gripe de crganismos. kxister  szrios datos gae el ic
sucuisren: 1} Frazcicnes nsurcsscreto~ias s=iipulan la sintesiz de

'
jon

uriones neuronvsculares; 33 Parece fener un papel en lz regulacas
2e la madurzcic=s on las etapas larvales, y en ls capacidad de
regensracidn en planarviasy 4) Be ha observado que hay  activacion
del gaterizl neurgsecretogrio dararte 2@ cambio de b atepnad
h-0,40.020,8020,. L3 identificacidn de sghstancias regulatorias

erdogenas en gusanos planos, principalments en trematodos digenecs,

puede dar iformacion interesante acerca de geszratsgias

m

acdaptativas, y desde el punio de vists medico y econdmico.



las estudios dirigidos 8 identificar 1z naturaleza de las
neurosubstancias de platelaintos han detectado la presencia de
acetilcolina y aminas bioggnicas en muchas especies de gusanos
planos, y del aminoacido glutamato en una especie de cestodos
o-17, Estudios similares, con tecnicas de inmunecitogquimica han
mostrado la lecalizacidn en el siséema narvioso de cerca de 30
neuropéptidas de vertebrados «e49.210. Sin embargqu, el pagel
fisioldgico y la estructura aolecular - actualmsente sola el
neurcpeptido F hd sida aislado y coampletamente sequenciada «zom -
de estos neurcpeptidos permanece descanocida. Estudios con
anticuerpos dirigidns en cantra de neuropeptidas de especies @és
relacionadas filogenéticamente podrian ayudar en la identificacidn
da eplementos regulatorios de platelmintos. A la  fecha, s0lo tres
neurcpeptidos aislados de invertebrados han sida reportados en este
filo, FMRFamida y Péptido cardiico pequetio B (5CPe} en las tres
clases de platelmintos, y SALMFamida en turbelarins y rcestodos
21-29,

Estudips inmunocitoquimicos han demastrado también la presenciz de
neurgpeptidos en cé&lulas no neurcnales de platelmintos: Peptido
intestinal vasoactivo, suqatnstatina y gprolactina en celulas
tegumentales, y substancia P. polipeptido YY, y FMRFamida en
c2lulas de la prostata as-e7.ce41a3. Estas substancias semejantes
a neurogpeptidos en localizacidn extraneuronal, espscialmente en
c&lulas tegumentales y en células flamlgeras, podrlian ser
secretadas dentro del huésped y jugar algun papel en las
interaccianes hu¢sped-parasito. De hecho, se ha demostrado que

algunas larvas del cicla de vida de platelmintgs producen vy



secretan material con caracteristicas Similares a las
neurosubstancias de vertebrados: Las etapas plerocercoides de
cestodos secretan una substancia homdloga 2 la  hormona de
crecimiento de maml feros iz4}, Esta tiene un pesg wmolecular
similar ¥y muestra inmungreactividad & <cuatro anticuerpos
monoc lonales especi ficos para cuatro diferentes determinantes
antigenicos de lz hormona de crecimiento humana (2m. Se puede unir
a receptores de la hormana de crecimientc de saml feros y  mostrar
afectos sobre el crecimiento del huédsped y el sistema inaune
simulanda a la hormona producida por el huésped <2s.27).

Lgs trematados digeneos utilizan cararoles de agua dulce como ung
de sus huécpedes intermediarias, alrededor de 1z semang 9
postinfeccidn causan en &stos una drastica reduccidn & una
inhibici¢én total de la fecundidad (castracion parasitica) y, cuando
san infectadas en etapas juvenilas, unga estimulizcion del
crecimiento corporel (crecimiento gigantel! «2ze:. Estos efectos
parecen ser causadas par el neurapeptido esquistosomina, derivado
del caracol <o, el cual antagoniza los efectos de las hormonas
ganadatropicas del caracol schre los arganas del aparato
reproductar femenino so-sm. Un factor producido por la cercaria
parece ser el responsablie de la liberacidn de esquistesomina por el
sistema nervioso central (SNC) del caracol @, sin embargo, 1a
naturaleza de este factor as descanocida. Neuropeptidos,
aminodcidos, esteroides, entre otros, son posibles candidatos.

la esguistosominz, causante de ls ‘castracidn parasitica en
caracoles infectados, ha sido aislada y caractarizada recientemente

de el cerebro del caracol L. stagralig, resultanda ser una proteina



de 79 aminoicidos con un peso molecular de B780 daltons (34). Fue
primeramente detectadz en la hemclinfa de iaﬂ!ﬂﬂﬂ E!ﬂungllb
infectado con Trichabilkarzia ocellata, posterigrmente ha side
detectada en la hemolinfa de caracales infectados con tremztodos de
la misma familia schistosomatidae. Sin embargo, ng se conoce si  la
presencia de esta moléculz es un fendmeno general en caracoles
infectados can trematodos digeneos. El efecta iphibitorio de
esquistosomina sobre una de las hormonas gonadotropicas femeninas,
la rcalfluxina (CaFl), puede ser demosirado por unda  $écnica
ultracitoquimica empleandc antimoniato de potasio., para demostrar
dépasitos de calcio. La CaFl estimula la entrada de calcio en la
mitocondria de la gléandula del albumen, una de las glandulas
saxuale.s femeninas de caracoles ey, El porcentaje de mitocondrias
can dépositos de calcio puede ser tomado comc una medidaz del efecto
estimulante de la CaFl. la esquistosomina inhibe el efecto de 1la
CaFl (aco-91,114).

En etapas tempranzs de infeccian T. acellata zfecta al sistema de
defensa inmune de su huésped intermediarioc L. stagnalis,
ocasiananda primeramente un Lncremento en la actividad fagocitica
de los hemocitos, por un factor derivado del parasito, y
pastericraenta una supresidn de la actividad fagocitica, por un
factor derivado del sistema nervioss del caracel. Un  factar
derivado del esporocisto madre parece inducir 1la liberacicn de este
factor «95.3%. Se ha planteado la hipdtesis de gue estos factores
activadores y supresores de .la actividad fagocltica son péptidos
derivados de precursores de peptidos opicides, dehida a que ha sidg

demostrado gue estos p&ptidas afectan la conformacidn, migracicon y



adherencia de hemoritos de moluscos «s7,am. Duvaux-Miret Yy col,
3¢ encantraron que dos oligorucledtidos con secuercias
especi ficas pars precursores de peptidos opioides mostraban

hibridizacion significante con el ADN de Schistasoma msansoni.
Ademds, con radiginmunoensayos encontraron inmsunoreactividad para
o-MSH, ACTH y f3-Endorfina. Estudios inmunocitoquimicos a 1a  fecha
gnicamente han detectado inmunoreactividad a Leu—Encefzlina en

trematodos <S40,



HIPOTESIS

A} ALGUNAS SUBSTANCIAS REBULADORAS PRESENTES EN LAS ETAPAS LARVALES
DEL CICLO DE VIDA DE LOS PARASITOS DIGENEDS SON SIMILARES & LAS DE
VERTEBE-ADOS Y OTROS INVERTESRADOS FILOGENETICAMENTE SUPERICRES A

PLATELMINTOS,

g) DIPLOSTOMIM SPATHAEUM, UN PARASITC DIGENED, DCASIONA LA
LIBERACION DE ESRUISTOSOMINA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE
LYMNAEA STANALIS, AL IGUAL QUE DIGENEUS DE LA FAMILIA

SCHISTOSOMATIDAE.



OBJETIVOS

OBTENER ETAPAS LARVALES DE PARASITOS DIGENEQS:

-~ tavas DE T. ocellata:
= Miracidias =
platyrivvnchos) ,

partir de el huésped definitivo

{Anas

- Esporocistas madre, obtenidos ocasionando la transformacidn

in vitro de las miracidias.
- Conglomerados germinzles,
cercarias libres a
{Lymnacsa stagnalis).
~ LARVAS DE 5. mansonmi:
= Conglomerados germinales,
cercarias libres a
(Biomphalaria gliabrata).
- LARVAS DE D. spathaceum:

= Conglomerados germinales,

cercarias libres g partir de

stagnalis),

- Metacercarias a partir de el

reticulatis)y,

partir

partir

cercarias en desarrollo, ¥y

de =1 hussped intermediario

certarias en desarrollo, Y

de el huésped intermediaria

Targarias en desarrol.a, ¥

el hussped intermediario (L.

huéspad intermediaria {(lebistes

DETECTAR LA PRESENCIA Y DISTRIBUCION DE NEURUSQBSTQNEIQS EN ETAPAS
LARVALES DE PARASITOS DIGENEODS POR METODOS INMUNOCIFOQUIMICOS:

- AMINDACIDGS,

NEUROPEPTIDOS

AISLADOS DE  VERTEBRADOS Y

NEUROPEPTIDAS AISLADOS DE INVERTEBRADOS.

— En esporocistos hijo, etapas cercarizles en desarrollo, ¥y

cercarias libres de 1T. ocellata, 5, mansoni, y D. spathaceum.

- En metacercariss de D. spathoceum,

ocel lata.

y miracidias de T,

- PEPTIDOS DERIVADOS DE PRECURSCRES OPICIDES.

= En miracidia y esporocistas madre de T. ocellata.

DETECTAR LA PRESENCIA DE ESQUISTOSOMINA EN LA HEMDLINFA DE

L. STANALIS  INFECTADD
MCRFOLOGICOQ-BIOQUIMICOS.

CON

D.  SPATHACEIN

PGR METODOS



MATERIAL Y METODCS

OBFTENCION DE ETAPAS LARVALES DE PARASITICS A PARTIR DE  SUS
HUESFPEDES,

Huavos de Schistosomz mansoni (cepa Puerto Rico) fueron obtenidos
de higado de ratédn (Mus musculus): Raitones (cepa CDL) fuerun‘
infectados con cercarias del digenep (las colas fueron sumergidas
por 10 min. en 50 ml. de agua can aproximadamente 200 cercarias).
Despues de sacrificar a los ratones por dislocacidn cervicai, el
higado fue abtenido y homogenizado, centrifugado  (3000rpa/3mind,
lavado dos ccasiones mas an suero fisioldgico, y posterigraente dos
veces en agua libre de cobre. Todo el procesc a 4 °8. Los  huevos
aisladas fueron colocados en agua libre de cobre, 3 una temperatura
de 23 °C, can una fuepte de luz de 100 watts, Despues de dos horas
las miracidias pudieron ser chtenidas.

Huevos de Trichobilharzia ocellata fusran obtenidos de encrementao
de pata (Anas platyrrhynchos), camo fue descrito por Mellink y Van
den Bovenkamp <41:. Las miracidias fueron estimuladas a emerger de
los huevos aplicandoles una fuente de luz (1090 wattis),

Huevos de Diplostommmm spathaceum obtenidos de gaviotas (Larus
argentatus), fupran enviados desde la Universidad de Aberdeen,
Escaciz, par el dactor L. H. Chappell. Los huevos fueron incubados
de 8 2 L2 dias a 25 ~C, con cambia de aqgua cantinug. Despues dae

este periodo las miracidias fueran estimuladas a emerger de  los

10



huevos apliczdoles una fuente de luz {100 wat:s),

Infercidn.

Caracoles, Lywwaed stagnalis, con caparazones de 10 mm fueran
infectados con 10 miracidias de T. ocellata.

Caracoles, Lyenaea siggnalis, con caparazones de & mm  fueran
infectados con & miracidias de D, spathaceum,

Caracoles, Homphalaria glatrata, con caparazones de 10 am fueron
infectados con 10 miracidias 3. marsomi,

El proceso de infeccidn fue llevado a cabo en camaras de cultive de
23 cubos. Los caracoles fuergn incubados con las miracidias por 3
hrs. 2 25 °C, en 3 m]l de agua libre de cobre.

Caracoles infectados fueron alimentados con lechuga (L. stagralis)
& con alimentc para peces (B. glabrata), ad 1ibitum, y mantenidos a
un perioda de 12 hrs luz — 12 hrs gbscuridad, con coniinue cambio

de agua (agua libre de cobre), y & una temperaturs de 20 -C.

Obtencidn de gsporocistos madre.

Miracidias de 7. ocellata fueron selectivamente aisladas ]
incubadas en medio de cultivo a 21 ~C, para su transformzcidn  in
vitro €n esporocistos madre, de acuerdo al métado de Schallig vy

colzboradores (42).

Obtencisn de esparocistos hijo y cercarias libres.

Después de B z 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 caracoles infectados, en esta regidn se encuentran

11



psporocistos hijo conteniendg conglomerzdos germinaies y  cercarias
en desarrollo. En el caso de caracoles infectados con D, spaihaceim
fue tomado el caracol cumplgﬁa. detide 2 que los esporocistos hijo
de ecta esperie se encuentran distribuidos en todo el cuerpo del
molusca.

Obtencidn de metacercarias,

Cercarias del gusano del oja (I spathacewm) fusron obtenidos parz
infectar quppies (lebistes reticulaiis). Llos peces fueron colacados
en recipientes caon 30 ml de agua con cercarias, y fueron incubados
por T hrs a 23 °C. Posteriormente fueron colocados en peceras, con
continua provisidn de aire, y alimentados con Tetrz-Min. Entre I vy
7 meses postinfeccidn, los cristalinos de los ojos de los peces

fueron disecados parz obterner las metzrercarijias.

INRMUNCCITOQUTMICA.

CORTES.

Las miracidias de 7. oceliata, el tejido de caracoles contenienda
egparocistos hija de las tres espeties de pardcsitos, vy las
cercarias litres de 1las tres espacies de trematodos, fueron
pracesados por tres tipos de fijacidn: 1) Fijador de Bouin, 1& hrs
a 4 <C; 2) Glutaraldehido al 1% por 2 hes 2 4 ~C; 3) Congelados
sumergiendo los especimenes en fredn—-22, enfriada &gn nitrageno
l{iquido, despuss el material fue criosecads a -45 °C por 40 hrs  y
fijado en vapor de paraformaldehido por 2 hrs a &0 <C. El material
fijado fue transferido a parafina liguida {puntg de.fusion 54 <Cj.
Los cortes fueran hechos de 9 & 7 micras, de las wmiracidias &

£ercarias, respectivamente.
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Las inmunatinciones con anticuerpos se hicieron con la técnica de
peroxidasa-antiperoxidasi: 4. Después de desparafinar los cortes,
la actividad de perovidasas enddgenas fue inhibida con perdxido de
hidrdgeno diluido en wmetanel (0.1%). Luego los cortes  fueran
hidratados en buffer de fosfatos O.1M, pH 7.4 + 0.1% de detergente
Tweeqrzo {b-tween}. Lz incubacién con el primer anticuerpo (vea la
tabla 1}, diluido en b-tween, fue por 16 hrs 2 4 =C, lavadas das
veces (D min) en b—-tween, ¢ incubados con el segundo anticuerpo
(DAKO  Immunocytochemical Products, Dinamarca) - anticuerpos
conjugados & peroxidasa de ‘rébano: cerdo—anticone;qa,
conejo-antiratdn, 4 rata-anticonejo - diluido 1:200 en b-tween. Lla
actividad de peroxidasz fue detectada con diaminghenzidina 0.03%

{Sigma D5637! con perdxido de hidrdgeno ¢.04% en buffer de fosfatas

0.1M, pH 7.4.

Monta je total

Las miracidias y wcporocistos madre de 7. ocellgta, cercarias
libres de las tres especies y metacercarias de D. spathateum, se
fijaron en paraformalidehido al 4% en HEPES 0.05M, pH 7.4, por 4 hrs
3 4 "C. Despues se lavaron por 1& hes 8n HEPES a 4§ <L, y se
incubaron can el primer anticuerpo (vea Tabla 1) diluida en HEPES
0.05M, pH 7.4, mas 0.3% de Triton—X10Q, més 1% de albumina serica
bovina, mas 0.2% de gzida de sodio {(buffer HEPES-T}), por 48 hrs a 4
°L. Posteriormente fueron lavadas 24 hrs en HEPES-T, ¢ incubados en
el segundo anticuerpo (DAXO Immunocytochemical Products, Dinamarca)
~ anticuergos cgnjugados a isgtiocianato de fluorescelnas:

Cerdo-anticonejo ¢ conejo~antiratén - diluida 1:200 en HEPES-T.

13



14
Después de lavarlos en HEPES, fueron montades en glicerol al  BO%

mis 1% de ethilenamida.

(z} Omisidn del antisuero primariocj (b} Incubacidn en suero no
inmune; (c) Abscrcidn en fase liguida con el antigeno homSlogoy {(d)
Incubacidn del antisuero primario con la proteipa acarreadora {en

aquellos casos en que fue usadal.



Tabla 1: Antisueros usados.

—

ANTISUERO

Acido y—aminobutirico(BABA)

fAcido y-aminobuti rico{GABA)
Anti-Lymnaea-Monoclonai-Antibodies & (ALMAG) %
APGWamida#*

Calfluxina{CaFl}+

Catch relaxing peptide(CARP)*
LColecistocinina (CCK)}

Colecistocinina (CCK)

4Hdmonoc lonal#*

Dinorfina

Dopamina

‘a-Endarfina

f3-Endorfina

Factor de crecimiento epidermal (EGF)
Factor de crecimierts fibroblasticofFGF)
Factcr liberador de corticotropina (CRF)
FMRFzmida*

Slutamato

Hormona adrenccorticotropica (ACTH) (1-24)
Hormona adrenocorticotropica (ACTH} {25-39)
Hormona adrenocorticotropica{ACTH) (4-10)
Hormona adrenocorticotropica(ACTH) {10-13)
Hormona adrenocorticotropica{ACTH) (11-17)
Hormona adrenacorticotropica {ACTH) (18-24)
Hormona concentradora de melanocitos{MCH)

Hormona de crecimiento (humanz} (hiEH)

Hormona de izz células cazudodorsales I(CDCHIY (21-346)%
Hormona de lzs células caudodorsales II(CDCHII) (34-413%

Hormona de las células caudodorsales I monoclonal (EDCHIm) (33-361%

Hormona del cuerpo dorsal (PBH)®

Hormona o estimulante de melanocitos(a-MSH)
Hormona & sstimulante de melanocitos (a—M5H)
Hormonz foliculo estimulante (FSH)

Hormona gonadotropica (szlmon) (GTH)

FUENTE#®#

:::nImnnmn'ﬁmmmmmmmbnpm::mmbmnmbmnnnm
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Tabla 1. (Cantimuaci®n).

Hormona gonadotropica {carpal {GTH)

Hormona liberadora de gonadotrcpina (GnRH)

Hormona liberadora de la hormona luteinizante(LHRH)
Hormona liberadora de la harmonz luteinizante{LHRH)
Hormana luteinizante{LH)

Insulina {(salmon)

Met-encefalina

Neurafisina

Neuropeptido Y

Neurapeptido Y

Oxitocina

Péptido a de las celulas gaudodorsales(o-CDCPY (3-11)»
Péptide /@ de las células caudadorszles (-CDCPI+
P2ptida cardiaco pequefio B(éﬂ?a)*

Peptido de melusco relacionado a insulina B{(MIPB)I+
Peptido de molusco relacianado a insulina C(MIPC)®
Peptido intestinzl vasoactivo(VIP)

P&ptido intestinal wvasoactivolVIP)

Palipéptido pancreatico (tavino) (bPP)

Prolactina

Prolactina

Somatostatina

Substancia P

Substancia P

Substancia P

Arg-Vasopresina

Arg-Vasotocina

* = Neuropeptidos dirigidos en contra de neuropeptidos

invertebrados.

DD I » M €1 -« (0 I M X I

DPM O DRDOMLMD 00 R o A

nativos de

16



Tzhia 1. (Contimdaciont.
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(C)- Prof. H.H. Boer y Dr. Jan Van Minnen, Departeent aof

Histology, Vrije Universiteit, Amsterdam, Holanda.
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(E¥- Dr. F.J.H. Tilders y Dr. H.W. Steinbusch, Departmant af

Pharmacology, Vrije Universiteit, Amsterdam, Holanda.
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Ni jmegen,
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DETECCION DE EXQUISTOSOMINA EN LA HEMOLINTA DE CARACOLES.

Suero de Caracoles.

Hemolinfa de Lyminaed stagnalis npc  infectado, infectada con T.
ocellata, e infectada con D. spathacewm. fue colectada por el
metpde descrito por Sminia y cel. @wwm. La  hemglinfa fue
centrifugada (12000 rpm/20 min}, para resover zmebocitos y
cercarias. El suera obtenida fue usado inmediatamente & congelado a
-70 <L, estudios previos han demostrado gue laz aesquistosomina

presente en el suero mantiene su actividad cuanda es congelada (31).

Aislamiento de la hormona Calfluxina (CaFl).

Comisuras cerebrales — el Area dande las células caudodarsales
secretan la hormonz calfluxing en la hemolinfa Wwe - de 30
caracoles adultos (L. stagnalis) no infectados, de apraoximadamente
23 mm, fueron disecadas. lLiasz comisuras fueron colectadas en tubaos
Eppendorf y colocadas sobre COz sélido. Se afiadid Acido acetico
(0.1M}, y fuercn calentadas en agua hirviendo por 10 minutas. Se
homogenizd el tejido, se sonicd, y se centrifugd (12000 rpm/10
min). El sobrenadante fue colectado. La pildora fue resuspendida
dos veces mas y tratada de la misma forma que el homagenado. Los
sobrenadantes combinades fueron liofilizados 16 hrs. La hormanz fue

disuelta en solucidn de Ringer,

Incubaciones.

Glandulas del albumen de 25 caracales, L. stagralis, juveniles no

infectades (19 mm} fueron disecadas, ¥ preincubadas por 1 hr en
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salucion de Ringer. Cada glandula fue cortada a la mitad, &
incubadas por 20 min en las siguientes soluciones:

Grupo 1: Ringer.

Brﬁpn 2: Ringer + CaFl.

Brupu J: Suero de caracoles no infectadas + CaFl.

Grupo 4: Suera de caracoles infectados con 7. ocellata + CafFl,

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

Demostracidn de depssitos de Calcio.

Después de la incubacidn, las mitades de las glandulas fueron
cortadzs en piezss de 1 mma, y fijadas en salucidn de Karnovsky —
glutaraidehido al 2%, formaldehido al Z2.5%, antimoniato de potasio
al 2%, en buffer de fosfatas C.1M, pH 7.6 —por 2 hrs a 21 <C.
Acido tanico (0.1%) fue disuelto en el fijador antes de su uso
t47,48). Lzs glandulas fueran lavadas en buffer de fosfatas con Z%
de antimoniato de potasic (2 veces/9 ainutos), y postfijadas en
tetradirida de osmio al 1%, en buffer de fosfatos con 2% de
antimaniatoc de potasio, por 2 hrs a 4 ~C., Posteriagrmente, las
piezas fueron lavadas en buffer de fosfates con antimoniata (5
minutos), y despugs en bhuffer de fosfatos sin antimoniato (30 eind.
Las piezas fueron posterigrmente deshidratadas e inclulidas en EPON
BlZ.

Cortes fimos, en rejillas cubiertas con una pelicula de  formvar,
fueran impregnados con citrato de ploma y acetazto de uranilo en un
Lkp 2168 Ultrastainer. Posteriarmente fueron observados en un
microscopio electrénico de  transmisidn Phillips EM 300. Cien

mitacondrias con ¢ sin dé$positos de calcio fueron contadas, una
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glinduls del azlbumen por caracol, cinco caracoles por grupo. Las
mitocondrias fueron contabilizadas Tnicamente en c£lulas con ndcleo
y reticulo endoplismico bien conservado.

Andlisis Estadistica.

Los datas, mitocondrias con ¢ sin dépositos de calcio. fueron
confrontadas por analisis de varianza de un  nivel Aoy
comprobandosé que hubiers hompgeneidad de varianzas, por la prueba
de Bartlett «<so y normalidad . Posteriormente, se empled la

prueba de rangos atiltiples de Duncan a2,
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RESULTADOS

_‘

Neurpsubstancias similares a péptidos aislados de vertebrados =
invertebrados, y al aminoAcido glutamato, estan presentes en etapas
larvales de trematodos digeneos. Se ohservaron diferemcias en la
presencia de imnmunareactividad (IR} a ‘neuropeptidns entre 1las
diferentes especies, y en la lacalizacion, extraneurocnal y
neuranal.

Inmunoreactividad a glutamato fue observada en wmiracidias de 7.
ocellata, cercarias de T. ocellata y 5. marsoni, y en la
metacercaria de D. spathaceum. En la miracidia IR fue observada en
el neurapila cantral, asi comp en ios troncos nerviasos anteriores
y pasterigres (Fig.1l}. Tanto en la cercaria intraesporoclstice coma
en la cercaria libre de 7. ocellat@ una gran [R fue detectzdz en el
sistema nervioso, éstiz estuvo presente en los ganglios centrales,
la comisdra grincipal, y en los troncos nervicsas anteriores vy
posteriores (Figs.?-5). En S. mansoni, menor IR fue observada en la
cercaria libre, en la misma localizacidn que la cercaria de T.
ocellata. En 1a metacercaria IR fue observads en la comisura
anteriar, trancos nerviosos ventrales, cordones nerviosas
anteriares, y en fibras nerviosas de la musculatura subtegumental

{Figs.&-7).

Lz presencia de IR a neuropeptides se i1lustran en las tablas 2, 3

v 4,
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Tabla 2. Presencia de IR a p#ptidos derivados de precursores 22

opioides en miracidia y esparocisto madre de T, ocellata.

ANTISUERO MIRACIDIA ESPOROCISTO MADRE
Binorfina + -
o-Encorfina - -
{1-Endorfina - -
ACTH1 1-24) - -
ACTH (25-37) - -
ACTH!4-10) - -
ACTH{10-13} - -
ACTH(L1-17) - -

ACTR{18-24; - _
a—MSH +Ht -
Met-Encefzlina +4+ ++

Tzbla . Praesencia de IR o revropeptidos nativos = yarizbrados e
invertebradcz en cercariasz de 1. ocellata, 5. manseni y D
spat haceum.

ANTISUERD T. ocellata 3. mansomi D. spathaceum
CARP +++ ¥ 4
o-CDCP - + +
APGWamida Py - _
FMEFamida +++ +++ +++
SCPe - - -
Vasotocina ) - -
Vasopresina ++ - o+t
Oxitocina - - -
Prolactina ++ - -
Substancia P ++ - 4+
Colecistocinina - 4 -
Somatastatina - 14+ -
Met-encefalina +++ 44 ++

No se detectd IR en ninguna de las especies de cercaria con  las

demas antisuercs tratados.



Tablz 4. Presancia de TR 3 meuropeptidos nativos de

23

vertebridos e

invertebrados en la airacidia de 7. ocellata y en la metacercaria

da D. spatheceum.

ANTISUERO
ALMA &
APGHamida
CaF1

CAAP

4H5m
FMRFzmida
CDCH I

CDCH Im
CDCH 11

DBH

MIP B

MIP C
o—CDCP
{3-CDCP

SCPR
Vasotocina
Vasopresina
Oxitacina
Substancia P

Met—-encefalina

MIRACIDIA

++

+++

+++

++

++

4

METACERCARIA

+++

+++

++4

++

+i+

+++



La distribuci®n de la IR detectzda para 1-s rezurcpeptidos esta

.descrita por etapas larvales,.

Miracidia de T. ocellata;

IR con antisueras en contra de CARP, «-CDCP, APGMWamida, FMRFamida,
Substancia P, Arg—Vasotocina, Arg-VYasgpresinz, y Oxitocina fueron
observados en 13 masa central y en las trarcos nerviosos anteriores
y posteriores (Figs.9-9).

IR a o-MSH fue detectada en la masa central, en neuronas y en Sus
seis pares de terminaciones nervigsas ciliedas que se encuentran
entre la primera y segunda hilera de placas ciliadas, estas
neuronas se encuentran alrededar de el neuropilo central
{Figs.10-14}),

IR 2 a-MSH tambi<gn fue observada en un par de papilas laterales
localizzadas entre la tercera y cuarta hileras de placas ciliadas
(Fig.15).

IR 3 dincrfina fue observada Upicamente en los seis  pares
de terminaciones nerviosas ciliadas, las mismas que mostraron IR a
o—MSH,

IR a Met-encefzlina fue ohservada en las células germinales

(Figs.16-17}.

Esporaocisto madre de T. ocellata:
Celulas germinales de esta etapa larval mostraron IR a

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

El cc-ponsnte peptidergico de el sistemz nervioso de cercarias de
tresatodoe digeneticos, defi=midoa por la zaombirnicidn de los
diferentes neurcpeptidos detec$ados, consiste de un par de
ganglios, conectasdos por wuna comisura, De los ganglios nacen
troncos nervicseos longitudinales anteriores y posteriores, estos
yltimos se2 continuan con dos pares de fibras narviosas gque carren a

lo iargo de Iz colsz.

Cercaria de T. ocellala:

La cercaria intraesporocistica completamente desarrollada y  la
cercaria libre presentaren IR en el sisteasz nerviosc <on 1los
siguientes ariisueros: CARP, 35CPp, FMRFamida, Arg-Vasotocinag,
Arg=Vasaprecinra, Prolactina y substancia P. La mas fuerte iR fue
con zrtisuyeras en contra de FMAFamida y TARP, ésta fue chservsda en
fibras nerviosas del neurcpilo y de lz comisura central, as1 ccocmo
=N gz froncoz perviosos langitudinzles gnteriores vy posts-icies.
(Figs.20-21i. F:ibras nervigsas de la cola que terminan en la  furca
tambiern mestraron IR con estos neuropeptidos nativos de
invertebrzdos iFigs.22-24}.

Ton 1os otrocs nearopeptidos la IR estuvo restringida a la comisara
~ent-zl y & o= nervigs longitudinazles (Figs.29-24!).

"R 3z peurcpspt Joe locelizada sxtraneuronalmente fue detectzds en

scta pepecie: TF con el antisvero en contra de  APGHamida  estuvo

1)

localizada =n las celulas flamligeras d= la cercaria libre , &r  la
irtrzesporoctstica tetalmenie desarrollada Fizs.ZI1-3%3.

1ulz- er lz pared del esporaciceto hijo ftazmbien ~ost-aran

A -] =
Ale nas O
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IR con este tetrapéptido (Figs.27-31).

FMRFamida fue observado en las gl&ndulas de escape y en sus
conductos de la cercariaz intraesporocistica (Fig.32-35).
Met-encefalina fue observada en la cercaria en desarrollo, en
células precursaras de células musculares. Estas s2 encuentran en
la cola y en células del organo anterior. IR con este pentap&ptido
opiaide tamhien fue observada en algunas células de los

conglomerados germinales (Figs.Z6-37).

Cercaria de 5. mansoni:

La cercaria totalmente desarrollada presentd IR en el sistema
nervioso con los siguientes antisuergs: FMRFamida, CARP, o-CDCP, vy
CC¥. De manera similar que la cercaria de 7. ooellata, antisueros
en contra de CARP y FMRFamida meostraron la mayor IR e igual
distribucidn (Figs.38-840). IR a a-CDCP y CC¥ estuvo timitada a la
eomisura central y 2 los nervios longitudinales.

IR a somatostatineg, FMRFamida y Mzt-encefalina estuvo prezentz an
c&lulas no neuronales:

El antisuerc en contra de somatostatina mostrd IR en células
subtegumentales distribuidas en todo el cuerpo de la eercaria. El
tequmenta cercarial no presentd inmunoreactividad con este
antisuera. Algunas células parenguimatosas en la parte superior de
las glandulas preacetabulares también fueron inmunareactivas a este
neurapeptido (Figs.41-44),

IR a FMRFamida estuvo presente en las glandulas de escape, y sus
conductos, de la cercaria intrazesporocistica (Figs.435-47}).

Met-encefalina mostrd idéntica distribucidn que en las cercarias de
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T. ocellata y D. spathaceum (Fiq.48).

Cercaria de D. spathaoewm;

La cercaria totzlmente desarrollada presentd IR en el sistema

nerviosa con los siguientes antisueros: FMRFamida, CARP, o-COCP,

Arg—Vasopresina y Substancia P. IR 2 FMRFamida estuvo presente en
algunas neurcnas en la periferia de los ganglias centrales, tanto
coma en la comisura central, los nervios langitudiniles anteriores
y posteriores, y en las fibras mervioszs gque corren 3 la largo de
la cola (Fig.49).

Algunas neuronas ctercz de la camisura central mostraron IR a2
Substancia P. También IR &3 este neuropeptido fue observada en los
trancos nerviosos tongitudinales (Figs.50-51). IR a2 CARP, oCDCP ¥y
VYasopresina, fue cbservade dnicamente en la comisura central y en
fibras de los rcordones nerviosos longitudinales anteriores y
posteriores.

IR 2 Met-enzefalina fue localizada en c€lulas na neuronzles en la
cola da la cercaria en desarrallo, y cé€lulas del organo anterior,
las mismas células inmunoreactivas que =n las otras dos especies de
cercarias estudiadas. De manera similar, algunas células de los
conglomeradas germinales también mostraron IR 3 este opioide.
Metacercaria de D. spathaceum;

De lbos antisuercs tratados, IR en el sistema nervioso fue observada
can: FMRFamida, CARP, APGWamida, SCPe, o-CDCP, CDCH-I,
4drp-Vasopresina, ﬁrﬁ—Vasntucina y Substancia P.

Entre los antisueros dirgidos en contra de péptidos de

invertebrados, FMRFamidz mostrd la mas extensa distribucion en  la
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metacercaria. IR fue observada en los gqanglias anteriores, las
comisuras anteriores y pasteriores, en 1los cordones nerviosos
ventrzles, dorsales y laterales, fibras nerviosas inervando las
:a;*nusidades anteriores, fibras en £1 organo adhesiva—absoartivo,
fibras asuciadas con €l paro excretario, y comisuras transversales
subtegumentales (Figs5.52,54,57). Neuronas inervando la ventosa
anterior, a 1o largo de los troncos nerviosas ventrales y asociadas
con la comisura poasterior fueraon inmunoreactivas 2 este
tetrapéptido. (Figs.53-55),

CARP, APGWamida, Arg-Vasopresinz y Substancia P mostraron similar
distribucidn, IR estuvo presente en los ganglios anteriares,
trcncos nerviosos  anteriores ¥ posteriores, cammisuras
subtequmentales, fibras azlrededor del poro excretorio y en el
organo adhesivo-zbsortivo (Fiys.58-41}. Algunas nBurocnas cerca de
ics ganglias anteriores fueron inmunoreactivas a Substancia P.

SCFe y CDCH [ estan menos distribuidos, IR fue aghservada unicamente
en los ganglios anteriores, la comisura principal y comis.ras
nerviosas subtegumentales (Fig.&2-63). El poro ewxcretoric mostrd
fibras inmunoreactivas a SCPe (Fig.64). Inervacion del organo
adhesivo-absortivo fue chservado con CDCH I.

o~CDCP y Arg-Vasatocina mostraron la mas débil  inmunoreactividad,
esta fue abservada en los ganglios, laz comisura principal, y en los
troncos nerviosos ventrales.

Deteccidn de esquistosominag en hemolinfa.

Suaro abtenido de 1z hemolinfa de L. stagralis jnfectadc can D

>

spathaceww no afectd la accidén de la calfluxina scbre 1las

mitocandrias de células de la glandula del albumen (Figs.43-66). La
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29
accidn de esta harmona fue afectada por suero ocbtenido de carscoles

infectados con T. ocellata y no fue alterada ton sueroc obtenido de

caracoles nao infectadas (Grafica 1}.
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