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1. RESUMEN

Trichinella spiralis es un pardsito cosmopolita que infecta a mamiferos susceptibles
y se trasmite al hombre cuando consume carne infectada deficientemente cocida. Hasta el
momento los bencimidazoles son los fiarmacos que mayor accién antiparasitaria han
presentado, el objetivo del presente trabajo es caracterizar la respuesta inmune e histolégica
de ratas Long Evans infectadas con T. spiralis y tratadas con 2 antiparasitarios, el modelo
experimental consistird en: 120 de ratas cepa Long Evans, hembras y machos, incluido
control sano (CS) y control infectado (CI) seran tratados con Albendazol a dosis de 7.5
mg/Kg y 15 mg/Kg e Ivermectina con una y dos dosis, todos en fase digestiva y muscular.

A todos los animales se les realizaron técnicas de compresion de tejido, digestion
artificial, tincion con hematoxilina-eosina, Inmunodifusion doble,
Inmunoelectrotransferencia, intro dermorreacion y triple respuesta de Lewis ademés de que
se obtendran biopsias las cuales serdn analizadas por medio de Microscopia dptica.

Se observo una diferencia significativa en el tratamiento con ABZ, tanto en fase
digestiva como en fase muscular, a sus diferentes dosis, mostrando una respuesta
inmunitaria eficaz que sigue reconociendo el pardsito, mostrandose mayor eficacia que los
murinos tratados con IVM, mostrdndose que las diferentes técnicas de diagnostico, son de
suma importancia, presentindose en cada una de ellas, diferencias entre los tratamientos. El

andlisis estadistico arroj6 un resultado altamente significativo.



1.1 ABSTRACT

Trichinella spiralis is a parasite that infects mammals cosmopolitan susceptible and
is transmitted to humans when they eat poorly cooked infected meat. So far, the
benzimidazoles are the major antiparasitic drugs that have been presented, the objective of
this study is to characterize the immune response and histological Long Evans rats infected
with T. spiralis and treated with 2 antiparasitic, the experimental model consists of: 120
Long Evans murine, females and males, including healthy control (CS) and infected control
(CI) will be treated with albendazole at a dose of 7.5 mg / kg and 15 mg / kg and ivermectin
with one and two doses, all muscle and digestive phase.

All animals underwent tissue compression techniques, artificial digestion,
hematoxylin-eosin, double immunodiffusion, Inmunoelectrotransfer, intro dermorreacién
and triple response of Lewis as well biopsy to be obtained which will be analyzed by
optical microscopy.

Significant difference was observed in treatment with ABZ in both phase and phase
digestive muscle at different doses, showing an effective immune response that continues to
recognize the parasite, showing that the murine more effectively treated with IVM, showing
that different diagnostic techniques are of paramount importance, occurring in each,
differences between treatments. Statistical analysis showed a highly significant result.



2. INTRODUCCION

La trichinellosis es una enfermedad parasitaria cosmopolita de distribucién mundial
causada principalmente por T. spiralis, afecta a la mayoria de los mamiferos (Moreno et al.,
2008). Se ha estudiado ampliamente con el fin de conocer la biologia del pardsito y la
reaccion inmunitaria del huésped (Moreno and Muifioz, 1993). La infeccion humana se
adquiere por la ingestiéon de carne de cerdo infectada mal cocida (Medina et al., 2007).
Ocasiona altas perdidas econdémicas de importancia en la porcicultura (Moreno et. al.,
1996). La trichinellosis humana presenta una prevalencia alta en Europa y Asia. Ahora es
considerada endémica en China y Japon. Este pardsito no es tan comun en las regiones
tropicales (Dupouy, 2000).

El resurgimiento del ciclo doméstico se ha debido a una mayor prevalencia de T.
spiralis, que ha sido relacionada principalmente con un desglose de los servicios
veterinarios gubernamentales y las granjas estatales (por ejemplo, en los paises de la ex
URSS, Bulgaria, Rumania), los problemas econémicos y la guerra (por ejemplo, en los
paises de la ex Yugoslavia), resultando en un fuerte aumento en la incidencia de esta
infeccion en la explotacion porcina en la década de 1990, con una prevalencia de hasta el
50% en las aldeas de Bielorrusia, Croacia, Letonia, Lituania, Rumania, Rusia, Serbia y
Ucrania, entre otros paises. La prevalencia también se ha incrementado a raiz de un
aumento en el nimero de pequefias explotaciones agricolas (Argentina, China y México) y
debido a la creencia general de que la triquinosis era un problema sélo hasta la década de
1960. El ciclo selvético se ha estudiado en profundidad, tanto a nivel epidemioldgicos
como biolégicos, mostrando la existencia de diferentes agentes etiologicos (La deteccion de
Triquinas nativa, britovi, murrelli, nelsoni), en las diferentes regiones y la existencia de
"nuevos" patrones de transmision. Ademas, el papel de animales de caza como una fuente
de infeccion para los seres humanos ha aumentado considerablemente tanto en los paises
desarrollados y en desarrollo (Pozio, 2001).

El predominio global de la enfermedad es dificil de evaluar pero no menos de 11
millones de personas pueden ser infectados. Mas de 10,000 casos de trichinellosis humana

fueron reportados por la Comisién Internacional sobre Trichinellosis de 1995 a junio de



1997 y aproximadamente 10,000 infecciones porcinas fueron reportadas por la Oficina
Internacional de Epizooties en 1998 (Dupouy, 2000).

Los estudios en México sugieren que la parasitosis se distribuye en la zona centro
del pais, sin embargo la situacion actual de la trichinellosis humana no refleja la verdadera
situacién epidemioldgica de la enfermedad parasitaria en México. Permite mantener al
pardsito muy cerca de la poblacion humana, en forma de infeccion de los cerdos de
traspatio y otros animales como el caballo, que eventualmente y sin control sanitario, puede
usarse como carne de consumo (Medina et al., 2006).

En Zacatecas se reporto el primer brote en 1976, en la década de 2000-2010, se ha
detectado en cerdo, rata, perro y humano lo cual nos indica su permanencia como zoonosis
endémica en este estado (Berumen et al., 2002).

Chévez et al., 2006 encontr6 disminucion de la carga parasitaria en murinos en fase

intestinal y muscular tratados con albendazol.



2.1. Planteamiento del Problema

Las enfermedades parasitarias han existido a lo largo de la vida tanto en animales
como humanos, y teniéndose un extenso conocimiento acerca de los multiples parasitos que
afectan a estos y siendo uno de ellos la infecciéon por T. spiralis, causante de una
enfermedad zoonotica endémica y ya que frecuentemente se producen modificaciones en
los hébitos del consumidor, ademds de la exportacion de carne de paises donde la
trichinellosis es endémico y el fracaso de control veterinario debido al error humano o a
agitaciones sociales causando con esto se magnifique el problema, ya que en muchos de los
casos pasa desapercibida la enfermedad, y confundida con padecimientos de tipo
respiratorio o gastrointestinal con un sin nimero de etiologias, ddndole paso al desarrollo
de la infeccién en el paciente. Por lo cual resulta de mayor importancia un adecuado
diagnostico ademds de alertar a los médicos sobre esta parasitosis para que se tenga en
cuenta a la hora de manifestaciones febriles.

El trabajo es de suma importancia en virtud de la alta incidencia mundial, y ya que
aunque se conocen algunos tratamientos que resultan efectivos en las diferentes etapas de la
infeccion aun no se conoce cual es la respuesta humoral de animales infectados con T.
spiralis y tratados con antiparasitarios como Albendazol e Ivermectina, ademds de conocer

los la respuesta celular y los cambios en la funcién hepética, inducida por ABZ e IVM.



2.2. Impacto de la Investigacion

La contribucion de este estudio es con el fin de conocer tanto en la fase digestiva
como en la muscular los cambios estructurales de las células que son infectadas y tratadas
con IVM y ABZ, ademas de las diferencias en la respuesta humoral de estos, asi como los
cambios que sufre el hospedador tanto con la infeccién por T. spiralis asi como con los
diferentes tratamientos, esto permitird tener un amplio conocimiento en el desarrollo

general de la enfermedad.



3. ANTECEDENTES

Las asociaciones biolégicas entre los seres vivos se iniciaron con la aparicion de la
vida misma sobre el planeta tierra al competir éstos por el espacio y ponerse en contacto
intimo. Algunos autores sefialan asociaciones parasitarias encontradas en restos fésiles de
foraminiferos (protozoos con concha calcérea) y algas marinas con més de 530 millones de
aflos de antigiiedad (Rios, 1997).

Las enfermedades parasitarias han producido a través de los tiempos mds muertes y
dafio econémico a la humanidad que todas las guerras juntas, los paises con poco desarrollo
socioecondmico son en los que las parasitosis se presentan con mayor frecuencia.

Las enfermedades parasitarias son muy importantes ya que actian como zoonosis y
que como consecuencia de estas, el mismo hombre se infesta, por lo cual representa un
problema de salud publica. La importancia de la parasitologia experimental se ha puesto de
manifiesto en muchos trabajos de investigacion en los cuales se han utilizado modelos
parasitarios para luego aplicarlos a problemas especiales del hombre (Quiroz, 1991).

La informacion generada en los laboratorios de diagndstico ayuda en el
conocimiento de las parasitosis y permite disefiar programas de prevencion, control y/o
erradicacion (Rodriguez et al., 2001).

Se pueden considerar tres ciclos epidemioldgicos: el silvestre, doméstico y
sinantropico. En el silvestre la infeccion ocurre entre carnivoros que se alimentan de presas
vivas o de cadaveres de animales infectados, en este ciclo, el hombre aparece involucrado
como huésped accidental y se le ha descrito en zonas geograficas térridas o muy frias
(Martinez, 1998). El ciclo doméstico esta fundamentalmente relacionado con las
condiciones en que se crian cerdos y principales vias de transmision son la ingestion de
restos de cerdos, ratas o animales salvajes infectados, canibalismo y coprofagia. Entre los
ciclos domésticos y salvaje, se encuentra el sinatropico, en el que intervienen animales
como gatos, perros, zorros, mustélidos, etc. que actian como vehiculo de los distintos
genotipos de Trichinella involucrados en cualquiera de los dos ciclos mencionados

(Steffan, 2006).



3.1 Epidemiologia de la Trichinellosis

Las primeras observaciones de quistes de Trichinella fueron realizadas en misculos
procedentes de autopsias de caddveres humanos en el hospital Guy de Londres por Reacok
en 1828 y por Hilton en 1833 sin que llegaran a establecer la naturaleza del agente. El
crédito del descubrimiento de la Trichinella se debe a James Paget, estudiante del primer
aflo de medicina, que, en el hospital San Bartolomé de Londrés, observé en los musculos de
un hombre que hab a muerto de tuberculosis “el gusano en su c psula . El zo logo
britdnico Richard Owen estudié porciones de musculo del caso de Paget y descubri6 el
parésito al cual denominé Trichina spiralis en 1835 (Ramirez, 1981).

Stoll calcul6 que habia 27.8 millones de personas infectadas con Trichinella spiralis
en el mundo, de las cuales tres cuartas partes se encontraban en Estados Unidos.

En México la triquinosis humana ha sido poco estudiada, en estudios
epidemioldgicos obtenidos por histopatologia post mortem de diafragmas humanos, se han
observado frecuencias que varian del 4% al 15%. Fue reportada, por primera vez, en 1891
por Zufiga, En 1893 Barragan reportd cuatro casos probables en cadaveres disecados. En
1974, Martinez reporto un brote epidémico (40 casos). Se ha informado, en otros estudios,
una prevalencia del 2 al 6%, pero su promedio, en diafragmas humanos, es
aproximadamente del 8% (Moreno and Muifioz, 1993).

Para el decenio de 1976 a 1985 se registraron brotes en Zacatecas, Durango, Estado
de México, Guanajuato y Ciudad de México (Barbosa et. al., 2001). Recientemente, se
document6 un brote de trichinellosis en ciudad Delicias, Chihuahua, que involucré a 166
personas y se origind por consumo de chorizo mal cocido (Yépez, 1996). Se reportaron casos
esporadicos en pacientes con afiliacion al Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) entre 1976
y 1985, especialmente en algunos estados como Zacatecas, Durango, Estado de México, Guanajuato
y Distrito Federal. Estos casos fueron ocasionados por la ingestién de carne de cerdo cruda o mal
cocida y salchichas (Carrada, 1992). Posteriormente en 1981 se presentaron 131 casos, en 1986-
175 y en 1987-380, en el estado de Chihuahua en octubre de 1987-50 personas fueron
hospitalizadas por esta enfermedad (Meza et al., 1996).

Se ha reportado una incidencia de alrededor del 2.5% de la poblacién general, por lo
que se sigue considerando un problema de salud publica (Latin salud, 2001). Se han

identificado las regiones geograficas donde la enfermedad aparece mds frecuentemente, con



un incremento en el nimero de casos; Se ha reportado al valle de Toluca como zona
endémica, principalmente por sus brotes en porcinos (Monroy et al., 2001). En San Luis
Potosi se realizd un estudio seroepidemiolégico en 1998 con poblacién abierta en una
localidad de Cerritos, encontrando una seropositividad de 1.0 a 1.9% dependiendo del
antigeno utilizado, sugiriendo la presencia de endemia en México (De la Rosa et al., 1998).
Del 2001-2002 se han reportado casos en Aguascalientes (3), Baja California (6), Chiapas
(3), Durango (2), Distrito Federal (1), Guanajuato (1), Hidalgo (4), México (3), Nuevo
Le6n (1), Sinaloa (5), Sonora (3) y Tabasco (1), con un total de 37 casos (SSA, 2002).

3.2. Morfologia de la Trichinella

La Trichinella pertenece a la Familia Nemathelmintos de la Clase Nemdtoda, Orden
Enoplida, del genero Trichinella y existen 8 especies con presencia de capsula: spiralis,
nativa, T6, britovi, T8, T9, murelli, y nelsoni, y 2 especies sin cdpsula de coldgena en
musculo: pseudoespiralis, y papuae, (Pozio et al., 1992; Pozio et al., 2000, y Arnold,
2001). Lloyd en el 2000 considera 7 entidades de Trichinella a nivel de especies mientras
considera que T6, T8 y T9 en un nivel taxondmico incierto.

La T. spiralis es un metazoario, el cual en etapa adulta, tiene las siguientes
caracteristicas: el macho mide 1.5 x 0.04 mm, y la hembra 3.5 x 0.06 mm (Moreno and
Mufioz, 1993), de forma cilindrica y vela delgada, se pueden identificar tres estadios;
estado adulto (hembras y machos), larva recién nacida (LRN) y larva de misculo
enquistada o larva infectante (LI) (Moreno et al., 2009).

Los adultos son blanquecinos y filiformes. La hembra mide de 3 a 4 mm y su
didmetro es de 35 a 70 um. Monovarica y vivipara con capacidad de parir entre 200 y 1500
larvas, dependiendo de la especie y del hospedador implicados. El macho mide de 1.4 a 1.6
mm, es mondérquido, no posee espiculas pero presenta un par de apéndices copuladores
conicos en el extremo posterior del cuerpo. La larva recién nacida (LRN) mide 100 um x 6
pm, presenta un pequefio espolén cefélico, un estilete bucal y un esticosoma formado por
30 a 40 esticocitos que contienen granulos de distinto tamafio cuya importancia radica en su
poder antigénico al ser excretados. La larva muscular (LM) miden 1 mm x 30 pm de

didmetro pudiendo crecer en el quiste hasta 900- 1280 um de longitud y 35-40 um en



diametro. No tiene estilete bucal. El esticosoma presente en este estadio posee distinto tipo

de granulos en comparacion a los de la LRN (Riva, 1990).

3.3. Ciclo vital de la Trichinella

La infeccidn ocurre entre carnivoros que se alimentan de presas vivas o caddveres
de animales, cuyos tejidos estin infectados con larvas de Trichinella spiralis, o en
omnivoros que consuman pastura que contenga trozos de carne infectada. Las aves adultas
pueden albergar transitoriamente al pardsito adulto, pero las larvas no se enquistan en sus
musculos (Chavez, 2006).

El ciclo vital del pardsito se presentan tres etapas o fases: entérica, sistémica y
muscular.

Fase enteral. El hospedor que consume carne contaminada que contiene larvas
infectantes (LI), en el estdmago son liberadas por accién de enzimas digestivas y son
transportadas pasivamente por peristaltismo a las dos terceras partes del intestino delgado
(Moreno et al., 2009).

El parasito que entra mide aproximadamente 1 mm, de largo, el cual sufre cuatro
mudas toméndole aproximadamente 30 horas para desarrollarse completamente de un
estado juvenil a un estado maduro. Hay un crecimiento del macho de 1.5 mm, y la hembra
de 3 mm, y como resultado T. spiralis estd dentro de un nicho intramulticelular, asi se
expande en este sitio de manera lineal como consecuencia de un crecimiento longitudinal.
El parasito adulto vive dentro de una fila de células epiteliales del intestino delgado este es
un estado transitorio. El pardsito contiene en su interior esticositos granulados que
constantemente secretan antigenos en el nicho intramulticelular durante el proceso de
muda. Probablemente la funcién secretoria en el nicho es la modificacion del mismo
cuando es considerado que la cantidad de energia es excedida por el pardsito para su
sintesis, almacenamiento y secreciones. Los machos ocupan una hilera de células
adyacentes a las que ocupa la hembra; se cree que cada macho puede fecundar a dos
hembras, ya que el promedio de adultos encontrados es de dos hembras por cada macho.
Después que ha ocurrido la cépula, los machos mueren y son expulsados; las hembras

aumentan de tamafio penetrando mds profundamente en la mucosa intestinal, llegando
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incluso al peritoneo y a los ganglios linfaticos mesentéricos. La embriogénesis dura
alrededor de 90 horas, ya que las larvas recién nacidas (LRN) son liberadas hasta el quinto
dia post-infeccion. La LRN es solo un estado no-intracelular y existe como un organismo
que nada libremente dentro del lumen de los vasos sanguineos y linfaticos. Las LRN miden
0.08 mm, de longitud (Moreno et al., 2009).

Fase parenteral. Las LRN migran dentro de la ldmina propia y viajan a través del
mesenterio linfatico; otro sitio de migraciéon es a través de la cavidad peritonial, ducto
toraxico linfatico y el torrente circulatorio. Todas las larvas eventualmente entran a la
circulacién general via porta y son distribuidas por todo el cuerpo. Se piensa que estas LRN
poseen un estilete en la parte anterior del es6fago con el cudl puede penetrar a las células
musculares ya que el sitio de penetracion muestra rasgos de desorganizacién como si se
tratara de un proceso mecdnico. Sin embargo no se descarta la posibilidad de que la
penetracion de las larvas de T. spiralis se lleve a cabo por medio de procesos enzimaticos
(Barbosa et al., 2001).

Fase muscular. En las células musculares las LRN inician un periodo de desarrollo
postembrionario creciendo exponencialmente y desarrollindose sin mudas; la méxima
diferenciacion se alcanza entre los dias 4 y 20 después de la penetracion (Moreno et al.,
2009).

Una caracteristica detectable de T. spiralis es el metabolismo anaerobio que
desarrolla la larva L1. En el tejido muscular la larva induce la formacion de una célula
nodriza y de un sistema de vascularizacion periférica a modo de red de vénulas que le
permite el intercambio de nutrientes y desechos por largos periodos mientras el hospedador
continde vivo. Cuando el hospedador muere, la capsula de coldgeno generada permite que
en el tejido en descomposicién la larva sobreviva por largos periodos manteniendo su

capacidad para ciclar en un nuevo hospedado (Riva et. Al. 2011).
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3.4. Cuadro clinico

Clinicamente la Trichinellosis se confunde muy a menudo con otros sindromes
clinicos y frecuentemente es mal diagnosticada, en algunos casos pasa desapercibida pues
se comporta de manera asintomdtica (Rojas et al., 1989; Lloyd, 2000). La magnitud del
cuadro clinico depende del grado de invasiéon muscular y del estado inmunolégico del
hospedero (Barbosa et al., 2001).

Existen sintomas clinicos caracteristicos para cada fase de la infeccién por
Trichinella spiralis:

Fase entérica. La mayoria de los individuos que han sido infectado por ingestion de
carne contaminada con trichinella no presentan sintomas, la mayoria presentan nausea
moderada y diarrea estas se deben a la penetracion de la mucosa intestinal. La primera
semana de la fase entérica en pacientes con infecciones moderadas o severas va
acompanada de un dolor abdominal, diarrea, estrefiimiento, vomito, malestar general y
fiebre leve. Estos sintomas varian en severidad y solo duraran algunos dias. Estas
manifestaciones clinicas son similares a aquellas causadas por otros desordenes entéricos
como la intoxicacién por alimento o la indigestion, hecho que hace mas dificil realizar un
diagnéstico correcto. La mayoria de los pacientes no busca atencién medica durante esta
fase debido a que los sintomas todavia no son tan severos como los de la fase parenteral
(Capo and Despommier, 1996), la etapa de incubacion se le conoce como silenciosa con
aproximadamente 48 hrs de duracion (tiempo de transformacion de las larvas ingeridas en
adultos). La fase entérica suele confundirse con una infeccién por virus o bacterias (Arnold,
2001).

Fase parenteral. Desde la semana 2 a la semana 6 después de la infeccion, la fase
entérica sigue presente pero los sintomas correlacionados con la fase intestinal disminuyen.
En esta etapa, se desarrollan las larvas recién nacidas. En las infecciones moderadas, los
sintomas de las fases parenteral y migratorias son los primeros en presentarse ya que en
estas infecciones hay ausencia de sintomas relacionados con la fase entérica. Las
infecciones moderadas a severas producen mialgia difusa en 30% -100 % de los pacientes;
un estado de tipo paralitico (10 — 35%); edema periorbital o facial (15 —90%); conjuntivitis
(55%); fiebre (30- 90%); dolor de cabeza (75%); salpullido cutdneo (15 — 65%); disfagia
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(35%) dificultades para abrir la boca; insomnio; perdida de peso; sensaciones de nervios
periféricos; flacheos de calor; voz rasposa (5 — 20%); bronquitis (5- 40%); hemorragias en
astilla en los surcos de las ufias y en la retina asi como problemas visuales y la pardlisis de
los musculos oculares. Estos datos provienen de casos clinicos citados (Capo and

Despommier, 1996).

La mayoria de los sintomas estdn asociados directa e indirectamente con la
penetracion indiscriminada de tejidos realizada por las larvas migratorias recién nacidas.
Después de la segunda semana de esta fase, la mayoria de los pacientes han desarrollado
anticuerpos séricos contra los antigenos secretados por las larvas en el tejido muscular. Los
pacientes que sufren de una infeccion severa son considerados como posibles signos de una
epidemia. Ellos son los primeros en ser diagnosticados debido a que presentan una
sintomatologia mas avanzada de la enfermedad. Fiebre alta y niveles elevados de
eosinofilos circulantes (30 — 60% o mas), dolor muscular severo, salpullido y dolores de
cabeza asi como hinchazén de los parpados, cara o las extremidades, son caracteristicas de
estos casos. También pueden manifestarse sintomas neurolégicos que raramente ocurren
antes del termino segunda semana de infeccion y que provocan un estado generalizado de

ansiedad (Capo and Despommier, 1996).

De patogenicidad de T. spiralis es superior a la de otras especies debido al mayor
nimero de larvas recién nacido producida por las hembras y la reacciéon inmune inducida

mas intensa en los seres humanos (Makedonka and Douglas, 2006).

3.5. Respuesta inmune

Las infecciones parasitarias desencadenan una serie de mecanismos de defensa
inmunitarias caracteristicos, unos mediados por anticuerpos y otros por células. La eficacia
de cada uno de estos tipos de respuesta depende del parasito implicado y de la fase de la
infeccion (Makedonka and Douglas, 2006).

Numerosos estudios han demostrado que la infecciéon con T. spiralis produce una
proteccién poderosa y duradera contra una nueva infeccion. Esta proteccion es la

culminacién de una secuencia de respuestas del hospedero en las cuales el anticuerpo juega
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un papel principal (Takahashi et al., 1990). Como lo menciona Dupouy and Murrell en el
2007, el immunodiagndstico humano tiene tres objetivos principales:

a. Reconocer la infeccion aguda para permitir un temprano tratamiento antihelmintico.

b. La elaboracién de un diagnéstico retrospectivo.

c. Adicion de informacion a la epidemiologia de la infeccidn.

En la respuesta inmune humoral contra Trichinella spiralis se producen
inmunoglobulinas IgM, IgG, IgE e IgA. Existe en forma temprana la presencia de IgGl,
seguida de IgG3 e IgG4 (Martinez et al., 2000).

Se ha demostrado que la presencia de T. spiralis en los tejidos desencadena una
reaccion de hipersensibilidad retardada y de produccién de anticuerpos, ambos mecanismos
contienen, en ocasiones, una proteccion especifica. La cuticula y los elementos del tubo
digestivo del parasito son capaces de desencadenar una respuesta inmune, especificamente
los esticocitos y los elementos del espacio pseudo-celémico contienen los antigenos més
importantes que varian de acuerdo con la etapa de su ciclo vital (Moreno, 1995).

La respuesta inmune inespecifica y especifica a trichinellosis, estd regulada tanto en
su naturaleza como en su intensidad y duracidn por una serie de factores: carga parasitaria,
estadio del parasito, y de las caracteristicas del huésped (edad, sexo, estado nutricional,
hormonal e inmunolégico). T. spiralis de acuerdo al estadio en que se encuentre en el
huésped (LI, adulto o LRN) va a desencadenar la produccién de anticuerpos (Acs), los
cuales estan dirigidos a los diferentes sitios anatémicos del pardsito (cuticula, esticocitos,
etc.)

Los antigenos (Ags) que desencadenan la produccién de Acs se encuentran en su
mayoria caracterizados en dos grupos: el primer grupo de Ags (detectados en las capas
internas de la cuticula, hemolinfa, saco embrionario, glandula hipodermal y grénulos
exocrinos en el tracto reproductor del macho), se detectan dos semanas después de la
infeccion (grupo de respuesta rdpida), que soportan Ags relacionados con fosforilcolina
(PC). Otro grupo de Ags encontrados en la superficie de la larva y en los granulos de sus
esticosomas, se detectan s6lo hasta pasadas cuatro semanas de la infeccidén (grupo de
respuesta lenta) que cargan antigenos de productos excretorios y secretorios (ES) de la
larva, el mis estudiado es la tyvelosa. Varios autores (Despomier and Laccetti, 1981;

Wakelin, 1996; Pozio et al.,, 2001 y Moreno et al., 2001), describen como antigenos
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inmunodominantes de la LI el triplete de 42, 45 y 48 kDa, que es conocido en diferentes
modelos experimentales (raton, rata, conejo, cerdo y el hombre).

Moreno et al., en el 2001 reportan que la parte posterior del es6fago de la larva T.
spiralis es glandular y estd constituida por esticosomas, los que corresponden a gldndulas
exocrinas constituidas por 45/55 esticocitos. Estos son células discoides que poseen
gr nulos citoplasm ticos: a0, al, a2, B y v, secretan material antigénico en las primeras 30
horas pos-infecciéon y son capaces de inducir una respuesta inmune. Makenzie et al. en
1980 describen el efecto de complemento de varios estadios del ciclo de vida del
nematodo T. spiralis, los Acs de ratas infectadas con este parasito y diferentes tipos de
c€lulas, la cuticula de la larva infectante y la forma adulta en intestino activa la via alterna
del complemento (C), pero la cuticula de la LRN de T. spiralis no presenta esta propiedad
inicial. No obstante, la reciente formacion de la cuticula en la regién media de su cuerpo,
es capaz de activar el complemento. Ratas infectadas con cualquier especie de nemdtodo
producen Acs contra la cuticula en todos los estadios del ciclo de vida, condicionando que
T. spiralis desencadene uniformemente la via alterna del complemento con receptor a Fc y
la adherencia de granulocitos incluyendo células cebadas. T. spiralis es un patégeno
intracelular que provoca una respuesta celular, si el pardsito no logra ser eliminado, puede
aparecer la patologia, cuando el antigeno (Ag) es eliminado, las células T y B vuelven a
reposo, por lo que el sistema inmune va disminuyendo la intensidad de su respuesta (Iafies,
1999).

La expulsion del nemétodo T. spiralis a nivel gastrointestinal es asociada con una
pronunciada mastocitosis mediada por una respuesta de tipo T-cooperador 2 (Th2)
involucrando IL-4, IL-10, y IL-13. La IL-18 tiene un efecto de proteccion contra este
pardsito in vivo, ratones knoukout son muy resistentes a infecciones por T. spiralis,
expulsando a los adultos rdpidamente y subsecuentemente desarrollando bajos niveles de
enquistamiento de LI

El incremento de la expulsion estd correlacionado con un alto nimero de células en
la mucosa y el incremento de la secrecién de IL-13 e IL-10. EI tratamiento no tiene efecto
en la eosinofilia intestinal o hiperplasia en la capa celular pero si inhibiendo
especificamente el desarrollo de mastocitosis. Ademds IL-18 en cultivos in vitro de células

derivadas de la medula 6sea, resulta una significante reducciéon en la produccion de
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células secretoras de IL4. El tratamiento con Interferén gama (IFNy) en ratones knoukout
in vivo infectados con T. spiralis con IL-18 demostr6 que el efecto inhibitorio de IL-18 en
mastocitosis y en secrecion de citocina Th2 es independiente de IFNy, ahora, IL-18 juega
un importante papel biolégico en la retroalimentacién de la respuesta celular intestinal y
puede promover la supervivencia de parasitosis intestinal in vivo (Helmby and Grencis,
2002).

Grandes cantidades de Ags por via oral, puede provocar tolerancia inmunolédgica o
una desviaciéon de respuesta, en funcién de las sub-poblaciones de linfocitos T-
cooperadores (Th) que se activan o inhiben.

El complejo antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) surge durante la respuesta inmune pueden
mejorar o suprimirse segun el estimulo. La capacidad de respuesta inmune depende del
fondo genético de cada individuo, en algunos experimentos se ha determinado la existencia
de genes que condicionan o modulan la respuesta inmune. Algunos de ellos estan ligados al
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), mientras que otros residen fuera de esa
zona.

El polimorfismo de secuencias del CMH de cada individuo se hereda de sus padres
y tiene una profunda influencia sobre la capacidad de unirse a péptidos, y como
consecuencia sobre la activacion de los linfocitos T. En ratones la susceptibilidad o
resistencia a T. spiralis y Leishmania donovani estd condicionada por los alelos del locus
H-2 (Iafiez, 1999).

El papel de IgG en la expulsiéon de T. spiralis en ratas adultas se analiz6 en un
modelo experimental, en donde las ratas se infectaron con el nemétodo Heligmosomoides
polygyrus, posteriormente se obtuvo el suero del dia 5 y 14 el cual fue purificado para
obtener un anticuerpo monoclonal de IgG. Las ratas fueron retadas con LI de T. spiralis, 24
horas después del reto los anticuerpos monoclonales se transfirieron para la cuantificacién
de los adultos, en varios tiempos encontrando que en las ratas a las que se les aplic el
monoclonal fueron capaces de llevar acabo la expulsion de los adultos, la proteccion varié
de un 40 a 90% de eliminacién de T. spiralis siendo dependientes de la dosis. Ningun
linfocito Th de células transferidas de la forma H. polygyrus, confiere protecciéon en
reparacion intestinal, ese dato sugiere que la rdpida expulsion es predominante en procesos

mediados por anticuerpos de tipo (IgE e IgG), aunque son elementos intestinales



necesarios. Finalmente estos resultados muestran que varios isotipos de IgG y IgE tienen
un rol funcional en la expresion de la inmunidad intestinal (Bell et al., 1992).

Peters en 1999, describe la respuesta de un Ac de clase IgG2c en intestino de ratas
infectadas con T. spiralis, el cual tiene una respuesta inmunoldgica a las glicoproteinas de
fosforilcolina en el primer estadio de la larva siendo diferente a la respuesta caracteristica
para la anti-tyvelosa que es inducida por el estadio de LI.

Las actividades bioldgicas en ratas por IgG2c no se conocen, mientras que la
presencia de IgG2c manifiesta dos distintas respuestas relacionadas directamente con
anticuerpos contra LI de T. spiralis en esto se basa la conclusién de que la presencia de
IgG2c es una respuesta directa de Ac contra LI de T. spiralis siendo un isotipo de la célula
que la produce (Peters, 1999).

En otros estudios de la inmunidad de trichinellosis que estdn basados en la
inflamacion y en la respuesta celular, mediada contra los adultos de T. spiralis
localizdndose en intestino de hospederos. Li y Ko en el 2001 indica que se despierta una
respuesta a Th2 durante la fase muscular en desarrollo. En las pruebas de fluorescencia
indirecta y en estudios con microscopio laser confocal para detectar anticuerpos,
demuestran la presencia de células CD4 y CD8 en la region citoplasmatica de la célula
nodriza de T. spiralis (Moreno et al., 1996).

Las investigaciones de Despomier ha demostrado que los esticositos son de dos
tipos, un grupo contiene granulos alfa y el otro granulos beta, al aislar antigenos de estos e
inocularlos en animales experimentales obtuvieron altos niveles de produccion. Varios
autores han reportado que antigenos inmunodominantes de T. spiralis tienen un peso
molecular dentro del rango de 28-120 kDa con el predominio de una banda de 45 kDa
(Moreno et al., 1996).

En resumen los mecanismos inmunoldgicos basicos en la relacion hospedador-
pardsito muestran a nivel de los mecanismos inmunoldgicos efectores y de escape
parasitario: Existen Acs citotoxicos especificos contra la LRN de T. spiralis en fase
temprana de la enfermedad a diferencia de la fase cronica donde se detectan Acs contra
LRN sin actividad citotéxica contra el pardsito. Los isotipos de Acs contra dicho estadio
difieren en la fase tardia y temprana de la enfermedad. En la reaccion de citotoxicidad

celular dependiente de Acs (CCDA) la edad de maduracién de las LRN y el estado de
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activacion de las células efectoras son pardmetros de importancia en esta reaccion. La
presencia de las inmunoglobulinas IgG, IgE y el complemento son fundamentales en la
reaccion de CCDA. La actividad citotoxica del eosindfilo no estd relacionada con su
numero (hipereosinofilia) sino con su estado de activacidn, cuando los eosindfilos estan
activados la presencia del complemento no es esencial para la muerte del parésito.

(Venturiello, 1998).

3.6. Diagnéstico

El diagnéstico de la triquinosis humana se basa fundamentalmente en la
consideracion de antecedentes epidemioldgicos y clinicos, junto con algunos exdmenes de
laboratorio, entre los cuales destacan el recuento de eosindfilos y las reacciones
inmunobioldgicas (Contreras et al., 1999).

T. spiralis es la especie mds importante en los cerdos domésticos para la transmision
de zoonosis. Hay dos métodos principales que se utilizan para probar a los cerdos de esta
infeccion. El método preferido para el diagnostico de la especie porcina infectada es
mediante la digestion de muestras de carne con HCL. Aunque algo engorroso, la
sensibilidad de este método es relativamente uniforme a lo largo de una infeccion. El ligado
a enzimas pruebas de inmunoensayo (ELISA) son un método alternativo que proporciona
para la deteccion relativamente rdpida de T. spiralis la infeccion por serologia. Una ventaja
es que la prueba ELISA puede detectar la infeccién antes de la matanza. Sin embargo, la
sensibilidad de la prueba de ELISA puede ser menor a principios de la infeccion.

Hay varias pruebas disponibles para diagnosticar trichichinellosis en seres humanos.
La biopsia muscular se utiliza para observar directamente las larvas del musculo para el
diagnostico inequivoco. Las biopsias pueden ser evaluadas por varios métodos de

microscopia participacion de:

1. Las muestras de tejido presionando entre 2 diapositivas, para la deteccion de larvas

en el tejido muscular.



2. Digerir una porcion finamente picada de la muestra de la biopsia en HCl-pepsina y
la deteccidn de larvas en libertad a partir de tejido muscular.

3. El examen histolégico de secciones tefiidas de una biopsia muscular.
Alternativamente, varias pruebas seroldgicas se han utilizado para el diagndstico de
infecciones en seres humanos, incluidos los ensayos de inmunofluorescencia

indirecta (IFI) y ELISA.

El diagnéstico serolégico durante la infeccién temprana y la fase aguda es mads
problemadtico, con reacciones débiles que complica la interpretacion de estas pruebas

(Makedonka and Douglas, 2006).

3.7. Tratamiento

En humanos no existen medicamentos totalmente eficaces. Se usan benzimidazoles
(albendazol, mebendazol) tanto para la fase intestinal como para la fase parental, siendo
mds efectivos los administrados en forma temprana. Conjuntamente se utilizan
corticoesteroides ya que la accidn larvicida de los antihelminticos puede generar una brusca
liberacion de antigenos parasitarios. La administracién de drogas inmunomoduladoras se
aplican a pacientes con enfermedad severa o signos de inmunosupresion. Si bien el
tratamiento farmacoldgico no es aplicado en animales, numerosos estudios en ratones y
cerdos infectados con T. spiralis han testeado la eficacia de ivermectina y flubendazole
contra las larvas enquistadas y otros estadios, hallando signos de prevencion y tratamiento
pero con insuficiente consistencia atn. También se realizaron estudios de vacunaciones
contra Trichinella donde observaron una importante respuesta inmune en inmunizaciones
realizadas con antigenos solubles de adultos de T. spiralis. Estudiaron el nivel de
proteccién inducida por vacunacién con antigenos de LM de T. spiralis en ratones de alta y
baja respuesta inmune resultando altamente eficaz sélo en los primeros. De igual forma
encuentran promisoria la vacunacién contra T. spiralis utilizando el mismo tipo de

antigenos (Riva et al, 1990).
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3.7.1. Ivermectina

Medicamento de eleccion para el tratamiento de helmintos. Derivado del
actinomiceto Streptomyces avermitilis. El medicamento se absorbe ripido alcanzando
concentraciones plasmdticas maximas 4h después de la administracion de una dosis de
12mg. Su vida media es de casi 16h. La excrecion del medicamento y de sus metabolito es
casi exclusivamente en las heces (Katzung, 2005).

Farmacodinamia. El farmaco inmoviliza a los organismos afectados al inducir
paralisis ténica de sus musculos (Goodman et al., 2002), la pardlisis era mediada por la
potenciacion y activacion directa de los canales de Cl sensibles a IVM, controlados por el
glutamato. Esos canales estdn solamente presentes en nervios y células musculares de los
invertebrados y una vez potencializados ocasionan un aumento de permeabilidad en la
membrana a los iones de cloro, con hiperpolarizacion de los nervios y las células
musculares, resultando la pardlisis y muerte del parasito, como lo demostraba Arena et al.,
1995. Los canales de CI" controlados por el glutamato probablemente sirven como dos
lugares de accion de la IVM también en insectos y crustdceos. A falta de receptores con alta
afinidad para avermectina en céstodos y tremdtodos se puede explicar porque estos
helmintos son sensibles a la IVM (Fléres, 2003). Las avermectinas actian con los
receptores de GABA en el cerebro de vertebrados (mamiferos), pero su afinidad por
receptores de invertebrados es 100 veces mayor (Colin, 1998).

Farmacocinética. La preparaciéon parenteral en humanos es para pacientes que
presenten pardlisis espdstica a dosis de 0.2- 1.6 mg / kg por via subcutdnea (Lancet, 2000).
Se administra solo por via oral en el humano (Katzung, 2005), se absorbe bien en un tiempo
maximo de 4 horas y es metabolizada ampliamente, su vida media es de 27 horas, se une el
93% a proteinas plasmadticas, la depuracion plasmatica es lenta (cerca de 1.2 litros/por
hora) en un volumen aparente de distribucion de aproximadamente 47 litros.

Efectos adversos. Algunos de los sintomas son principalmente: ataxia, midriasis,

depresion, temblores, estupor, hemesis, salivacién y muerte (Colin, 1998).
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3.7.2. Albendazol

Antihelmintico de amplio espectro de administracion por via oral es un
benzimidazol carbamato. Después de la administracion por via oral se absorbe
erraticamente (hay incremento con alimento con alto contenido de grasa). Alcanza
concentraciones mdximas en el plasma variables cerca de 3 h después de la administracion
de una dosis de 400 mg por VO y su vida media plasmética es de 8 a 12 h. Los metabolitos
de albendazol se excretan en la orina. Se cree que los benzimidazoles actian contra los
nematodos inhibiendo la sintesis de microttibulos (Katzung, 2005), el mas nuevo que se ha
utilizado para la erradicacién a nivel mundial de los helmintos (Goodman et al., 2002).

Farmacodinamia. Los benzimidazoles ocasionan muchos cambios bioquimicos en
nemdatodos sensibles, por ejemplo, inhibicion de la fumarato reductasa en las mitocondrias,
disminucion del trasporte de glucosa y desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa
(Goodman et al., 2002), hay pruebas de peso que demuestran que la accién primaria
entraia la inhibicién de la polimerizacién de microtibulos al unirse a la [-tubulina
(Goodman et al., 2002 y Katzung, 2005). E1 ABZ bloquea la captacién de glucosa de los
pardsitos susceptibles en la etapa larvaria y adulta, abatiendo sus reservas de glucégeno y
disminuyendo la formacion de trifosfato de adenosina (ATP). Como resultado el parasito se
inmoviliza y muere (Katzung, 2005).

Farmacocinética. Su administracion es por via oral a dosis aproximada de 400 mg
en dosis Unica en personas desde los 2 afios de edad hasta edad adulta, dependiendo del
pardsito serd la repeticion de la dosis. En cerdos se administra por via oral pero de forma
liquida, es decir, en suspension (Colin, 1998). La absorcion del ABZ es variable e irregular
después de haber sido ingerido, se administra con mejores resultados en el estbmago vacio
cuando se usa contra pardasitos intraluminales; su absorcién es mejor si se administra en
compaiia de alimentos grasosos y posiblemente también por accion de las sales biliares
ocasionando que se ejerza efecto contra pardsitos tisulares. Es metabolizado rdpidamente en
el higado, hasta la forma de sulf6xido de albendazol (es el que mantiene la actividad
antihelmintica) se liga aproximadamente en un 70% a proteinas plasmadticas, su vida media

en el plasma es de 8 a 9 horas (Goodman et al., 2002).
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La formacién de sulfé6xido de albendazol es catalizada  por la flavina
monooxigenasa microsdmica y en menor magnitud por algunas formas del citocromo P450
(Gottschall, 1990). Parte del suféxido es todavia oxidado mds hasta generar el metabolito
sulfona que es farmacoldgicamente inactivo (Katzung, 2005). Los metabolitos se excretan
principalmente por la orina (Goodman et al., 2002, Katzung, 2005).

Aunque se absorbe como el mebendazol por tracto gastrointestinal y su actividad
antihelmintica es ejercida principalmente en dicho tracto, llega a alcanzar concentraciones
plasmdticas 15-50 veces superiores, y por consiguiente, en el liquido quistico de una
hidétide; por esta razén puede ejercer mayor accién letal en hidatidosis (Flores, 2002).

Efectos adversos: A diferencia de los otros benzimidazoles, el ABZ tiene pocos
efectos adversos si se utiliza por poco tiempo (1 a 3 dias), en tratamiento a largo plazo en
ocasiones hay malestar abdominal, diarrea, ndusea, mareos y cefalea transitorios e
incremento en las enzimas hepaticas (Katzung, 2005).

Cuando los efectos son graves se puede presentar: dolor GI, cefaleas intensas,
fiebre, fatiga, alopecia, leucopenia, trombocitopenia, salpullido, llagas en la garganta.

Debido a que el farmaco es teratdgeno y embriotoxico en algunas especies animales
no se recomienda a mujeres embarazadas, ni a nifios menores de 2 afios (Goodman et al.,
2002). Es importante efectuar en forma seriada estudios de funcion hepatica durante su
administracién por largo tiempo, no se recomienda administrarse en pacientes con Cirrosis
hepatica (Davis et al., 1989).

Dosis: contra triquinosis (400 mg dos veces al dia por 1 o 2 semanas) (Katzung,

2005).
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4. HIPOTESIS

“El patron caracteristico en la respuesta inmune e histolégica muestra diferencias en
animales infectados con T. spiralis y tratados con 2 farmacos antiparasitarios .
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5. OBJETIVOS
5.1. General

Caracterizar la respuesta inmune e histolégica de ratas Long Evans infectadas con T.
spiralis y tratadas con 2 antiparasitarios.

5.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar la respuesta inmune e histolgica de animales infectados con T. spiralis

e (aracterizar la respuesta inmune e histolégica de animales infectados con T. spiralis
y tratados con Albendazol e Ivermectina.

e Evaluar comparativamente el efecto del Albendazol e Ivermectica en animales
infectados con T. spiralis.

e Evaluar la morfologia por medio de microscopia optica, de animales infectados con
T. spiralis y tratados con Albendazol e Ivermectina.
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6. METODOLOGIA

6.1. Diseiio experimental

El trabajo experimental se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia Celular de la

Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn en conjunto

con el departamento de Biologia Celular y Microbiologia de la Unidad Académica de

Biologia Experimental de la Universidad Auténoma de Zacatecas

6.2. Material y Métodos

Se utilizaron 120 murinos (ratas) hembras y machos de la cepa Long Evans de peso

de 250 + 20 gr, teniendo 4 grupos de trabajo, tomando el peso y talla cada 2 semanas.

Modelo Subgrupos | Numero |Sexo |Fase de Tratamiento Sangrados
de ratas
por
Experimental subgrupo Infeccion | Dosis
Control sano |2 5 ? & |Intestinal
Muscular 1. Preinfeccion
Control
infectado 4 5 Q & |Intestinal 2. Post infeccion
3.  Cada 2 semanas
Muscular después de la infeccion
Tx. 4. Al completar el ciclo
Albendazol 8 5 Q& |Intestinal | 15mg/kg vital de T. spiralis
Muscular | 7.5mg/kg
Tx.
Ivermectina 8 5 Q & |Intestinal |1 dosis de 200ug/kg
Muscular |2 dosis de 200ug/kg

Tx- tratamiento, @-hembra, J-macho, mg- miligramo, pg-microgramo, kg-kilogramo.

6.2.1. Sangrado de los animales

Los animales fueron sangrados antes de infectarlos, posterior a la infeccion, asi

como cada 2 semanas después de la infeccion ademds de al sacrificio, y realizacion de frotis
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para evaluacion de eosinofilos, se usaron vapores de halotano para anestesiarlos y se

obtuvieron los sueros para la realizacion de las técnicas inmunoldgicas.

6.2.2. Infeccion, tratamiento y sacrificio de animales

Los murinos fueron pesados y se tomo su talla, ademds de que se tomaron muestras
sanguineas, se administro carne infectada con 500 LI, para la fase digestiva pasaran 6 dias
desde el dia de la infeccién, para comenzar los tratamientos de 7.5mg y 15mg por
kilogramo de peso al dia de ABZ y 1 y dos dosis de IVM de 200 pg/kg, se sacrificaron a los
28 dias de haber terminado tratamientos. Para las fases digestivas se comenzé a dar el
tratamiento de ABZ e IVM a los 30 dias después de la infeccion y se sacrifico a los 28 dias

de haber terminado el tratamiento.

6.2.3. Técnica de Bolas Fernandez

Al séptimo dia de infeccion de extrae el Intestino delgado de cada rata para
recolectar hembras y machos adultos. El intestino delgado se corta desde el piloro hasta el
ciego, abriendo longitudinalmente en su totalidad. Se cortaron porciones de 7-10 c,
aproximadamente, colocando trozos en una gasa y depositando el envoltorio en un tubo
conico con solucion de PBS, la solucidn estd siempre cubriendo los trozos perfectamente y
se incuban a 37° centigrados durante 3 horas, posteriormente se decanto el sedimento, se
coloca en una caja de petri y se observa a | microscopio dptico analizando los diferentes

campos para identificar hembras y machos adultos (Bélas-Fernandez, 2002).

6.2.4. Técnica de Compresion de placa

Se utilizaron aproximadamente 50mg de tejido de masetero, diafragma y pierna,
cada muestra se coloco entre dos laminillas y se comprimieron, ocupando un drea de
I1x5mm, se observé al microscopio Optico, con el lente de 10x, para poder observar los

cambios morfoldgicos de la larva (Fragoso et. al., 1981).



6.2.5. Técnica de digestion artificial

Se utilizaron muestras de 30gr de tejido (masetero, lengua, intercostales, diafragma
y pierna), se incubaron a 37°C en un tamiz de tile m forma de saco, suspendido en una
solucién al 0.3% de pepsina y HCL al 37% en 500ml de agua destilada, dentro de un
embudo de separacion; transcurridas 24h se procedié a separar el paquete larvario con las
LI, que se depositaron en el fondo del embudo, se observaron en cdmara de newbawer al

microscopio optico con lente 10x, y se cuantificé el paquete (Del Rio et. al., 1986).

6.2.6. Obtencion de Antigeno soluble Total

Se obtuvieron los diferentes muisculos de 2 ratas infectadas, las cuales se incubaron
a 37° C por 24 horas segun el método descrito por Del Rio et al en 1986, en donde se
colocaron (aproximadamente) 60g. de tejido en un tamiz de tul, en forma de saco; en
suspension de una solucién al 0.03 % de pepsina (10,000 U) y HCl al 37 % (0.2M) en un
litro de agua destilada en un embudo de separacion; después de 24 horas se procedié a
separar las LI que se depositaron en el fondo del embudo, las cuales, después de varios
lavados con solucién bésica de fosfatos (PBS), se desengrasaron con acetona absoluta a
evaporacion y se mantuvieron en PBS, luego se sonicaron con la finalidad de romper
cuticula y vaciar el contenido antigénico de las LI, se centrifugaron a 3500 rpm por 1.5
horas, el sobrenadante fue el antigeno soluble total (AST) mismo que se us6 como antigeno

para las diferentes pruebas en el modelo experimental con los sueros problema.

6.2.7. Extraccion con nitrégeno liquido del antigeno total de T. spiralis

Este se obtiene por medio de la extraccién con nitrégeno liquido, segin Andiva et al
2000, modificada se extrajeron las larvas por medio de la técnica de digestion artificial
(Del Rio et al., 1986), las LI depositadas en el embudo de separacion se lavaran con PBS
para retirar excesos de la solucién artificial de jugos géstricos, se afiadié el Nitrégeno

liquido en cantidad suficiente para cubrir las LI y por estallamiento se permiti6 la salida de
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los componentes antigénicos, se centrifugd a 3500 rpm por 1.5 hrs. El sobrenadante fue el

antigeno y se us6 en diferentes pruebas.

6.2.8. Determinacion de proteinas

Se obtuvo wuna curva estindar usando albumina sérica bovina, ajustando la
concentracion de proteinas obtenidas a una densidad 6ptica de 610 nm mediante azul de
Coomassie al 0 .06 % preparado en HCI al 2.2 %. Se interpolo el valor de la densidad
Optica del antigeno, a la de la curva estdndar de albimina, se obtuvo la concentracién de

proteinas contenidas en los dos tipos de extracto antigénico (Bradford, 1976).

6.2.9. Tincion con Hematoxilina-Eosina

El tejido se conservd en formol al 10% para cortes histoldgicos, con el fin de
determinar las caracteristicas por una tincién de Hematoxilina-Eosina (HE) (Manual of
Histology, 1957). Los tejidos se deshidrataron para procesarlos en parafina, esto se llevo a
cabo en un procesador de tejidos (Lipshaw Automatic Tissue Processor) de la siguiente
manera:

El tejido permaneci6 en formol al 10 % por 12 horas y en alcohol etilico al 80% por
1 hora, luego alcohol etilico del 96%, realizando 3 cambios de 30 min. y alcohol etilico
absoluto, 3 cambios cada hora y media, luego Xileno, 2 cambios cada 1.5 horas vy,
finalmente, parafina a 60 °C, en 2 cambios cada hora y media y al final fueron colocados
los tejidos en moldes cubicos hasta enfriar.

Después de 24 horas, se colocaron en cama de hielo para efectuar los cortes, con un
espesor de 4u (Micrétomo modelo 820 Rotary, American Optical), posteriormente se
colocaron en un portaobjetos, cubriéndolos luego con un gel a base de clara de huevo y
glicerol en dilucién 1:1, mds unos granos de Tibol como conservador, los cortes se
colocaron en placa caliente para fundir la parafina y continuar con la tincién con H-E como
se describe en el Manual of Histology, 1957.

El proceso de tincion se llevd a cabo en un tren de tincion: los portaobjetos se

colocaron en una canastilla que fue introducida en las siguientes soluciones: Xileno, 5 min;



alcohol etilico absoluto, 3 min.; alcohol etilico al 96%, 3 min.; alcohol etilico del 96% 3
min.; agua destilada (de manera rdpida); Hematoxilina de Harris (por unos segundos) agua
potable, alcohol 4cido al 1 % (de manera répida) agua potable; solucién saturada de
carbonato de litio, 2 min.; agua potable-Eosina (por unos segundos); agua potable, dos
cambios en alcohol etilico al 96 %; 3 cambios en alcohol etilico absoluto, Xileno (todos los
pasos anteriores son de 1min.) fueron montados con resina sintética Sigma ® y se cubrirdn
con un portaobjetos quedando listas para su observacion al microscopio Optico a 40 y

100X.

6.2.10. Microinmunodifusion doble (MIDD)

Para la microinmunodifusién doble se elaboro un gel de agar al 1 % en agua
destilada con azida de sodio, para evitar contaminacion; se coloco en una cantidad de 4.5
mL a 55°C sobre una laminilla de vidrio, una vez en forma sdlida, se procedi6 a formar la
roseta con un horadador, procurando una equidistancia de 0.5 cm entre pozo y pozo; la
confrontacion se realizo colocando siempre el antigeno en una cantidad de 20 pL (18 pg)
en el centro y, en torno a éste, un suero de reactividad conocida, (en la misma proporcién
en volumen sin diluir), se dejo a temperatura ambiente en cimara hiimeda de 24 a 48 horas,
hasta observar lineas de precipitacion entre el suero positivo y el antigeno; luego se
procedio a tefiir el gel con azul brillante de Coomassie G 250, en un 25 % en volumen

(Ouchterlony, 1958).

6.2.11. Corrimiento electroforético en Geles de Poliacrilamida (EGPA)

Se realiz6 el corrimiento electroforetico, para esta técnica se usaron geles de 8x 10
cm, preparados con dodesil sulfato de sodio (SDS), en condiciones reductoras segin lo
propuesto por Laemmil en 1970, con una concentracion al 11% del gel separador y del 4%
en el concentrador.

A cada carril se le colocaron 40 uL del antigeno, equivalente a una concentracion de

36 ug de proteina; la cual fue preparada por ebullicién por 5 min. en una solucién reductora
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de Tris - HC1 1 M pH de 6.8; glicerol; DSS al 2%; azul de bromofenol al 0.5%, etilen
diamin tetra acético (EDTA); agua (H,O); di- tiotreitol 5 Mm y 2-3 -mercaptoetanol al 5%.

El corrimiento se realiz6 en una cidmara de Protean II xi Cell (Bio- Rad), por
espacio de dos horas, usando 100 miliamperes por gel. Se contindo con la tincién de uno de
los geles con el colorante azul de Coomassie G- 250 y su secado en membranas de
celofén.

Se usaron los siguientes marcadores de pesos moleculares: Fosforilasa (97 kDa),
Albumina sérica bovina (68 kDa), Ovo albiimina (43 kDa), Anhidrasa carbdnica (24 kDa)
y Lisosima (14 kDa); el gel restante se usd para trasferencia a papel de nitrocelulosa (NC)

(Towbin, 1979).

6.2.12. Inmunoelectrotransferencia (IET)

El producto que se obtuvo del corrimiento en gel de poliacrilamida se transfirid a
papel de NC, de acuerdo a lo descrito por (Towbin and Sthanlin, 1979), utilizando la
camara de Transblot- Cell (Bio-Rad)® a 35 voltios, durante toda la noche a 4°C.

El papel de NC fue teitiido con fast green (verde rdpido) por 5 min. con agitacién
constante, se retiro el colorante y se decoloro en agua destilada, para verificar transferencia
de las proteinas, se dejo secar y se cortaron las tiras del ancho aproximado de cada carril
(0.5 cm).

Transcurrido lo anterior, se procedio a cubrir cada tira con una solucién de PBS-
leche en polvo al 3% y azida de sodio al 0.15% a 4°C, con agitacién constante por toda la
noche. Enseguida se lavo 3 veces por 10 min. con PBS, se continuo con la incubacién por
1.5 h. con los sueros de las ratas en una dilucion de 1:100 en PBS- leche en polvo al 3% a
37°C con agitacién constante, posteriormente se lavo en dos ocasiones con PBS- Tween 20
al 0.3% por 10 min. y tres mds con PBS otros 10 min. A continuacién se incubo con el
segundo anticuerpo Anti-IgG de ratdn, conjugado con peroxidasa 1: 2000 PBS- leche en
polvo al 3% por 1 h., a temperatura ambiente, con agitacion, después se lavo 2 veces con
PBS- Tween 20 al 3% y se enjuago con PBS, por 10 min.

El patrén de Bandeo de cada tira se revelo con 3,3” di amino — benzidina (DAB), 50

mg en 100 mL de PBS, usando, como sustrato, peroxido de hidrégeno al 37 %.
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6.2.13. Intro dermorreaccion (IDR)

Se aplico la sustancia a evaluar intradérmica con jeringa de insulina de 100
unidades, 10 pg de proteina y se analizo la zona de observacion a la 2, 24 y 48 horas y se

evaluo la triple respuesta de Lewis Crubor, calor e induracién (Moreno, 1994).

6.2.14. Triple respuesta de Lewis

Donde se evalaa:
e FEritema central
e Hinchazén

e FEritema periférico

6.2.15. Biopsia

Extraccion de una muestra de tejido obtenida por medio de métodos cruentos para

examinarla al microscopio.

6.2.16. Modelo Estadistico

El modelo lineal estadistico fue un disefio experimental completamente al azar, los
factores bajo estudio serdn: Factor A: técnica, que tendrd 2 niveles (1)- Digestion artificial
(2)- Observaciéon en Compresion de tejido, Y el factor B: infeccion con 12 niveles a ensayar
: a)- ratas control sano (CS), b)-ratas control infectado (CI), c) ratas infectadas y tratadas
(Tx) con ABZ a 7.5 mg/kg (FI), d) ratas infectadas y tratadas (Tx) a 15mg/kg (FI) e)- ratas
infectadas y Tx IVM a 1 dosis de 200 ug/kg (FI), f)- ratas infectadas y Tx IVM 2 dosis de
200 pg/kg (FI), h) ratas infectadas y tratadas (Tx) con ABZ a 7.5 mg/kg (FM), i) ratas
infectadas y tratadas (Tx) con ABZ a 15mg/kg (FM) j)- ratas infectadas y Tx IVM a 1
dosis de 200 pg/kg (FM), k)- ratas infectadas y Tx IVM 2 dosis de 200 pg/kg (FM), 1)-

ratas infectadas, resultando 24 tratamientos por ensayar.
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El modelo lineal asociado al disefio de tratamientos expuesto, serd de la siguiente
forma:
Y« =M+A (Y1) +Bi(v 1) +AB;(Y 1)+ Gk
Donde:
Y (= Valor observado en la k-esima repeticion, del j-ésimo nivel del factor B(infeccion)
para el i-ésimo nivel del factor A ( técnica) .
M= Media general de todo experimento.
A= Efecto del i-ésimo nivel del factor A
B; = Efecto del j-ésimo nivel del factor B
v x = Efecto de la k-ésima especie
AiBj= Efecto de la interaccién entre el j-ésimo nivel del factor B con el I-ésimo nivel del
factor A.
&ijx= Error aleatorio asociado a la k-ésima repeticion del j-ésimo nivel del factor B con el I-

ésimo nivel del factor A
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7. RESULTADOS

En el presente estudi6 se analizaron un total de 120 murinos de la raza Long Evans,
tanto hembras como machos, de los cuales se dividieron en grupos, para control sano,
control infectado, infectados y tratados con dos dosis Ivermectina e infectados y tratados
con diferentes dosis de Albendazol.

Talla y Peso

Todos los grupos de animales fueron pesados: antes de la infeccion, durante el
tratamiento y antes del sacrificio, para ver las diferencias que estos presentaban en el
proceso.

Talla

CS CSM CID CIM CSD CSM CID CIM IVM IVM IVM IVM ABZ ABZ ABZ ABZ ABZ ABZ IVM IVM IVM IVM ABZ ABZ
FD FD FD FD FD FD FD FD FM FM FM FM FM FM FM FM
ib 2b 1D 2D 75 15 75 15 75 15 1D 2D 1D 2D 75 15

Figura No. 1.- Grifica de aumento de talla, a lo largo del experimento, de cada uno de los grupos.

Como se puede observar el la figura No. 1, los grupos de control sano y control
infectado en fase digestiva tanto en hembras como machos, hubo una aumento de talla
proporcional ya que el tiempo al sacrifico fue el mismo (6 dias) tiempo que dura la fase
digestiva en el cuadro clinico. En los grupos con tratamientos, tanto con una dosis y dos
dosis de ivermectina en fase digestiva hembras y machos no se observé una aumento de
talla significativa, mientras que en las tratadas en fase muscular hubo un incremento
ligeramente mayor en los machos con una dosis. Los murinos infectados y tratados con
Albendazol en fase digestiva presentaron un mayor crecimiento las hembras tratadas con
7.5mg y ain mds las tratadas con 25mg, los que fueron tratados en fase muscular
presentaron los machos un mayor incremento tanto en las tratadas con 7.5 y 15mg.
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CS CSM CID CIM CSD CSM CID CIM IVM IVM IVM IVM ABZ ABZ ABZ ABZ IVM IVM IVM IVM ABZ ABZ ABZ ABZ
FD FD FM FM FD FD FD FD FD FD FM FM FD FD FM FM
b 2b 1D 2D 7515 75 15 1D 2D 1D 2D 75 15 75 15

Figura No. 2.- Grifica de aumento de peso, a lo largo del experimento, de cada uno de los grupos.

En cuanto al aumento de peso en los grupos de control sano en hembras y machos
en fase digestiva se observo un aumento similar, caracteristico del tiempo de infeccion,
mientras que en la fase muscular solo en los machos se presento un aumento de mas de 20
gramos a diferencia de las hembras. En los grupos tratados con Ivermectina en fase
digestiva con una y dos dosis, encontramos diferencia entre los grupos de hembras y
machos, siendo los machos los que presentaron un mayor aumento de peso, principalmente
en el que se le administraron dos dosis de IVM, contrario a las hembras que presentaron un
mayor aumento en el grupo al cual se le administro una dosis de IVM. En los grupos
tratados con ABZ en fase digestiva pudimos observar que solo el grupo de hembras tratadas
con 7.5mg de ABZ no presentaron diferencia en el aumento de peso. En los grupos tratados
en fase muscular con IVM de una y dos dosis, el grupo de hembras fueron las que
presentaron un mayor aumento de peso, hasta 30 gramos mas que en los diferentes grupos
tratados. Mientras los tratados con ABZ tanto con 7.5mg como con 15 mg en fase muscular
también presentaron un aumento estable.

Bélas Fernandez

En el andlisis realizado a los animales de los grupos de control infectado en fase
digestiva por medio de la técnica de bolas Ferndndez, se pudo observar la presencia de
pardsitos en fase adulta, tanto hembras como machos, lo que comprueba el desarrollo ciclo
de la enfermedad.
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Figura No. 3 y 4.- Larvas infectantes hembras, obtenidas de fase digestiva por la técnica de Bélas Fernandez

Técnica de Compresion de Tejido:

Mediante esta técnica pudimos observar a través de los tejidos de diafragma, pierna
y masetero si las muestras sufrieron alguna aparente alteracion.

Hembras:

Figura No. 5.- Musculo masetero de grupo control
Infectado, objetivo 10x
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Figura No. 6.- Musculo masetero de murino infectado y Figura No. 7.- Musculo de murino infectado y tratado
y tratado con 1 dosis de IVM en fase digestiva. con 2 dosis de IVM en fase digestiva. Objetivo 10x
Objetivo 10x.

Figura No. 8.- Corte de masetero de rata infectada y Figura No.9.- Corte masetero de rata infectada y
tratada con 7.5mg de ABZ en fase digestiva, tratada con 15mg de ABZ en fase digestiva,
objetivo 10x. objetivo 10x.

Figura No. 10.- Mdsculo de ratas tratadas con 1 dosis de Figura No. 11.- Musculo de ratas tratadas con 2 dosis de
IVM tratadas en fase muscular, objetivo 10x. IVM tratadas en fase muscular, objetivo 10x.



Figura No.12.- Corte de musculo de rata hembra tratada Figura 13.- Corte de miisculo de rata hembra tratada con
con 7.5mg de ABZ en fase muscular, objetivo 10x. 15mg de de ABZ en fase muscular, objetivo 10x.

En la figura No. 5, podemos observar como la larva de nuestra muestra infectada sin
tratamiento presenta su forma tipica en espiral, con su capsula de coldgena bien definida, a
diferencia de la imagen no. 7, en la cual se puede observar una larva mds alargada y con la
presencia de puntilleo en la coldgena, lo cual se podria presumir de alteracién por el
farmaco.

Podemos observar en los grupos tratados con 7.5mg de ABZ en fase digestiva tanto
en hembras como machos como se puede observar el aspecto negruzco tanto en la célula
nodriza como en la larva (figura no. 8 y 17). Mientras que en los tratados con 15mg de
ABZ se puede observar un puntilleo negruzco en la coldgena que envuelve la larva de T.
spiralis.

Los grupos tratados con Albendazol en fase muscular también muestran una
marcada afeccion en la coldgena de la larva, como se puede observar en la figura no. 11,
que la coldgena no estd bien delimitada, ademds que se puede observar un puntilleo
negruzco en uno de los polos, mientras que en la figura no. 12, tratada con 15mg de ABZ se
puede observar la larva con el aspecto negruzco y la coldgena sin su forma fenotipicamente
caracteristica.

En los animales tratados con IVM en fase muscular, también se logra apreciar una
alteracion en la larva, asi como en la coldgena, presumiéndose una posible necrosis.

Gracias a esta técnica podemos deducir como en las muestras control infectado se
puede observar la larva, junto con su coldgena bien formada, para asi poder compararla con
los diferentes grupos tratados, en los cuales pudimos observas que las ratas tratadas con una
y dos dosis de ivermectina tanto hembras como machos, presentaron un menor cambio en
la colagena, solo un pequefio puntilleo, mientras que en las demds muestras tratadas con
ABZ en fase digestiva y muscular, asi como las tratadas con IVM en fase muscular, si
presentaron grandes cambios en la estructura.
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Machos:

Figura No. 14.- Muestra por la técnica de compresion de tejido en ratas machos
Control infectado. Objetivo 10x

Figura No. 15.- Musculo de rata macho infectada con Figura No. 16.- Misculo de rata macho infectada con y
T. spiralis y tratada con 1 dosis de IVM en fase digestiva. T. spiralis y tratada con 2 dosis de [VM en fase digestiva.
Objetivo 10x. objetivo 10x.

Figura No. 17.- Corte de masetero de rata macho infectada  Figura No.18.- Corte masetero de rata macho infectada y

3



y tratada con 7.5mg de ABZ en fase digestiva, tratada con 15mg de ABZ en fase digestiva,
objetivo 10x. objetivo 10x.

Figura No. 19.- Musculo de ratas tratadas con 1 dosis de Figura No. 20.- Musculo de ratas tratadas con 2 dosis de
IVM tratadas en fase muscular, objetivo 10x. IVM tratadas en fase muscular, objetivo 10x.

Figura No. 21.- Misculo de rata macho infectada con T. Figura No. 22.- Mdsculo de rata macho infectada con T.
spiralis y tratada con 7.5mg de ABZ en fase muscular spiralis y tratadas con 15mg de ABZ en fase muscular
objetivo 10x. objetivo 10x.

39



Técnica de Digestion Artificial:

No. de Larvas
10000

9000

000

7000

000

5000
4000
3000
2000
1000

CIM CiM IVM IVM ABZ ABZ ABZABZ IVM IVM IVM IVM ABZ ABZ IVM IVM ABZ ABZ
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Figura No. 23.- Gréfica de total de larvas obtenidas por el método de digestion artificial,
de cada uno de los grupos.

Por medio de la técnica de digestion artificial se pudieron obtener las larvas
infectantes de cada grupo, con el objetivo de obtener el numero de estas y la gravedad de
infestacion de las ratas, para observar asi la efectividad de cada uno de los tratamientos
dados. En los grupos control infectados se observo un contenido promedio de larvas
infectantes de 6800 larvas en hembras, mientras que en los machos 5900 siendo una carga
alta. En los grupos tratados con 2 dosis de IVM en fase digestiva machos, 7.5mg de ABZ
en machos en fase digestiva, las hembras tratadas con 7.5mg y 15mg de ABZ en fase
digestiva, 7.5mg en fase muscular en el grupo de hembras y 1 dosis de IVM en fase
muscular no hubo cambio alguno respecto al control infectado, teniéndose en estos grupos
un promedio de 5800 larvas infectantes. Presentdndose una disminucion del nimero de
larvas solo en los grupos tratados con 15mg de ABZ en fase muscular en hembras, y los
machos tratados con 7.5 mg y 15 mg de ABZ en fase muscular.

En las figuras no. 24 y 25 podemos observar la gran cantidad de larvas infectantes

de los grupos controles en fase muscular asi como su estructura bien definida y en su forma
fenotipica, en espiral, caracteristicas de la larva.

40



Figura No. 24.- Larvas infectantes de T. spiralis de Figura No. 25.- Larvas infectantes de T. spiralis de

control infectado gpo. 4, hembras, fase muscular. control infectado gpo. 8, macho, fase muscular.
Objetivo 10x. objetivo 10x.
Figura No. 26.- Larva infectante obtenida por DA de Figura No. 27.- Larva infectante obtenida por DA de
murino macho infectado con T. spiralis y tratadas con murino hembra infectado con T. spiralis y tratadas con
1 dosis de IVM en fase digestiva. Objetivo 10x. 2 dosis de IVM en fase digestiva. Objetivo 10x

Figura No. 28.- Larva infectante obtenida por DA de Figura No. 29.- Larva infectante obtenida por DA de
murinos tratados con 7.5mg de ABZ en fase digestiva murinos tratados con 15mg de ABZ en fase digestiva.
Objetivo 10x. objetivo 10x.
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En las figuras no. 28 y 29, se puede observar como larvas obtenidas por medio de la
técnica de digestion artificial, tienen una apariencia desenrolladla, afectada y fragmentada,
a pesar de que este grupo tratado con 7.5mg de ABZ en fase digestiva muestra un alto
nimero de larvas (en promedio 5800 larvas), y podria pensarse que no hubo algin efecto,
vemos lar larvas con dafio. Asi como las tratadas con 15mg de ABZ en fase digestiva,
machos donde si hubo una disminucién de larvas (4000), ademds de presentarse al igual
que en las tratadas con 7.5mg de ABZ, dafio en la composicién de la larva, presentdndose
fragmentadas y sin la forma caracteristica (enrollada).

Figura No. 30.- Larvas infectantes de murinos tratados Figura No. 31.- Larvas infectantes de murinos tratados con
con 1 dosis de IVM en fase muscular. Objetivo 10x. 2 dosis de IVM en fase muscular. Objetivo 10x.

Figura No.32.- Larvas infectantes de T. spiralis de rata Figura No.33.- Larvas de T. spiralis de rata macho
hembra tratadas con 7.5mg de ABZ, en fase muscular. tratadas con 15mg de ABZ, en fase muscular.
Objetivo 10x. objetivo 10x.

En la figura no. 32, de ratas hembras tratadas con 7.5mg de ABZ en fase muscular
se puede observar como se encuentra dafiada desde el drea esticosomal, asi como parte del
intestino y el primordio genital, fragmentada y en proceso de una presumible degradacion,
sin alterar la cuticula del parasito.



Intradermorreaccion:

Se realiz6 la técnica de intradermorreaccion con el fin de evaluar la
hipersensibilidad de cada uno de los grupos, tanto control sano, control infectado y los
tratados con diferentes farmacos y dosis.

3,5
3
2,5
M DR 2hr
2
I M IDR 4hr
L5  IDR 24hr
1 mIDR4 hr
0,5
0 T T T T T
12345 7 9 1011121314151 171 192021222324252

Figura No. 34.- Tabla induracién en la aplicacién del antigeno, presentado en cada uno de los grupos a las 2, 4, 24 y 48hr.

Podemos observar en las reacciones que se presentaron en los grupos controles
infectados como en la fase digestiva y muscular en hembras, que hubo un mayor
crecimiento del edema a las 24 horas, siendo menos presente a las 2hr, a diferencia de los
machos que disminuyeron su reaccion a las 49 horas.

En los grupos experimentales se pudo observar una menor reaccién de
hipersensibilidad a los diferentes tiempos, en los tratados con 1 y 2 dosis de IVM en fase
digestiva, mostrando el mismo patrén tanto en hembras como machos, presentando el
mayor pico a las 4hr, mostrando un edema promedio de 1.5cm y disminuyendo
notablemente a las 48 hr, hasta un promedio de 0.8cm.

Figura No. 35.- IDR realizada a un murino del grupo Figura No. 36.- IDR en murino control infectado en fase
control Sano a las 24hr sin ninguna reaccién aparente. muscular a las 24hr.
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Figura No. 37.- IDR en rata infectada macho con T. spiralis Figura No.38.- IDR realizada en hembra, infectada con T.
y tratadas con 1 dosis IVM en fase digestiva, a las 2hr de spiralis y tratada con 2 dosis IVM en fase digestiva, a las
administrarse el Ag. 4hr de administrarse el Ag.

Figura No. 39.- IDR en murino tratado con 7.5mg de Figura No. 40.- IDR a las 24 hr de murino hembra tratada
ABZ en fase digestiva a las 4hr de administrarse el AG. con 15mg de ABZ en fase digestiva.

Figura No. 41.- IDR a las 24hr de murino tratado con 1 Figura No. 42.- IDR en murino tratado con 2 dosis de
dosis de IVM en fase muscular. IVM alas 24hr en fase muscular.
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Figura No. 43.- IDR rata 2 hembra, tratada con 7.5mg Figura No. 44.- IDR rata macho, tratada con 25mg de
de ABZ en fase muscular, a las 48hr de haber aplicado ABZ en fase muscular, a las 24hr de aplicacion del Ag.
el antigeno

En la figura No. 35, podemos observar en la IDR realizada en una rata dentro del
grupo control sano, la administracién de los 10ug de la proteina de T. spiralis no causo
ninguna reaccién de la triple respuesta de Lewis, a comparacion de la figura No. 36, IDR a
un murino del grupo control infectado donde podemos observar a las 24hr de la
administracion del antigeno, se produjo un edema de 2cm.

Los murinos machos tratados con 7.5mg de ABZ en fase digestiva (figura No. 39),
es uno de los grupos que presenta mayor respuesta inmunoldgica, al presentar un edema de
hasta 3.2cm a las 24hr, al igual que los tratados con la misma dosis pero en fase muscular.
En los grupos tratados con ABZ en fase digestiva se puede observar un patrén
caracteristico, donde la reacciéon minima se da ya a las 48 hrs, presentdndose a las 2hr un
promedio de 2.5cm en el tamaio del edema, no presentando rubor en el drea.

Los grupos que presentaron una mayor reaccion en sus diferentes tiempos, fueron
los tratados con IVM de una y dos dosis en fase muscular (figura No. 41 de una dosis de
IVM vy figura No. 42 de dos dosis de IVM), presentando en promedio a las 2hr un edema de
2.1, no aumentando mucho a las 4hr a 2.6 y manteniéndose a las 24h, siendo el menor
tamafo a las 48h de 1.8cm.

Microinmunodifusion:
Por medio de esta técnica inmunoldgica pudimos observar la interaccién antigeno-
anticuerpo de las muestras de los diferentes grupos, controles sanos, controles infectados y

los diferentes tratamientos utilizados, con las diferentes dosis, administrados tanto en fase
digestiva como muscular.
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Grupo Tratamiento Interacciéon Ag-Ac
1 Control sano, FD, ¢ -
2 Control sano, FM, @ -
3 Control infectado, FD, ¢ +
4 Control infectado, FM, @ +
5 Control sano, FD, & -
6 Control sano, FM, & -
7 Control infectado, FM, & +
8 Control infectado, FM, & +
10 1 dosis IVM, FD, & +
11 2 dosis IVM, FD, & +
12 1 dosis IVM, FD, @ +
13 2 dosis IVM, FD, 9 +
14 7.5mg ABZ, FD, & +
15 15mg ABZ, FD, & +
16 7.5mg ABZ, FD, ¢ +
17 15mg ABZ, FD, +
18 7.5mg ABZ, FM, Q +
19 15mg ABZ, FM, § +
20 1 dosis IVM, FM, & +
21 2 dosis IVM, FM, & +
22 1 dosis IVM, FM, ¢ +
23 2 dosis IVM, FM, @ +
24 7.5mg ABZ, FM, & +
25 15mg ABZ, FM, & +

Figura No.45.- Tabla de resultados obtenidos por la técnica de Microinmunodifusién doble,
de cada uno de los grupos analizados.

Figura No. 46.- MIID realizada a los grupos Control sano,
en fase digestiva (1) y fase muscular (2).<<a



Figura No. 47.- MIID realizada a control sano (1) y control infectado (2) en fase
Digestiva y (3) en fase muscular.

Figura No. 48.- MIID realizada en murinos infectados con T, spiralis y tratadas
Con 1(1) y 2 (2) dosis de IVM en fase digestiva.

Figura No. 49 y 50.- MIID realizada de suero de murinos infectados con T. spiralis y tratados
con 7.5 (1) y 15mg (2) de ABZ en fase digestiva.

Figura No. 51.- MIID realizada en sueros de murinos infectados con T. spiralis y tratados

con 7.5 y 15mg de ABZ en fase muscular.
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Como podemos observar en la figura No. 46, se muestra que no hay
interaccion entre los pozos utilizados, siendo los del centro utilizado para el antigeno y los
de la circunferencia para los diferentes grupos control, mientras que en la figura No. 47 se
muestra una banda de interaccidn entre el antigeno que esta en el pozo marcado con la
numeraciéon 1 y el suero problema del grupo control infectadoi en el pozo 2 para fase
digestiva y el pozo 3 de fase muscular.

Al igual que en nuestros grupos infectados con T. spiralis y tratados con los
diferentes tratamientos se muestra la interacciéon Ag-Ac, en los infectados y tratados con 1
dosis de IVM en fase digestiva (pozo 1 de la figura No. 48), 2 dosis IVM en fase digestiva
(pozo 2 de la figura No. 48), tratados con 7.5mg de ABZ (pozo 1 figura No.49), con 15mg
de ABZ (pozo 2 de la figura No. 50) en fase digestiva, al igual que nuestros grupos tratados

en fase muscular, presentan la banda de precipitacion en la interaccion de Ag-Ac.

Inmunoelectrotransferencia:

En la figura No. 51 se pueden observar los carriles de papel de nitrocelulosa
obtenidos por medio de nuestra técnica de inmunoelectrotransferencia, realizadas en los
diferentes grupos, en el carril 20 se pudo observar que el grupo control infectado muestra el
triplete caracteristico de 42, 45 y 48 kDa, donde se puede observar claramente; asi como en
nuestros grupos controles mostrados en los carriles uno, tres y cuatro se observa el papel sin
.tefiir que corresponde a nuestros controles sanos, hembras y machos, a los 6 dias que
corresponderia a la fase digestiva en los controles infectados, asi como a los 30 dias que

corresponde a la fase muscular.



Figura No.51.- Resultados obtenidos por la técnica de inmunoelectrotransferencia,
Carriles 1,3 y 4 correspondientes a control sano, carril 20 correspondiente a control infectado.

Inmunoeletrotransferencia Inmunoelectrotransferencia de hembras fase
de hembras fase digestiva muscular

{

Figura No.52 y 53.- Resultados obtenidos por la técnica de inmunoelectrotransferencia en hembras tratadas con 7.5 y

15mg de ABZ, y 1 y dos dosis de IVM.

En la figura No. 52, se observa en la inmunoelectrotrasnferencia realizada a los
grupos de hembras, en fase digestiva el triplete caracteristico de 42, 45 y 48 kDa, mds

marcada la banda de control infectado (CI), no mostrandose en la banda de control sano
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(CS), presentdndose también en la banda niimero 12 (tratadas con 7.5 ABZ), 13 (tratadas
con 15mg de ABZ), 16 (1 dosis de IVM) y 17 (2 dosis de IVM). En la figura No. 53 la
inmunoelectrotransferencia realizada al grupo de hembras, tratadas con fase muscular,
podemos observar el triplete en la banda 21 (tratados con 1 dosis de IVM), banda 1 (2 dosis

de IVM), 2 (tratados con 7.5mg de ABZ) 19 (tratados con 15mg de ABZ).

Inmunoelectrotransferencia de machos fase Inmunoelectrotransferencia de machos fase

digestiva muscular

Figura No.54 y 55.- Resultados obtenidos por la técnica de inmunoelectrotransferencia en machos tratadas con

7.5y 15mg de ABZ, y 1 y dos dosis de IVM.

En la figura No. 54, podemos observar la inmunoelectrotransferencia realizada a los
machos infectados con T. spiralis y tratados en fase digestiva, en la banda 22 tratados con 1
dosis de IVM, la banda 5 tratados con 2 dosis de IVM, la banda 11 tratados con 7.5mg de
ABZ y la 6 tratados con 15mg de ABZ, todos mostrando el triplete caracteristico del
parasito.

La inmunoelectrotransferencia realizada a machos tratados en fase muscular con
7.5mg de ABZ (banda 9), 15mg de ABZ (banda 14), 1 dosis de IVM (banda) y 2 dosis de
IVM (banda 10) de la figura No. 55, muestra el triple de 42, 45 y 48 kDa.
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Tincion con Hematoxilina-Eosina:

Por medio de la técnica de tincién de Hematoxina-Eosina se pudo observar los
cambios en la morfologia del pardsito implantado en tejido de murinos, tanto controles
sanos asi como los tratados con las diferentes dosis tanto de Albendazol como Ivermectina,
podemos observar en nuestra muestra de control infectado (figura No. como no hay
ninguna alteracion del parésito, ademés de que tiene una buena implantacion en las células

musculares.

r——N

Figura No. 56.- Corte histolégico de murino del grupo CI, por la técnica de

Hematoxilina- Eosina, por microscopio 6ptico, objetivo 20x

Figura No. 57.- Corte histolégico de murino tratado con 2 dosis de IVM de
200ug/kg por medio de técnica Hematoxilina-Eosina, por

Microscopio 6ptico, 20x
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Figura No. 58.- Corte histol6gico de murino tratado con 7.5mg de ABZ, objetivo 20x

Figura No. 59.- Corte histolégico de murino, tratado con 15mg de ABZ en fase muscular

por la técnica de hematoxilina-eosina.

Los diferentes tratamientos a los que fueron sometidos nuestros murinos
presentaron diferencias, como se puede observar en la figura no. 57, se puede observar un
infiltrado polimorfonuclear en el sitio de implantacién de la larva infectante mas marcado
que en la figura no. 56 de nuestro grupo control infectado.

Asi como en la figura No. 58 del grupo tratado con ABZ en fase digestiva como
hay al igual que en la figura no. 57 un gran inflitrado, pero en este se puede apreciar una
posible necrosis del pardsito, la figura no. 59, muestra a la célula en rearreglo de las fibras

musculares.

Se realizo un andlisis de varianza de los datos con el programa Stargraphics
Centurion.
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En el ANOVA simple teniendo como variable dependiente larvas y como factor,
los grupos de tratamiento se realizaron 120 observaciones en 24 niveles.

En la figura No. 60, se puede observar que al analizar la recuperacién de larvas que
se realiz6 en cada grupo de tratamiento, presenta un valor de p menor a 0.05 mostrando que

es estadisticamente significativo, con un nivel del 95.0% de confianza.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl  |Cuadrado Medio |Razdn-F Valor-P
Entre grupos |8.63968E8 23 |3.75638E7 13.66 0.0000
Intra grupos |2.63909E8 96 |2.74906E6

Total (Corr.) |1.12788E9 119

Figura No. 60.- Tabla ANOVA para larvas por grupo

En la figura No.61.- Se puede observar la media o promedio de larvas recuperadas
de los 24 tratamientos aplicados, puesto que el valor-P es menor que 0.05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas con un nivel del 95.0% de

confianza.

Medias y 95.0% de Tukey HSD

(X 1000)
13

10
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Figura No. 61.- Estadistico por medio Tukey de larvas y grupo

Se observa como los grupos 1 (RCSFD), 2 (2CSFM), 3(QCIFD), 5(3CSFD),
6(3CSFM) y 7(JCIFD), no presenta recuperacion de larvas despues de la digestion
artificial, destacan los grupos 24 (SABZ 15mg FM) y 18(2ABZ 15mg FM) que
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presentaron menor nimero de larvas recuperadas. El grupo que presento mayor nimero de

larvas, por tanto menor efecto farmacoldgico fueron las ratas del grupo 20 (JIVM2DFM).

En la observacion de la respuesta inmunoldgica de las intradermorreacciones que
presentaron las ratas de los diferentes grupos de tratamiento, el ANOVA presenta un p.
valué <0.05, destacando que es estadisticamente significativo, se muestra un resumen
estadistico a continuacién. Se realizaron 120 observaciones para cada intradermorreaccién

por tiempo.

Recuento |Promedio [Desviacién Estdndar |Coeficiente de Variaciéon |[Minimo |Médximo [Rango
IDR2 [120 1.33333  |0.828011 62.1008% 0.0 3.1 3.1
IDR4 [120 1.78917 |1.00827 56.3541% 0.0 3.1 3.1
IDR 24 120 1.93833  |1.04906 54.122% 0.0 34 34
IDR 48 120 1.24917  |0.76356 61.1256% 0.0 24 24
Total 480 1.5775 0.962769 61.0313% 0.0 34 34

Figura No. 62.- Resumen Estadistico

En la figura No. 62.- muestra varios estadisticos para cada una de las 4 columnas de

datos. Para probar diferencias significativas entre las medias de las columnas.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos |41.0908 3 13.6969 16.18 0.0000
Intra grupos  |402.906 476 10.846442

Total (Corr.) |443.997 479

Figura No.63.- Tabla ANOVA entre grupos

En la figura No. 63.- se puede observar la tabla ANOVA que descompone la
varianza de los datos en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente
dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual a 16.1818, es el cociente entre el
estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-
F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias
de las 4 variables con un nivel del 95.0% de confianza.

La Prueba de Miultiple Rangos (Figura No.64) determina cudles medias son

significativamente diferentes de otras y muestra que las intradermorreacciones realizadas a
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las 2 y 48 horas muestran respuestas similares considerdndose como grupos homogéneos y

las realizadas a las 4 y 24 horas son consideradas como grupos homogéneos.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Casos |Media Grupos Homogéneos
IDR 48 [120 1.24917 |X
IDR2 |[120 1.33333 [X
IDR 4 |[120 1.78917 | X
IDR 24 [120 1.93833 | X

Figura No. 64.- Prueba mdltiple de rangos

Se realizo una prueba de contraste para determinar la diferencia estadistica entre los
grupos, segun los tiempos en que se observo la respuesta de las intradermorreacciones, el

signo (*), indica una diferencia significativa en el contraste de la respuesta.

Contraste Sig. |Diferencia  [+/- Limites
IDR 2 - IDR 4 * -0.455833  10.306197
IDR2-IDR24 |* -0.605 0.306197
IDR 2 —IDR 48 0.0841667 10.306197
IDR 4 —IDR 24 -0.149167  10.306197
IDR4-IDR48 | * 0.54 0.306197
IDR24-1IDR 48 | * 0.689167 0.306197

Figura No. 65.- Prueba de contraste

Error
Estandar.
Casos |Media (s agrupada) |Limite Inferior [Limite Superior
IDR 2 120 1.33333  [0.0839862 1.18023 1.48643
IDR 4 120 1.78917 [0.0839862 1.63607 1.94227
IDR 24 |120 1.93833  [0.0839862 1.78523 2.09143
IDR 48 |120 1.24917  [0.0839862 1.09607 1.40227
Total 480 1.5775

Figura No. 66.- Tabla de Medias con intervalos de confianza del 95.0%

La figura No. 66, muestra la media para cada columna de datos, asi como el error
estdndar de cada media, que es una medida de la variabilidad de su muestreo. El error
estandar es el resultado de dividir la desviacion estindar mancomunada entre el nimero de
observaciones en cada nivel. También muestra un intervalo alrededor de cada media que

estan basados en la diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey.
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Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos |8.13023E6 3 2.71008E6 1262.73 0.0000
Intra grupos [957209. 446 12146.21

Total (Corr.) |9.08744E6 449

Figura No. 67.-Tabla ANOV A entre grupos

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso
es igual a 1262.73, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-
grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de las 4 variables con un nivel del 95.0% de
confianza.

En la figura no. 68, se observa la grafica de talla inicial y final en la cual nos

demuestra que no tuvo mucha variabilidad, sin embargo el peso si hubo incremento

significativo.
Medias y 95.0% de Tukey HSD
400 [~ j
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300 |- -+ .
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Figura No. 68.- Gréfica de medias por medio de Tukey



8. DISCUSION

Las enfermedades parasitarias son causa de una significativa morbimortalidad y son
principalmente asociadas a paises o comunidades con bajo desarrollo socioecondémico. Los
nematodos de tipo intestinal son de las parasitosis mds extendidas en el mundo y estdn
presentes también en el medio ambiente, pueden cursar de manera asintomdtica o producir
sintomas gastrointestinales (Pérez-Molina, 2010).

A lo largo de gran parte del mundo como lo menciona Gottstein et. al., 2009, la
trichinellosis es una enfermedad que no solo representa un peligro para salud publica, sino
que también representa un problema econémico en la produccién animal porcina y en la
seguridad alimentaria, por ello la importancia de seguir buscando una alternativa para la
disminucion y/o erradicacion de la parasitosis, en especial de la especie T. spiralis, la cual
podemos encontrar en la mayor parte del mundo, y en nuestro pais.

La trichinellosis sigue siendo una enfermedad presente en el mundo, siendo en la
mayoria de ellos una enfermedad que no se diagnostica de rutina, y que se a presentado a lo
largo del tiempo. Mientras en lugares como la Unién Europea donde se ha llegado a
manejar reglamentos en la deteccidon de triquinas, en los cuales se siguen aprobando
métodos para un mejor diagndstico (Diario de la Unidén Europea, 2011), la enfermedad se
sigue presentando indscriminadamente; hay casos clinicos como el de una nifia de 12 afios
presentado en Ganges, India, la cual presento signos caracteristicos de la enfermedad como:
fiebre, mialgias generalizadas, restriccion de movimiento de rodilla, ademds de ser
dolorosos, la cual provenia de un nivel socioeconémico baja y habia consumido un mes
antes hamburguesa hecha con carne de cerdo de procedimiento dudoso, en el cual el
examen histopatoldgico de la biopsia muscular revel6 la infeccion parasitaria (Pebam et. al.
2012).

En Argentina se informaron mds de 5000 casos clinicos de trichinellosis en un
periodo de 1990-1999 de los cuales el 90% ocurrieron en provincias de Buenos Aires, para
2011 fueron notificados casos sospechosos en la provincia de Tierra de Fuego, Buenos
Aires, los organismos regentes de sanidad recomienda la coccién de la carne de cerdo y
caballo hasta que su temperatura interna alcance los 71°C o bien su congelacién a -15°C

durante 3 semanas, mientras que estudios realizados en la Universidad Nacional del Sur,
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pudieron demostrar que las larvas pueden llegar a alcanzan una mayor resistencia, por lo
cual recomiendan la coccién a una temperatura minima de 87°C durante al menos 15
minutos o una congelacién de -20°C por cuatro semanas (Randazzo et. al. 2011).

Actualmente en Zacatecas en el laboratorio de Biologia Celular y Microbiologia de
la Unidad Académica de Biologia Experimental de la UAZ, se han analizado sueros
procedentes del sector salud, donde se han encontrado aproximadamente un 20% de
positivos, estos examinados por medio de MIID y inmunoelectrotransferencia.

Los murinos utilizados en nuestro estudio presentaron diarrea en las fase intestinal,
tal como lo menciona Contreras et. al., 2001, las manifestaciones clinicas de la
Trichinellosis son sumamente variables, dependiendo de la carga parasitaria, sensibilidad
del individuo, estado inmunitario, nutricional y hormonal, por ello, al utilizar una misma
carga parasitaria para observar las diferencias entre nuestros controles infectados, asi como
los tratados, observamos como las hembras presentaron una mayor respuesta inmunitaria,
encontrandose también en las hembras tratadas una mejor respuesta en los tratamientos con
cada unos de los farmacos, tanto en fase digestiva como en la muscular, por medio de la
técnica de compresion de tejido, asi como en digestion artificial hubo mayor afeccion en
hembras en comparacién con murinos machos.

La mayoria de los expertos recomiendan el uso combinado de antihelminticos y
glucocorticoides (Dupouy-Camet et al., 2007). El albendazol ha sido utilizado en diferentes
patogenias animales, como por ejemplo se han hecho estudios para tratar el cestodo
Thysanosoma actinoides en ovinos para evitar pérdidas econdmicas, donde se puede
observar una efectividad del 45% de los animales tratados (Olivares et. al., 2010), asi como
contra la infestaciéon de Otodectes cynotis en perros, donde la ivermectina fue 100%
efectiva a una concentracion del 0.01% usando como vehiculo de aplicacién glicerina
carbonatada y dosificada a 1ml por conducto auditivo al dia, debido a que no se
encontraron pardsitos hasta el dia 28 de evaluacién (Ruiz et. al., 2010).

Pérez-Molina et. al., en el 2010 menciona que los tratamientos de eleccion para la
trichinellosis, dependen de la presencia de clinica, muscular, neurolégica o cardiaca y
consiste en el uso de albendazol (400mg/12h de 8-14 dias) o mebendazol (200-400mg/8h
por 3 dias y luego de 400-500mg/8h por 10 dias), a los que se asocian corticoides

(prednisona de 30-60mg/dia) para los casos mds graves y como medicamento alternativo el



Pamoato de pirantel (10-20mg/kg de 2-3 dias), mientras que Gottstein et. al. 2009
Menciona que el pirantel no es un farmaco muy confiable, ya que s6lo puede utilizarse en
el estado digestivo de la enfermedad, siendo mds Optimo a los tres dias después de la
infeccidn, pero por ser una enfermedad principalmente asintomadtica y no diagnosticada de
rutina pasa desapercibida.

El albendazol ha sido utilizado en diferentes regimenes experimentales: se
evaluaron 117 personas infectadas en un brote de T. spiralis relacionado con el consumo de
carne de caballo, se evalud al 1, 7, 15 y 45 dias post infeccidn, no hubo diferencia entre los
diferentes grupos en cuando a la evolucién clinica, a los 16 meses post infeccién, 30
personas tratadas con ABZ y 29 con tiabendazol y flubendazol fueron reevaluadas. La
serologia fue negativa para 70 % del grupo de ABZ y 34.5 de tiabendazol-flubendazol.
Ademas 4 de las biopsias musculares hechas al grupo tratado con ABZ solo una fue
positiva y con bajo nimero de larvas (Dupouy-Camet et. al., 2007), a diferencia este de
nuestro estudio, donde pudimos observar que las ratas infectadas y tratadas con los
diferentes tratamientos utilizados a base de 7.5 y 15mg/kg y 1 y 2 dosis de 200ug/kg de
IVM en las diferentes fases la serologia fue positiva en cada una de ellas, asi como por el
método de compresion de tejido todas mostraron el pardsito, pero con aspecto negruzco
tanto en la célula nodriza como en la larva, por la técnica de digestion artificial observamos
la larva infectante fragmentada y algunas con el contenido interno de la larva desintegrado.

Aunque no se observo diferencia entre los dos regimenes en la respuesta temprana a
la terapia, el albendazol podria ser mds eficaz contra la presencia de larvas residuales
(Dupouy-Camet et. al., 2007).

En la piel, como barrera principal contra el medio externo, se lleva a cabo un gran
nimero de eventos de naturaleza inmunoldgica; por ello, en este 6rgano se pueden
manifestar diferentes enfermedades sistémicas, en las que mediante pruebas cutineas
especificas, se puede valorar el estado de hipersensibilidad retardada, cuya respuesta puede
ser de utilidad para la clasificacion, el diagnéstico o el prondstico (Rodriguez et. al., 2008).

Las intradermorreacciones tienen gran importancia diagndstica y pronostica, por lo
que es de suma importancia que se lleven a cabo en el diagndstico diferencial de
enfermedades; Martinez, 1998 menciona que una de las técnicas diagnosticas de la

trichinellosis es la IDR y menciona que se distinguen dos reacciones: una precoz (a los
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treinta minutos), esta se hace positiva entre los diez y treinta dias de la infeccién y una
tardia (que se presenta a las 24hr), reconociendo de mayor diagnostico la reaccién precoz
positiva; en contraste con los analizados en el presente estudio, donde ese evaluaron 4
diferentes momentos, siendo a las 2, 4, 24 y 48hr, observamos que tanto en la fase intestinal
como en la muscular la reacciéon predominante en los sueros positivos al parasito, fue a las
24hr, sin importar el estado clinico, ni la fase en la que se encontraba el hospedero.
Mientras que Rodriguez et. al., 2008, menciona que la lectura debe realizarse a las 48hr,
cuando la reaccién inmunitaria es menos marcada que a las 24hr.

Nuestro disefio estadistico nos muestra que los resultados encontrados en la técnica
de IDR realizada a nuestros 120 murinos, es estadisticamente significativa, por medio del
andlisis ANOVA presenta un p. valué <0.05.

Por medio de la técnica de electroforesis realizada tanto al grupo control infectado
como a los tratados con las diferentes dosis de ABZ e IVM tanto en fase digestiva y fase
muscular, presentaron el triplete caracteristico del parésito que oscila entre 42, 45 y 48 kDa
(Pozio and Murrell, 2006).

Los parésitos alteran la fisiologia y/o morfologia del hospedero con el fin de
sobrevivir en un entorno nuevo, después de la lesion inducida por la invasion del parésito,
las células musculares comienzan el proceso de reparacion al igual que en cualquier trauma
(Wu et. al. 2008), se observo por medio de la técnica de tincidon con hematoxilina-eosina
como la larva modifica las células musculares para adaptar el lugar donde se incrusta y asi
obtener los recursos nutricionales necesarios para su estancia en el musculo, los cual lo
podemos observar, por medio de la compresion de tejido en nuestros controles infectados,

asf como por medio de la técnica de tincién de hematoxilina-eosina



9. CONCLUSION

Se acepta nuestra hip tesis: “El patrén caracteristico en la respuesta inmune e
histolégica muestra diferencias en animales infectados con T. spiralis y tratados con 2

farmacos antiparasitarios , en las siguientes pruebas:

1. Los murinos de control sano, presentan un aumento de tamafio y peso,
proporcional al que muestran los controles sanos, tanto en hembras como
machos, mientras que en la hembras tratadas con IVM en fase muscular se
muestra un mayor aumento de peso y en los machos en fase digestiva.

2. La compresion de tejido muestra en control infectado una larva en su forma
tipica en espiral, y su colagena bien definida, mientras que en todos los
tratamientos se presenta una afeccion de la larva, que va desde la perdida de la
su forma tipica con alargamiento (1 y 2 dosis IVM-FD), puntilleo negruzco en la
colagena (7.5 y 15mg de ABZ-FD), hasta una posible necrosis del pardsito
(15mg ABZ-FM)

3. En la digestion artificial, en el control infectado se observa la larva en su estado
caracteristico, mientras que en los tratados con IVM, hay desintegracion del
interior de la larva infectante y en tratados con ABZ fragmentacion de la misma.

Se rechaza: en cuando las técnicas de MIID que presentan una interaccion Ag-Ac en
cada una de las muestras tanto CI, como con los diferentes tratamientos, asi como en la
IET, la cual presenta cada una el triplete caracteristico: 42, 45 y 48 kDa, mds marcado en

CI. Asi como por la prueba de IDR donde pudimos observar una reaccién mas marcada a
las 24hr.
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