DISCUSION

Este estudio reveld la presencia y distribucidn neuronal y
gxtraneuronal de neurosubstancias semejintes a las de vertebrados y
atros invertebrados en etapas larvales de parasitos digeneos, la
que confirmz la primera hipétesis propusstaz. Ademas, la ausencia de
esguistasomina en la hemalinfa de L. stagnalis infectado can D.
spat kacews,

Los wmétodos immunocitoguimicos Gnicamente permiten delinear
conclusiones acercaz de la similitud del determinante antigénica,
pero no de exactz identidad. Paor consigquiente, no es pusiblé saber
si el antisuerc reconocid la misma moléecula empleada como antigeno,
5 a un posible precursar filogenético de esta molécula, ¢ bien a
otra molécula completamente diferente con algung similitud en la
estructura primariz. De igual manera, los resultadas negativas
obtenidos deberan ser interpretados con cuidado, dehido a2 gque la
variabilidad en técnicas de fijacion, el procesamiento de lgs
tejidas, el métoda inmunoldgico wusada, tanta coma los niveles
detectables del antigeno ({esto principalmente en las pequefias
c¢€lulas de las larvas de digeneos}, puaden originar discrepancias
con observacicones de otros investigadores,

tLa demostracidn de glutamato {(Glu} en el sistema nervieso de larvas
de trematodos, soportz la hipdtesis de gque este zmincacido es  un
neurotransmisor en platelmitos, de acuerdo a algunas reportes
realizados en cestodos (la clase filogendticamante mas avanzada de

platelmintos); Presencia de inmunoreactividad en el sistems
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nerviaso; efectos excitatorias en neurgnas y ceél . las muscularess
efecta bloqueado por antagonistas; incremento en la actividad basal
de la adenilaio ciclasaj secanismos de absorcidn de Gluj liberacidn
de Glu enddgeno y de Glu zadministrido exdgenamente (<ss-so. La
presencia de Glu en diferentes etapas larvales de digeneos podria
indicar que este aminodcido estd ampliamente distribuido
ontaggnicamente. Similarmente, 1z presenciaz en el sistema mervioso
de diferentes especies de trematodos sugiere gque Glu es tambi$n un
neuratransmisar en esta clase de platelmiantas. Por otra parte, Glu
es una substancia clave en muchas viazs metabolicas, y ha sido
reportado que en tfinciones inmunocitoquiaicas se observa un poco de
tincisn inespeci fica en todas las areas del tejido examinada, é&sta
corresponde 2 la poza metabdlica de este aminocdcide «sr.s001.  En
este estudio sg  observda algo de tincidn inespeci fica,
correspondiente a la poza metabdlica de Glu, sin embargo, la
inmunareactividad mas fuerte fue observada en tejido nervioso, ia
poza neuratransmisora de Glu.

Lz presencia de IR 3 neuropeptidos en 21 sistema nerviaso de larvas
de gqusanos planos sugiere un pésible papel coma neurotransmisores,
reurcmoduladares 6 neurchormonas. Sin embargo, diferentes especies
parecen usar distintas neurosubstancias, debido 2 que diferencias
en IR a3 ciertas neurosubstancias fueron detectadas entre las
pspecies. La significancia de estas diferencias es desctonocida de

momento, pera podrian indicar estrateqias adaptativas. Durante sus

ciclos de vida los trematodos digeneos tienen cambios drasticos de

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

poiquilotérmicos 3 homeatérmicos, etc, Dira probable explicacidn es
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que 2algunos parasitos obtienen sus neurosubstancias de Sus
huéspedes. El gusano adulto de 3. mansoni es incapaz de producir
9HT de novo, de triptdfano, sin embargo, 5HT esti presente en el
siétema nervioso de este parasito, por lo que depende de su huésped
para el suplemento de esta substanciz di16-117.

Desde que FMRFamida fue aislado de el molusco Macrocallista risbosa
62y, varios péptidos relacionados a FMRFamida han sido aislados vy
caracterizados en diferentes especies de 1z mayoria de los filos
animales <¢c3-s8:. En platelmintos inmunnreactividad‘ a este
tetrapéptido ha sido reportadz en el sistema nervioso de especies
de .las tres clases (21» y se ha sugerideo que actua coma
neuratransmisor < peuromodulador, posiblemente coordinando la
activ:idad muscular oom. En este sstudio, ademds de la  fuerte
inmunoreactividad en el sistema nervicso en todas las etapas
larvales, se encontrd la presencia extraneuronzl de FMRFamida en
las glandulas de escape de las cercarias de T. ocellata y 5.
mansoni. Estas glandulas liberan su contenido cuando 1la  cercaria
emerge del caracol, el posible papel gue jueqa esta substancia al
ser liberada dentro del caracol es desconocida de momento. En L.
stognalis (caracocl), 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 reporte previo ha demostrado que las glandulas de escape de 1la
cercaria de S. mansoni muestran inmunoreactividad a polipéptido
pancreitico, neuropéptide Y, péptido YY, ¥ tambien a _FMRFamida
(. 5in embargo, estas glandulas fueron reportadas como células

nerviosas, también porque presentaban inmunoreactividad a enolasa.
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Este =studio mostrd que estazs cdlulas estan locilizadas en la parte
superior de las glandulas preacetabhulares, gue tienen conductos que
siquen el curso de las conductos de las glandulas acetabulares, que
los canductos se zbren en l3a ventosa anterior de 13 cercaria, y que
estas células estan ausentes en 13 cercaria libre, lo que demuestra
que estas cdlulas san las glandulas de escape.

El neuropeptido F es el primer pLptido aislado y secuenciado de
2latelmintos ¥ muestrz similitud en la estructura primaria 2
peptidos de 13 familia de neuropeptido ¥. Se ha reportadoc que la
inmunoreactividad &8 FHRFamida fue eliminada cuando el antisuero
dirigido contra este tetrapéptida Ffue absorbido con este
meurapeptido F @o. Son necesarios mas estudios para determinar si
la inmunoreactividad detectada en etapas larvales de trematodos
digeneos es debida realmente a FMRFamida, neuropeptido F, u otrels!
miembra(s) de pé&ptidos relacionados z FMRFamida.

CARP fue zislado de el ganglio pedal del molusco bivalvo Mvtilus
edulis . Tiene efectos inhibitorios y excitatorios  sobre
neurcnas de el ceretro del caracol Aelix, y efectos madulatorios
sobre la contrsccidn de ausculos de varias especies de moluscas
72,79, La amplia distribucidén de 1a inmunareactividad obtenida
con el antisuerg dirigido contra este neurcpéptido en el sistema
nervioso de todas las etapas larvales de digeneos, suglere que esta
substancia juega un papel impartante como elementa neuroregulatorio
en este grupo de gusanaos planos.

APGWamida fue a3islado y caracterizada de atro aoclusco, Fusinus
ferruginsus (v4». En varias especies de moluscos se ha demastrado

que tiene efectos modulatorios sabre la contraccidn de  varios
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musculos y efectos inhibitorios sobre neuronas, zdamas antagoniza
iz accidn de dopamina y serotonina en el musculo retractor del pene
de L. stagnalis «3-7m. Este estudio detecté la  presencia
inﬁunucithuimica de este tetrapéptido en el sistema nervigso de la
miracidia de T. ocellata y la metacercaria de D. spathaceum, 1o gue
podria indicar un papel neuroregulatorioc en estos Drganismos. La
significancia de 11z ausencia en el sistema narviosos de las
cercarias estudiadas y la presenciaz extraneuronal en las células
flamigeras tinicamente en la cercaria completamente decarrollada de
T. ocellate es desconocida de momento. Alguras células de la pared
del esporocisto hijo de T. ocellata también presentaron APGWamida.
sin =mbargo, no es posible afirmar z nivel de microscopiz de luz,
si estas células forman parte del sistema esxcretorio (c2lulas
flamigeras), & representan neuronas. Por otra parte, ha sidp
reportado gue el fluido del canal excretorico de platelmintos
contiene protelna soluble y aminodcidos e-7?, si APGWamida es
excretado en la hemelinfz del huésped intermediario y jusga  algun
papel dentro del caraceol, requiere pasterior investigacidn, de
igqual manera si tiene alguna funcidn intrinseca, como por ejemplo,
sabra el control de transparte & ultrafiltracidn de fluidos.

Este estudio reporta la presencia de somatostatina en celulas
subtegumentales de la cercaria de S. wmamsoni.  Estudios
ultraestructurales e, junto rcon la demostracidn de los
componentes colinérgico (ve-a1, aminérgico @2, y peptidérgico
7 han demastrade que la cercaria de S. @arsont tiene la misma
organizacidn basica de otras cercarias de trematodos: un neuropilo

con cuerpos celulares asociados, y troncos nerviasos anteriores y
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posteriores @3-84). En las células inmunoreactivas & somatostatine
no hay antecedentes de actividad =2 aceticolinesterasa,
catecclaminas, ¢ inmunareactividad z otros neurcpeptidos.

La presencia de inmunoreactividad a péptidos bioldgicamente activos
en células tequmentiles ha sido reportada en gtrps gusanos planos,
Fairweather y colaboradores e encantrazron tambiéen somatostatina
en el cestodp Trilocularia acanthigewulgeris. Kumzzawa y Moriki
‘ﬂd; repartaran la presencia de prolactina en atro cestodo,
fymenovlepis nare. Thorndyke y Whitfield @ encontraron VIP en el
tremztodo Echirostoma liei. Estos Ultimps autares sugirieron que la
secrecidn de este material ineunoreactivo podriaz ser la causa de la
patologl 2 del huésped. Estudios ultraestructurales en la cercaria
de <. mansomi han aostradc que la mayoria de las  células
subtegumentales {células can -.matostatinal contienen grandes
complejos de Golgi y muchos cuerpos densos, como los observaias en
el tegumento, pera no fuerc~ pbservadas conexiones de estas c&lulas
can el tegumento (ee:. Despuds de gque 1z cercaria ha penetrado il
" i=sped definitivo y se transforma en esguistosomulz, s  ha
gbeervada que estas celulias hacen conexidn con el tegumento vy
vacuolas de estas eflulas pasan hacia el tegumentoc «wee0. Se
conoce que la esquistpsomula llega a ser protegida contrs
anticuerpos en huéspedes permisivos, sin embargao, no se canoce coMo
tan pronto despuss de la penetracidn expresan antigenos del hudsped
para evadir su respuesta inmune. Es de npotar que las células
tequmentales en la cercaria de S. mansomi, para la cual el humane
gs un huésped permisivo, muestren immunoreactividad con un

antisuero dirigido en contra da soratostatina, wmientras las
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cercarias de T, ocellata y D. spathacewm; las cuales tienen aves
como hufspedes definitivos, no msuestran inmunoreactividad con este
antisuero. Esto podria sugerir que este materizl ineuncreactivo a
somatostatina en la cercaria de S. mansoni juega una funcidén socbre
l1a evasion de la .respuesta inmune del huésped maml fera. Tal funcidn
para somatagstatina no es improbable, ya que e:isten reportes gque
indican que samatostatina supriee la proliferacidn de linfocitos T,
y 1la liberacidn de histamina y leucotrieno D4 de basafilos o3,
Adicionzlmente, somatostatina muestra una amplia distribucidn en el
cuerpa de vertebrados, y muchas vy variadas zcciones osaoé. Hi
sido sugerido que somatostatina no actui como una horona clasica
sino que puede tener diferentes funciones deperdiendo de su
localizacidn. Asi , este peptido puede actuzr a nivel
neur-endocrine, parzorinog, ¢ comtc requlador nesronal, dependiendo
< -1 lugar de su l.5eracidn <wmw, Por otra parte, somatostatina
parece tener una amplia distribucidn filogensdtica, hay reportes de
inmunoreactividad a somatostatina de bacterias a cordados oo-104).
fdemas, algunos reportes indican gue la estructura primaria de 14
aminpacidos de este péptido es idéntica de peces a  maal feros
os-iomy, La praduccidon potencialmente jlimitada de cercarias por
la etapa intramolusca {esporccista hijo) de S. mansoni, hace esta
etapa larval un excelente modelo para estudios de analisis dHe
sgcuencia. Esta caracterizacién puede apoyar en el estudio de la
filogenia de spmatostatina.

IR a2 péptidos de 13 famila vasopresinasoxitotina ha sido reportada
en turbelarios y cestodods «(3.112.413.44%, sin embargo, g la

fecha, estudios en trematados han fallado para detectar estas
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rearosshstanc . as @ar-ia9.. Este astudio veporiz 'a presencia de IR
2 eckos peptidos en varias etapas larvales y en dos especies de
trematodos digenens.

A pesar de que radioinmunoensayos han reportada la presencia de
péptidos derivados de precursores opinides en S. mansont o, en
nuestro estudio inmunocitoquimico Gnicameni=2 o-MSH, dinorfina ¥y
Met-Encefalinag fueron detectadas en algunas etspas larvales. La
causa de estas diferencias en la deteccidn de neurosubstancias adn
en diferentes etapas de una misma especie es dificil de explicar.
En otras especies de platelmintos han sido reportadas discrepancias
en la deteccidn de neuropéptidos por radioinmunoensayo y métodos
inmunocitoqui micos «aoe—1143, vy algunos factaores influenciando
estos resultados han sido discutidos por Fairweéther y Halton aes.
Es inesperado el hallazgo de 1a ausencia de esquistosominz en la
hemolinfa de L. stognalis infectado con D. spethaceum, debido 2 que
los efectos causados sobre la reproduccidn por este parasito  son
semejantes a los oOcasionados por parasitos de 1z familia
schistosomatidae. fdhora nace la cuestion de cual es el mecanismo
Que causa la castracidn parasitica en especies infectadas con otros
trematodos que no son de lIa familia schistosomatidae. Ha sidao
sugerido que la castracidn parasitica causada par el trematodo
Zoogonus lasius spbre el caracol huésped Ilyenassa obsoleta gs
originada por un factor praoducido por el pardsitc y que actua
directamente schre 1la gametogénesis an la génads 4205,
Posiblemente un mecanismo semejante es empleado por B. spathaceum,
Por otra parte, la distribucién de D. spethacewn dentro del

caracol huésped es diferente 2 especies de ia familia
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schistosomatidae, mientras los esperccistos hijo de este parasite
se encuentran distribuidos en toedo el cue po entre los organos del
caracol, los esporocistos Rijo de schistosomatidae se  encuentran
restring:dos a la regidn glandula digestiva-gdnada, estas

diferencias podrian tener algunz significancia sobre los efectos de

infeccidn.
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CONCILUSIONES

Trematoda es filogenéticamente 21 grupo mas inferior en el cual 1la
inmunoreactividad a glutamato se ha dstectada en el sistema
nerviosg. Estz localizacidn podria indicar un posible papel como
neurotrasmisor. La presencia en diferentes etapas del ciclo de vida
vy en diferentes especies sugiere que este aminoacida tiene una
amplia diztribucidn ontogendtica y entre las especies de esta clase
de pl=felmintos.

Este es el primer reporte de la presencia de inmunoreactividad a un
grupo de neuropeptidos aislados de invertebradas en platelmintos:
CARPF, APGWamida, o—CDCP, CDCH, ademas la deteccidn de los
previamente reportados en otras especies de gusanos plancs, SCPe vy
FMRFamida.

Los metodos inmunocitoquimicos empleados en este estudio
permitieron mostrar la localizacidn de péptidos derivados de
precursores opioides en digenecs; la presencia de estos peptides
habla sido demostrada por radiocinmunoensayos.

La presencia y localizecién de inmunoreactividad a peptidos de 1la
familia vasopresina/oxitocina es demostrada por primera vez en
trematodeos.

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 indicacidnm

acerca de lipeas evolutivas sequidas.
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Lla irounoreactividad a somatostatina se localizéd en  células
subtegumentales de la cercaria de S. mangonri, 1a cual parasita al
humano, y no en células de D. spathaceum ¢ T. ocellata, las cuales
pafas;tan aves.

La hemolinfa de L. stagnalis infectado con D. spathaceuwm no afecta
la accidn de la calfluxina, lo gue podria indicar que no contiene
esquistosomina. Esta hormona es un  antagonista de las hormonas
gonadatropicas de caracoles de agua dulce, y estAd presente en
zquelios raraccles infECtédos con especies de la  familia

schistosomatidae (trematoda).
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PERSPECTIVAS

La inmunoreactividad a neurosubstancias caracterizadas (actividad
bioldgica y estructura primaria) detectzda en este estudio deja las
bases para la identificaci“n exacta de las substancias enddgenas de
pardsitos digeneos. Asi mismo, deja las bases para el disefia de
estrategias en el empleo de antagonistas en contra de estas
substancias conocidas, y asi combatir a las especies de importancia
medica 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 digeneos, como esgquistosomiasis, fasciolasis,
diplostomiasis, etc.

El potencial ilimitada de produccidn de cercarias por el
esporocisto hijo de las especies estudiadas en el presente trabajo
crea la posibilidad para el aislamiento y caracterizacion del
material inmunoreactivo, ademas de 1la légica importancia
filogenética, esto seria de suma importancia con varias de las
neurosubstarcias detectadas, por ejemplo en el Caso de
somatostating en la cercaria de S. mansoni, mostararia nuevos
candidatos epitopes en contra de 1los cuales una vacuna %
estrategias quiminterapéuficas en contra de 1la esguistosomiasis

podrian ser dirigidas.
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