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La Triquinelosis es una enfermedad parasitaria causada por el nematodo Trichinella spiralis, que infecta el musculo
de practicamente todos los mamiferos generando estrés celular, mismo que puede ser medido a través de la
expresion de las proteinas de choque calérico (Hsp) que se sobreexpresan por una gran variedad de agentes
estresantes como la infeccion por T. spiralis. En el presente estudio, se determind el grado de expresion de las
Hsp25, 27, 60, 70 y 90 durante la fase intestinal y muscular del ciclo bioldgico de T. spiralis en ratas Long Evans. De
las ratas infectadas con T. spiralis, se obtuvo suero, intestino delgado, lengua, diafragma, masetero y pierna. Se
caracterizd el ciclo biolégico de T. spiralis por la técnica de compresion y digestion artificial, los determinantes
antigénicos y la expresion de las Hsp por PAGE-SDS y Western blot. Resultados: T. spiralis se implanta en intestino
delgado a partir del sexto dia, correlacionado con la deteccién de los determinantes antigénicos al mismo tiempo, y
en musculo se establece entre los dias 15 y 16, donde se observa en el mismo periodo, un aumento del
reconocimiento antigénico. El tejido intestinal sano en sus tres porciones expresa a las Hsp25, 27 y 70 y en el
infectado se incrementa la expresion de la Hsp70. El tejido sano de pierna, masetero, lengua y diafragma, expresa
las Hsp25, 60, 70 y 90, y en el infectado se incrementa la expresién de las Hsp25 y 70.

Overexpression of Hsp25, 27 and 70 in rat intestinal and muscular tissue infected with Trichinella spiralis

The Trichinellosis is a parasitic disease caused by Trichinella spiralis, which infect the muscle of all mammalian
causing cellular stress, it is measured trough expression of the Heat shock proteins (Hsp), which are overexpressed
by many stress agents such as T. spiralis infection. In this study we determined the expression of the Hsp25, 27, 60,
70 and 90 during the intestinal and muscular stage of the biological cycle of T. spiralis in Long Evans rats. From the
infected rats with T. spiralis, we obtain serum, thin intestine, tongue, diaphragm, masseter and leg. We characterized
the biological cycle of T. spiralis by compression and artificial digestion technique, the antigenic determinants and the
expression of Hsp by PAGE-SDS and Western blot. Results: We found that T. spiralis is implanted in the thin intestine
at the sixth day, which is correlated with the detection of antigenic determinants at the same time, and in the muscle
tissue is present between the 15 and 16 days, were observed in the same period, an increased of antigen recognition.
The healthy intestinal tissue, in his three portions, express the Hsp25, 27 and 70 and in the infected tissue is
increased the expression of Hsp70. The healthy tissue of tongue, diaphragm, masseter and leg, express Hsp25, 60,
70 and 90, and the infect tissue increases the expression of Hsp25 and 70.
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Introduccion

Las Zoonosis son enfermedades transmisibles entre los
animales y el hombre [1,2], en particular, la triquinelosis
es una enfermedad zoonotica descrita por Owen en 1835,
[3] y es causada por el nematodo 7. spiralis. Esta
enfermedad se ha reportado en casi todo el mundo, su
prevalencia es alta en Europa y Asia, y se asocia con la
ingesta de carne infectada, sobre todo de cerdo [4,5,6,7].
El ciclo biolégico de T. spiralis incluye tres fases: a nivel
intestinal, sistémico y muscular, correspondiendo a los
estadios de adulto, larva recién nacida (LRN) y larva
infectante (LI) [8,9].

El medio ambiente es un factor estresante para todos los
organismos, y en particular las infecciones a que son
blancos. En el presente proyecto se estudié uno de los
mecanismos fisioldgicos que utiliza un hospedador para
eliminar y/o contrarrestar el estrés impuesto por la
infeccion del nematodo 7. spiralis. Este estudio enfoca a
un grupo de proteinas conocidas como proteinas de
choque caldrico (Hsp), las cuales se expresan de manera
constitutiva y ubicua en las células eucariotas y
procariotas y su sintesis se incrementa con diversas
formas de estrés [10,11,12,13,14,15]. En condiciones
adversas, la funcion de éstas proteinas es proteger a la
célula del dafio producido por el estrés, mediante la
union a proteinas parcialmente desnaturalizadas,
disociando agregados de proteinas y regulando el doblez
correcto y la traslocacion intracelular de proteinas
sintetizadas de novo [16]. Asi mismo, las Hsp se unen al
citoesqueleto y ayudan a su funcion y estabilizacion en
condiciones normales y de estrés [17].

Una gran variedad de factores son capaces de inducir la
sintesis de las proteinas de estrés, entre los que estan:
hipoglucemia, anoxia, calor, frio, etanol, perdxido de
hidrégeno, iones de metales pesados, arsenicales,
infecciones con ciertos virus [18,19,20,21,22],
enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso
sistémico [23], privacion de agua y alimento [24],
radiacion ultravioleta, radiacion electromagnética de baja
frecuencia, campos intensos de radiacion gamma[25,26]
y rayos gamma de baja intensidad [27,28].

Las familias de las Hsp estan altamente conservadas y se
han clasificado en seis familias: a).- Las Hsp de 100-110
kDa, b).- Las Hsp de 83-90 kDa. c).- Las Hsp de 66-78
kDa, d).- Las Hsp de 60 kDa, ¢).- Las Hsp de 40 kDa, f).-
Las Hsp pequefias de 13-25 kDa. Algunas de estas Hsp
son necesarias todo el tiempo, por lo que se expresan de
manera continua, y sirven basicamente en funciones
vitales como moléculas chaperonas [14,15,29,30].

Se ha encontrado que durante la infeccion por 7. spiralis
en ratas Wistar a nivel hepatico, se expresan de manera
significativa las Hsp25 y 70, con una expresion normal
de la Hsp60 y una disminucion de la Hsp90, asi mismo,
en el tejido muscular estriado se encontrd un incremento

en la expresion de las Hsp25 y 60, y no se encontraron
cambios en la expresion de las Hsp70 y 90 [31]. En otros
estudios realizados en ratas Wistar infectadas con T.
spirallis, se encontr6 un incremento en la expresion de
Hsp25 y 60 en bazo, y de Hsp70 en cerebro. En cuanto a
la expresion de Hsp90 en tejido de bazo fue reducida
significativamente durante la infeccion [32].

En un estudio realizado en ratas con infecciones primaria
y secundaria de T. spiralis, se detectd un incremento en
la expresion de Hsp en intestinos en ambos casos.
Mientras que los nodulos linfaticos mesentéricos sélo
presentaron incremento en los niveles de Hsp en ratas
reinfectadas, y en pulmones a los dias 7 6 14, Ginicamente
[33].

Por lo anterior, en el presente estudio se observd, cuales
son las proteinas de choque calorico (Hsp) que expresan
las ratas Long Evans en la fase intestinal y muscular por
la presencia del nematodo 7. spiralis.

El Objetivo fue: Determinar el grado de expresion de
Hsp25, 27, 60, 70 y 90 en tejido intestinal (delgado) y
muscular (pierna, masetero, lengua, diafragma) de ratas
Long Evans infectadas con 7. spiralis.

MATERIAL Y METODOS

Animales e infeccion.

Se utilizaron ratas Long Evans hembras con una edad promedio
de dos meses y medio, con un peso aproximado de 250 gramos.
Cada animal fue infectado con 500 LI de T. spiralis por via oral
(trozo de carne infectada; Xenodiagndstico). Los animales se
mantuvieron en condiciones normales de bioterio.

Determinacion del ciclo biolégico de 7. spiralis en tejido de
rata.

Del lote de ratas infectadas con 7. spiralis, se sacrifico un
animal cada dia, desde el primer dia hasta el 35 post-infeccion.
Se obtuvo suero, tejido intestinal (duodeno, yeyuno e ileon) y
muscular (pierna, masetero, lengua y diafragma). El suero se
obtuvo para llevar a cabo la determinaciéon de la respuesta
inmune de la rata durante el ciclo bioldgico de T. spiralis. El
tejido obtenido se dividio en 3 partes: una parte se utilizo para
Western blot (5 mg), otro para compresion en placa (20 mg de
tejido entre 2 portaobjetos) y otro para digestion artificial (60

g).

Compresion en placa (Triquinoscopia).

El trozo de carne infectada (20 mg de tejido) se colocd entre
dos portaobjetos fuertemente unidos para después observar al
microscopio. Si es positivo, se ven los quistes con larvas en su
interior o éstos pueden estar calcificados si corresponden a la
fase clinica de un estado mayor de 24 meses [8,9,34].

Obtencion de LI por la Técnica de Digestion Artificial.

Las LI viables se obtuvieron del musculo de ratas Long Evans
infectadas con 7. spiralis, las cuales al sacrificarlas, se obtuvo
el tejido muscular (pierna, masetero, lengua, diafragma) que fue
molido. Se pesaron 60 gramos de carne y se colocaron en un
costal de tela de tul, el cual se introdujo en un embudo de
separacion para ser sometida a digestion con jugo gastrico



<
.8
o2
3
=
O
<
wn
S
=
=
o
—
<
©

artificial, preparado con 1 litro de agua destilada conteniendo
pepsina a una concentraciéon de 10,000 U, 3% de HCI 0.2 N
(pepsina 3.5 grs. mas 7 ml de HCI), manteniéndolo en
incubacion por 24 horas a 37° C. Después se recolectd el
paquete larvario, mismo que fue resuspendido en una solucion
tamponada de fosfatos (PBS; pH de 7.2) (Gibco BRL, Grand
Island NY, USA, 21300-058) [35]. Después, se hacen
diluciones del paquete larvario y se lleva a cabo un recuento de
los nematodos en una camara de Neubauer. Con esta técnica, al
igual que con la de compresion en placa, pudimos detectar la
presencia de los nematodos en el tejido de la rata infectada y
con ello corroborar el paulatino establecimiento de los
nematodos de 7. spiralis durante los 35 dias post-infeccion,
determinando asi, el ciclo bioldgico de T. spiralis.

Obtencion del antigeno soluble total (AST).

A partir de LI obtenidas por digestion artificial de musculo
estriado de rata infectada con 7. spiralis, el paquete larvario se
lavo 3 veces con solucion tamponada de fosfatos (PBS; pH de
7.2) (Gibco BRL, Grand Island NY, USA, 21300-058), se le
afiadiéo 1ml de solucion de lisis que contiene: Triton X-100 al
1%, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, Tris-HCI 10 mM pH 7.6 ¢
inhibidor de proteasas 1 mM, PMSF (Sigma Chemical Co, St
Louis MO, USA, P-7626). En frio, las larvas con el buffer de
lisis se homogenizaron. El lisado se centrifugd por 10 minutos a
1600 g y el sobrenadante fue recuperado. Este mismo
procedimiento fue utilizado para obtener extracto total soluble
del tejido de duodeno, yeyuno, ileon, pierna, masetero, lengua y
diafragma [36]. A los extractos solubles obtenidos se les
determind la concentracion de proteinas mediante la técnica
descrita por Bradford (1976) [37]. De cada condicion
experimental, 30 pg de proteina se caracterizaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE-SDS al 12.5%)
de acuerdo a la técnica descrita por Laemmli (1970) [38].

Western Blot y analisis.

Las proteinas en los geles de poliacrilamida-SDS fueron
transferidas a papel de nitrocelulosa(Amersham Laboratories,
Buckinghamshire, England, RPN303C), como describio
Towbin (1979) [39]. Para identificar a las proteinas Hsp, el blot
fue tratado con anticuerpos monoclonales especificos contra las
Hsp25, 27, 60, 70 y 90 (Sigma Chemical Co, St Louis MO,
USA, 1-1395, T-6674, H-4149, H-5147) con una dilucién
1:1000. Un anticuerpo anti-IgG de raton conjugado a
peroxidasa (Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA, A-9044)
dilucion 1:1500, fue usado como segundo anticuerpo, seguido
por un sistema de deteccion quimioluminiscente (ECL,
RPN2106, Amersham, Little Chalfont, Buckinghamshire,
England), que fue detectado en una pelicula radiografica
BioMax (Eastman Kodak Co, Rochester, NY, USA, 870-1302)
en un tiempo de 1 minuto [40].

Determinacion de la cantidad de Hsp:

Las autorradiografias obtenidas por el método de ECL se
analizaron por densitometria (Eagle Eye, Estratagene
Mitsubishi), con el fin de cuantificar la cantidad de proteina
tanto de la condicion control (tejidos sin infectar), como de los
problemas (tejidos infectados).

Analisis estadistico:

A cada banda de proteina Hsp25, 27, 60, 70 y 90 obtenida bajo
las condiciones control (tejido sin infectar) e infectado y
analizados por densitometria, los resultados obtenidos de esta,
son expresados como media * s.e.m., donde n es el niimero de
observaciones.

RESULTADOS

Ciclo Biolégico de T. spiralis. Es conocido que el ciclo
biolégico de T. spiralis incluye tres fases, intestinal,
sistémica y muscular. Para corroborar la infeccion de las
ratas con 7. spiralis tanto en la fase intestinal como la
muscular, analizamos el establecimiento de las larvas por
medio de compresion en placa y digestion artificial. Se
encontrd, un establecimiento de las larvas en duodeno,
yeyuno e ileon a partir del quinto dia (Grafica 1), y a
partir del décimo sexto dia, se localizan las larvas en
pierna, masetero, lengua y diafragma (Grafica 2).

T. spiralis anivel intestinal (Compresién)
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Grafica 1. Conteo por el método de compresion del niimero de
nematodos en fase intestinal de ratas Long Evans infectadas con T.
spiralis. Esta técnica nos permitié determinar el establecimiento de 7.
spiralis a nivel intestinal en las ratas infectadas.
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Grafica 2. Conteo por el método de digestion artificial del niimero de
nematodos en fase muscular de ratas Long Evans infectadas con T.
spiralis. Esta técnica nos permitié determinar el establecimiento de 7.
spiralis a nivel muscular en las ratas infectadas.

Respuesta inmune a T. spiralis

Al analizar la respuesta inmune de las ratas infectadas
con T. spralis, se encontré un reconocimiento de los
determinantes antigénicos a partir del sexto dia (antigeno
de 67 Kd correspondiente a cuticula), mismo que
correlaciona con el establecimiento de las larvas a nivel
intestinal. Este reconocimiento conforme pasaron los dias
post-infeccion fue en aumento, detectandose con mayor
claridad los antigenos de 48, 45, 42 y 32 Kd,
correspondiente a cavidad celomica (Figura 1).
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Figura 1. Respuesta inmune a la infeccion con 7. spiralis en ratas Long
Evans. Se encontr6 una respuesta a partir del sexto dia (67 Kd,
correspondiente a cuticula y 48, 45, 42 y 32 Kd, correspondiente a
cavidad celomica), con un incremento en el reconocimiento antigénico
en el vigésimo dia. D=dias. Técnica de PAGE-SDS, utilizando AST de
T. spiralis, y como anticuerpos, el suero de rata infectada por 6 y 20
dias pos-infeccion.

Expresion de Hsp en tejido de rata sana e infectada
con T. spiralis

La expresion de las proteinas Hsp en tejido intestinal se
analizo por Western blot, encontrando que el duodeno de
rata sana, expresa de manera constitutiva las Hsp25, 27 y
70, y el yeyuno e ileon, expresan las Hsp25 y 70. En el
tejido intestinal infectado con T. spiralis analizado en los
dias 5 y 10 pos-infeccion, se incrementa la expresion de
las Hsp, siendo mas evidente para la Hsp70 en las tres
porciones de intestino delgado (Figura 2, Grafica 3). No
se encontraron cambios en la expresion de las Hsp60 y
90 en el tejido sano ni en el infectado (datos no
presentados).
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Figura 2. Expresion de las Hsp25, 27 y 70 en tejido intestinal de rata
sana e infectada con 7. spiralis, analizados por Western blot.
Inmunodeteccion de las Hsp25, 27 y 70 en tejido intestinal de rata a los
5y 10 dias post-infeccion. C= Control.
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Grafica 3. Andlisis cuantitativo por densitometria de las Hsp25, 27 y 70
expresadas en el tejido intestinal de rata infectada con 7. spiralis. A las
bandas obtenidas por Western blot-ECL, se les realizé densitometria y
su densidad optica fue graficada.

Al analizar la expresion de las proteinas Hsp en tejido
muscular, se encontr6 que el tejido de rata sana de
pierna, masetero, lengua y diafragma, expresan de
manera constitutiva las Hsp25, 60, 70 y 90, y en el
infectado con 7. spiralis (25 dias post-infeccion), se
incrementa la expresion de las Hsp25 y 70, siendo mayor
en lengua para la Hsp25 y en diafragma para la Hsp70
(Figura 3, Grafica 4). En el presente estudio, el grado de
expresion de las proteinas Hsp60 y 90 no cambio por la
infeccion con 7. spiralis (datos no presentados). Asi
mismo, no encontramos la expresion de la Hsp27 en
tejido muscular.
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Figura 3. Expresion de Hsp25 y 70 en tejido muscular de ratas Long
Evans infectadas con 500 LI de 7. spiralis. El estudio fue en el dia 25
post-infeccion. C= Control; I= Infectado.
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Grafica 4. Analisis cuantitativo por densitometria de las Hsp25 y 70
expresadas en el tejido muscular de ratas Long Evans infectadas con 7.
spiralis. A las bandas obtenidas por Western blot-ECL, se les realizd
densitometria y su densidad optica fue graficada.
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DISCUSION

En el presente estudio se analizaron las proteinas de
choque calorico (Hsp) que expresa el tejido de las ratas
Long Evans cuando son infectadas con 7. spiralis.

El Objetivo fue determinar el grado de expresion de
Hsp25, 27, 60, 70 y 90 en tejido intestinal (delgado) y
muscular (pierna, masetero, lengua, diafragma) de ratas
Long Evans infectadas con 7. spiralis.

Lo primero que se analiz6, fue la infeccion de las ratas
con T. spiralis para lo cual, se analiz6 el ciclo biologico
utilizando el conteo de los nematodos a nivel intestinal y
muscular por medio de las técnicas de compresion en
placa y digestion artificial, asi como, la respuesta inmune
de las ratas contra el parésito. Se encontré6 que la
infeccion por T. spiralis, desencadena una respuesta del
hospedador a partir del sexto dia, correlacionado con el
establecimiento de las larvas en la pared del intestino
delgado. Las larvas de 7. spiralis se establecen en
musculo entre los dias 15 y 16, en donde también se
observa en el mismo periodo, un aumento del
reconocimiento antigénico, datos que coinciden con lo
reportado por Despommier, 2004 [9] y Sanchez-
Rodriguez et al., 2006 [40].

Una vez que se corrobor6 que los animales estaban
infectados y que existia una respuesta inmune del
hospedador contra 7. spiralis, obtuvimos el tejido
intestinal entre los dias 5 y 10 que se conoce que se
encuentra el nematodo alojado en la pared intestinal,
donde se reproduce, y analizamos el grado de estrés que
produce la presencia de este nematodo en el tejido
epitelial intestinal medido a través de la expresion de las
Hsp, encontrando la expresion basal de las Hsp25, 27 y
70 en las tres porciones de intestino delgado sano, con un
incremento significativo de la Hsp70 en el tejido
infectado. Es importante resaltar la sobreexpresion de la
Hsp70, ya que se conoce que participa como un
mecanismo de respuesta celular ante agentes estresantes
[41,42]. Para el caso particular, se conoce que este
nematodo a nivel intestinal, secreta una gran cantidad de
agentes estresantes como son productos bioactivos que
estan relacionados con la falla de las barreras mecanica y
humoral del hospedador, ayudando a que el parésito se
aloje en el hospedador [43], por lo que el incremento de
la Hsp70 se puede deber a la presencia de estos
productos bioactivos secretados por 7. spiralis.

Después, analizamos la expresion de las Hsp en el tejido
muscular en el dia 25 post-infeccion, donde tuvimos la
certeza de que estaba invadido de nematodos, los cuales
empezaron a establecerse entre los dias 15 y 16 post-
infeccion. La expresion basal de las Hsp en el tejido
muscular sano (pierna, masetero, lengua y diafragma) fue
principalmente de las Hsp25, 60, 70 y 90 y en el
infectado se incrementa ligeramente la expresion de las
Hsp25 y 70, siendo mayor en lengua y diafragma. En el

presente estudio, es importante resaltar que las proteinas
Hsp60 y 90 no mostraron cambios en su expresion con
respecto al control debido a la infeccion por 7. spiralis en
el tejido muscular (datos no presentados).

En el presente estudio la sobreexpresion de las Hsp se da
por la infeccion de la T. spiralis, y para el caso particular,
esta parasitosis produce fiebre en el hospedador, por lo
que podemos entender la sobreexpresion de la Hsp70 ya
que esta proteina se expresa principalmente por calor y
otras formas de estrés [28]. Asi mismo, la sobreexpresion
de las Hsp se puede deber a la gran cantidad de productos
bioactivos como enzimas que produce y secreta el
nematodo 7. spiralis en su entorno durante su ciclo
bioldgico, sobre todo para cruzar del intestino a la linfa y
durante su implante en muasculo, generando estrés celular
[43,44,45,46].

CONCLUSIONES

La infeccion por T. spiralis, desencadena una respuesta
del hospedador a partir del sexto dia, mismo que se
correlaciona con el establecimiento de las larvas en la
pared del intestino delgado. Las larvas de 7. spiralis se
establecen en musculo entre los dias 15 y 16, en donde se
observa en el mismo periodo, un reconocimiento mayor
de los determinantes antigénicos (67, 48, 45, 42 y 32
kDa).

El tejido intestinal sano, duodeno, yeyuno e ileon,
expresa a las Hsp25, 27 y 70, y en el infectado se
incrementa su expresion, siendo mas evidente para la
Hsp70.

El tejido muscular sano, pierna, masetero, lengua y
diafragma, expresa, a las Hsp25, 60, 70 y 90, y en el
infectado se incrementa la expresion de la Hsp25 y la
Hsp70.
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