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VARIABILIDAD DE LA INTERACCION PARASITO-HOSPEDADOR DE
DIFERENTES GENOTIPOS Mus musculus AL DESAFIO EXPERIMENTAL CON
Trichinella spiralis

RESUMEN

La interaccién parasito-hospedador es una relacion compleja que determina el
resultado de la infeccién. El grado de infeccion alcanzado depende, entre otros
factores, de la capacidad del hospedador para reducir la carga parasitaria y/o disminuir
el dafio producido por el parasito y de las estrategias que emplea este altimo para su
supervivencia. La importancia de conocer e identificar las estrategias utilizadas por el
hospedador y el parasito radica en la relacion con la salud del primero; este puede
vivir saludablemente con una alta carga parasitaria 0 morir con una carga baja,
dependiendo de factores inmunolégicos, genéticos, ambientales, edad y estado

nutricional.

El objetivo general de esta tesis fue evaluar las potenciales diferencias en la
interaccidn parasito-hospedador frente a un desafio con Trichinella spiralis por parte
de diferentes genotipos de hospedadores, conformados por lineas de ratones
seleccionadas por peso y una linea testigo derivadas de la cepa CF1, denominadas:

s, h, s, h" y t, respectivamente.

El establecimiento de las larvas infectivas fue evaluado contando el namero
total de adultos encontrados en el intestino a los 3 dias post-infeccion (dpi), obteniendo

homogeneidad en la instalacion en las cinco lineas estudiadas (p> 0,05).

Luego de 15 dias de infeccion, se estimé el indice de expulsion de los
nematodos adultos y a los 60 dpi se midio el grado de infeccion alcanzado a través de
la carga muscular relativa de larvas enquistadas en el diafragma y lengua y el indice
de la capacidad reproductiva relativa (ICRr). La lineat fue la mas eficiente en la etapa
de expulsion, mientras que la linea h fue la mas ineficiente en este proceso, debido a
que presentd el mayor numero de gusanos adultos en el intestino. En cuanto al
namero de larvas enquistadas en los muasculos, la carga muscular relativa en el
diafragma y en la lengua fueron significativamente mayores (p< 0,05) en la linea

liviana h, y menoresentyh’.



Como complemento para la caracterizacion de la respuesta de las cinco lineas
ante el desafio con T. spiralis, se analizaron los cambios hematoldgicos ocurridos
durante la infeccién, asi como una evaluacién histopatolégica y morfométrica del
duodeno. Las lineas h y t presentaron los valores més elevados de eosindfilos al dia
30 dpi y, a su vez, la primera linea presento los menores valores de linfocitos al dia
45 dpi. Con respecto a los valores medios del hematocrito (HTO) a lo largo del tiempo
de infeccién, se observé que al dia 15 dpi, los ratones infectados de todas las lineas
mostraron una disminucion significativa con respecto a los animales sin infectar (p<
0,05). En la evaluacion histopatologica se observaron caracteristicas similares a lo
largo de la infeccion en el duodeno de las lineas t, s y h”, mientras que la linea s
mostré un grado mayor de severidad en las lesiones respecto a las anteriormente
mencionadas. Los mayores cambios histopatolégicos se observaron en la linea h, en
donde a los 15 y 60 dpi se observdO descamacion de células epiteliales de
revestimiento de las vellosidades, glandulas reactivas e hiperplasicas, congestion y
edema intersticial de la ldmina propia y un moderado infiltrado inflamatorio mixto. Esta
variabilidad hallada entre las lineas, cuyo origen es la linea t, seria producto del
proceso sistematico de seleccion artificial fenotipica por peso corporal a los que se
suman los efectos dispersivos -efecto fundador y deriva génica- asociados al bajo

tamafo efectivo de las poblaciones.

Con las larvas recuperadas de los ratones de las lineas testigo y las
seleccionadas por peso se infectaron ratones de la cepa C57BL/6 para evaluar la
posibilidad de que el pasaje de una generacién de T. spiralis por otro genotipo murino
alterase la capacidad infectante del nematodo. Al analizar los resultados se
encontraron diferencias significativas (p< 0,05) en las cargas de larvas musculares,
siendo notable la disminucién en la capacidad infectante de las larvas de T. spiralis
gue pasaron por linea s. Esto podria estar correlacionado con la actividad de los
eosinofilos durante la infeccion en esta linea derivada de CF1, cuyos valores fueron

los menores de todas las lineas.

La heterogeneidad observada en los distintos momentos de la infeccion de los
animales confirma la variabilidad genética en los efectores inmunes resultante de los
procesos de seleccién fenotipica por peso y de los procesos dispersivos antes
mencionados. Sin embargo, a pesar de la variabilidad encontrada se puede concluir



que, a la misma dosis, todas las lineas mostraron ser susceptibles a la infeccion con
T. spiralis, pero que la linea liviana h mostré una susceptibilidad mayor, debido a que
los animales comenzaron a mostrar un deterioro de su estado general alrededor de
los 45-50 dpi, como la disminucion significativa del peso corporal, disminucion de la
actividad, mal aspecto del manto y descargas oculares, lo que llevé a la decision de
aplicar el punto final humanitario en estos animales, hecho que no ocurrié en las
demas lineas. Es importante remarcar que, si bien el criterio de seleccién fue el mismo,
para las dos lineas livianas, la presencia de procesos dispersivos (efecto fundador y
deriva génica) podria haber determinado la fijacion de diferentes alelos en cada una
de ellas y, por ende, ser causa de diferencias genéticas entre las mismas,
determinando una respuesta marcadamente distinta ante la infeccion con T. spiralis y
fortaleciendo el criterio del uso de los dos pares de lineas y la linea testigo en este

trabajo.

Palabras clave: Trichinella spiralis, ratones, seleccion por peso



VARIABILITY OF PARASITE-HOST INTERACTION OF DIFFERENT GENOTYPES
Mus musculus TO EXPERIMENTAL CHALLENGE WITH Trichinella spiralis

ABSTRACT

Parasite-host interaction is a complex relationship that determines the outcome
of infection. The level of infection depends, among other factors, on the capacity of the
host to reduce the parasite load and / or reduce the damage produced by the parasite
and on the strategies used by the latter for its survival. The importance of knowing and
identifying the strategies used by the host and the parasite lies in the relationship with
the health of the former, this can live with a high parasitic load or die with few worms,
depending on immunological, genetic, environmental factors, age and nutritional

status.

The general objective of this thesis was to evaluate the potential differences in
the parasite-host interaction in the face of a challenge with Trichinella spiralis by
different host genotypes, conformed of weight-selected mouse lines and a control line

derived from the CF1 strain. named: s, h, s', h" and t, respectively.

The establishment of the infective larvae was evaluated by counting the total
number of adults found in the intestine at 3 days post-infection (dpi), obtaining

homogeneity in the installation in the five lines studied (p> 0,05).

After 15 days of infection, the expulsion index of the adult nematodes was
estimated and at 60 dpi the degree of infection achieved through the relative muscle
load of larvae encysted in the diphragm and tongue and the index of relative
reproductive capacity (ICRr) was measured. Line t was the most efficient in the
expulsion stage, while line h was the most inefficient in this process, due to the fact
that it presented the highest number of adult worms in the intestine. Regarding the
number of larvae encysted in the muscles, the relative muscle load in the diaphragm
and in the tongue were significantly higher (p< 0,05) in the light line h, and lower in t
and h'.

As a complement to the characterization of the response of the five lines to the
challenge with T. spiralis, the hematological changes that occurred during the infection

were analyzed, as well as a histopathological and morphometric evaluation of the



duodenum. Lines h and t presented the highest eosinophil values at day 30 dpi and, in
turn, the first line presented the lowest lymphocyte values at day 45 dpi. Regarding the
mean hematocrit values throughout the infection time, it was observed at day 15 dpi,
that the infected mice of all lines showed a significant decrease with respect to the
uninfected animals (p< 0,05). In the histopatological assesment, similar characteristics
were observed throughout the infection in the duodenum of the t, s and h' lines, while
the s' line showed a greater degree of severity in the lesions compared to those
previously mentioned. The greatest histopathological changes were observed in the h
line, where at 15 and 60 dpi desquamation of epithelial cells of the villi, reactive and
hyperplastic glands, congestion and interstitial edema of the lamina propia, and a
moderate mixed inflammatory infiltrate were observed. This variability found between
the lines, whose origin is the t line, could be the product of the systematic process of
artificial phenotypic selection by body weight, to which are added the dispersive effects

- founder effect and gene drift - associated with the low effective size of the populations.

With the larvae recovered from the mice of the control lines and those selected
by weight, mice of the C57BL / 6 strain were infected to evaluate the possibility that
the passage of a generation of T. spiralis by another murine genotype altered the
infective capacity of the nematode. When analyzing the results, significant differences
were found (p< 0.05) in the loads of muscle larvae, being notable the decrease in the
infecting capacity of the T. spiralis larvae that passed through the s line. This could be
correlated with the activity of eosinophils during infection in this CF1-derived line,

whose values were the lowest of all lines.

The heterogeneity observed in the different moments of the infection of the
animals confirms the genetic variability in the immune effectors resulting from the
phenotypic selection processes by weight and the dispersive processes mentioned
above. However, despite the variability found, it can be concluded that, at the same
dose, all the lines showed to be susceptible to infection with T. spiralis, but that the
light line h showed a greater susceptibility, due to the fact that the animals started to
show a deterioration of their general condition around 45-50 dpi, such as a significant
decrease in body weight, decreased activity, poor appearance of the mantle and eye
discharges, which led to the decision to apply the humanitarian end point in these
animals, a fact that did not occur in the other lines. It is important to note that, although



the selection criterion was the same, for the two light weight lines, the presence of
dispersive processes (founder effect and gene drift) could have determined the fixation
of different alleles in each one of them and, therefore, be the cause of genetic
differences between them, determining a markedly different response to infection with
T. spiralis and strengthening the criteria for the use of the two pairs of lines and the

control line in this work.

Key words: Trichinella spiralis, mice, selection by weight



1. INTRODUCCION
1.1. BREVE HISTORIA DE LA TRICHINELLOSIS

La trichinellosis es una enfermedad parasitaria producida por un nematodo
perteneciente al género Trichinella, transmitida por el consumo de carne cruda o mal
cocida. Parasita a los animales silvestres y domésticos y al ser humano y se la
considera un problema complejo para la salud publica dada las altas tasas de
morbilidad que presenta. En Argentina se presenta de manera endémica en los
cerdos, dando lugar a brotes periddicos de trichinellosis humana (Ribicich y col.,
2005).

Esta enfermedad afecta a los seres humanos desde hace miles de afios, lo cual
se demostro con el hallazgo de un quiste de Trichinella spiralis (T. spiralis) en la
musculatura intercostal del cuerpo momificado de un nifio egipcio, quien
supuestamente vivio alrededor del afio 1200 A.C. (De Boni y col., 1977). Otro reporte
informé el hallazgo de Trichinella spp. en el “nifio del Cerro El Plomo”, encontrado
frente a la ciudad de Santiago de Chile en 1954. Se trata del cuerpo momificado de
un nifio Inca de 8 a 9 afios de edad que, por datacion relativa, pertenecio al afio 1500
aproximadamente. En el 2003, los andlisis paleoparasitolégicos realizados,
demostraron la presencia de quistes de Trichinella spp. en su musculatura esquelética
(Rodriguez y col., 2011).

El parasito fue descubierto por James Paget en 1835 en Londres, cuando
realizaba la autopsia de un paciente italiano. Luego, fue Richard Owen (1835) quien
lo denomind Trichina por ser delgado como un cabello y spiralis por su particular
“apariencia espiralada” en sus principales rasgos morfolégicos (Reinhard, 1958). En
1895, debido a que el nombre genérico del parasito ya habia sido utilizado con
anterioridad para un género particular de moscas, Raillet modific6 su denominacion
guedando definitivamente establecido como Trichinella spiralis (Owen, 1835; Raillet,
1895).

En 1846, Joseph Leidy, médico y naturalista originario de la ciudad
estadounidense de Filadelfia, hizo un descubrimiento verdaderamente trascendental
cuando encontré quistes en carne de cerdo, los cuales no presentaban diferencias

con los que se habian hallado en humanos (Reinhard, 1958). En 1850, Ernst Friedrich



Herbst descubrié que la Trichinella spp. podia transmitirse entre animales mediante el
consumo de carne infectada, cuando aliment6 a perros con carne de tejon infectada

con quistes de este parasito (Reinhard, 1958).

En 1859, dos anatomistas alemanes, Rudolf Virchow de Berlin y Rudolf
Leuckart de Giessen observaron la presencia de adultos de Trichinella spp. en el
intestino de animales infectados. Este evento los llevé a dilucidar el ciclo bioldgico
completo del parasito (Reinhard, 1958).

Como cita Campbell (1983), el primer brote de trichinellosis en Argentina es de
1898, en una familia de Buenos Aires que presentd sintomas compatibles con la
enfermedad, luego de haber consumido carne de cerdo. Unos dias después, un
hombre murié en Buenos Aires y en la autopsia se encontraron larvas de Trichinella
spp. en los musculos. Se hallé un nexo epidemioldgico entre este hombre y la familia
enferma, debido a que habian consumido juntos la carne de cerdo. A partir de alli, en
1899, fue establecida la relacion entre ratas y cerdos en los brotes humanos de
trichinellosis en Argentina, motivo por el cual comenzaron los diagnosticos post

mortem de porcinos en Argentina.

1.2. TAXONOMIA Y ESPECIES
Ubicacién taxonédmica:

Phylum: Nematoda, Clase: Enoplea, Subclase: Dorylaimia, Orden: Trichinellida,
Familia: Trichinellidae, Género: Trichinella, Especie: spiralis (National Center for

Biotechnology Information).

Hasta el momento, se ha determinado la existencia de dos clados principales en
el género Trichinella mediante datos biolégicos, bioquimicos y principalmente
moleculares. Uno engloba a las especies que inducen a la célula nodriza a formar una
capsula de colageno gruesa que recubre el tejido muscular del hospedador
(encapsulada) y el otro incluye especies no encapsuladas que inducen una capsula
de colageno muy fina sélo visible al microscopio. Las especies y los genotipos
encapsulados se hallan restringidos a los mamiferos, mientras que las especies no

encapsuladas son mas diversas en el rango de hospedadores (Pozio y Murrel, 2006).



El descubrimiento y las caracteristicas de cada una de las especies y genotipos
se describen brevemente en los items siguientes. En la Figura 1 se puede observar la

filogenia de estas especies.

Especies encapsuladas

Dentro de estas especies tenemos a Trichinella spiralis (Owen, 1835; Railliet,
1895) (Genotipo T1). Es la primera especie descubierta y la mas caracterizada por su
importancia como causante de enfermedad humana. Presenta una distribucién amplia
y global en zonas climaticas templadas y ecuatoriales. Es la especie mas adaptada a
los cerdos domeésticos y salvajes (Gottstein y col., 2009). El ciclo selvatico de T. spiralis
abarca una amplia gama de carnivoros silvestres que pueden convertirse en los
responsables de introducir el ciclo de vida en una poblacién de hospedadores
domésticos (Dick y Pozio, 2001; Pozio, 2001). En el ciclo doméstico, la carne de
cerdos (Sus scrofa domesticus) infectados por T. spiralis es la principal fuente de
infeccion para los animales sinantrépicos, como la rata parda (Rattus norvegicus) y el
armadillo (Dasypus novemcinctus) (Ribicich y col., 2010b); el gato (Felis silvestris
catus), el perro (Canis lupus familiaris) y un gran rango de carnivoros silvestres (Pozio
y Murrel, 2006). Su poca resistencia a las bajas temperaturas ambientales puede
haber evitado su propagacion entre los animales silvestres que habitan en zonas
gélidas. Como se mencion6 anteriormente, T. spiralis es considerada como la especie
del género causante de la mayoria de las infecciones y muertes humanas, lo cual se
atribuye a ciertas caracteristicas biolégicas como poseer: (1) un alto indice de la
capacidad reproductiva (ICR) en roedores (ratones y ratas) y cerdos (tanto domésticos
como silvestres) (Murrell y col., 1985; Pozio y col., 1992; Kapel y Gamble, 2000; Kapel,
2001); (2) una longitud mas larga del Utero, en comparacion con otras especies, lo que
se correlaciona directamente con el indice de infectividad, es decir, cuanto mas largo
es el utero, mayor es la capacidad larvaria intrauterina y mayor el indice de
infectividad; (3) un mayor numero de larvas recién nacidas producidas por gusanos
hembras y (4) un desarrollo mas rapido de la célula nodriza y la capsula de colageno
(Pozio y col., 1992).

Trichinella nativa (Britov & Boev, 1972) (Genotipo T2), se caracteriza por ser

resistente a temperaturas extremadamente bajas. Infecta a carnivoros selvaticos de
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areas articas y subarticas de Asia, América del Norte y Europa (Pozio y Zarlenga,
2005). Los hospedadores principales son terrestres como 0sos pardos y negros
(Ursus arctos y americanus), 0sos polares (Ursus maritimus), tejones (Meles meles),
mapaches (Procyon lotor), linces (Lynx lynx), lobos (Canis lupus) y zorros (Vulpes
vulpes) y marinos como morsas (Odobenus rosmarus) y focas (Phoca vitulina) (Dick y
Pozio, 2001; Kapel, 2000; La Rosa y col., 2003; Pozio y col., 2001). T. nativa es el
agente etioldgico de la trichinellosis en poblaciones humanas que viven en zonas frias.
(Pozio y Murrell, 2006). El genotipo Trichinella T6 (Pozio y col., 1992) esta
estrictamente relacionado con T. nativa. Este genotipo se ha encontrado en varias
regiones de Canada y Estados Unidos. Se han documentado infecciones humanas
(Dworkin y col., 1996).

Trichinella britovi (Pozio y col., 1992) (Genotipo T3), es la especie mas
ampliamente distribuida en los ciclos de vida selvaticos de Europa, Asia y Africa del
Norte y Occidental y aunque puede afectar a jabalies (Sus scrofa), los hospedadores
mas susceptibles son los mamiferos carnivoros (Pozio y Zarlenga, 2013).
Zoondticamente, T. britovi es la segunda especie mas comun de Trichinella que puede
afectar la salud humana (Gottstein y col., 2009). El genotipo Trichinella T8 (Pozio y
col., 1992) se encuentra relacionado con T. britovi y ha sido detectado solo tres veces
en carnivoros selvaticos (una hiena manchada (Crocuta crocuta) y leones (Panthera
leo)) de Sudafrica y Namibia (Murrell y col., 2000).

Trichinella murrelli (Pozio y La Rosa, 2000) (Genotipo T5) es el agente
etiologico de infecciones en carnivoros selvaticos que viven en areas templadas de la
region Neartica. Esta especie muestra una infectividad muy baja en cerdos y ratas
(Pozio y Murrel, 2006). Se han reportado casos humanos por consumo de carne de
caballo (Equus caballus) y oso (Pozio y Zarlenga, 2013). El genotipo Trichinella T9
(Nagano y col., 1999) se ha encontrado en carnivoros selvaticos de Japén y se ha
considerado estrictamente relacionado con T. britovi con el que se cruzé en
condiciones experimentales. Sin embargo, su secuencia sugiere que Trichinella T9
esta genéticamente mas relacionada con T. murrelli que con T. britovi (Pozio y
Zarlenga, 2013).

Trichinella nelsoni (Britov & Boev, 1972) (Genotipo T7), infecta a los carnivoros

selvaticos que viven en Africa oriental desde Kenia hasta Sudéfrica (Pozio y Zarlenga,
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2005). La variedad de hospedadores incluye carnivoros silvestres y cerdos silvestres
y jabalies, algunos de los cuales han sido fuente de infeccion para los humanos.
(Pozio, 2007hb).

Trichinella patagoniensis (Krivokapich y col., 2012) (Genotipo T12) fue obtenida
en el afio 2004 de un puma en la localidad de Trapalcé, provincia de Rio Negro,
Argentina. Posteriormente se hallaron larvas en otros pumas provenientes de la
localidad de El Calafate (provincia de Santa Cruz) en el afio 2008 y del distrito de La
Paz (provincia de Catamarca) en el afio 2009. Los estudios filogenéticos determinaron
gue corresponde a una nueva especie: Trichinella patagoniensis, llevando el nombre
de la regién argentina en donde fue encontrada (Krivokapich, y col., 2012). En estudios
realizados en cerdos, ratas y gatos, se demostré que, hasta el momento, los gatos
domésticos se comportan como los mejores hospedadores para esta especie
(Gonzalez Prous y col., 2011; Krivokapich y col., 2012; Ribicich y col., 2013). La
infecciosidad de T. patagoniensis fue baja en los cerdos comparada con todas las
demas especies encapsuladas "selvaticas" de Trichinella. En estudios realizados en
aves (Gallus gallus domesticus) se recuperaron adultos del intestino del pollo, pero no
se hall6 evidencia de larvas musculares, demostrando que T. patagoniensis es capaz
de realizar la fase intestinal pero no de alcanzar el estadio infectante (L1m) en esta
especie (Pasqualetti y col., 2014).

Trichinella chanchalensis (Sharma y col., 2020) (Genotipo T13) es la especie
mas recientemente descripta del género Trichinella por Sharma y col. (2020). En su
trabajo describieron una especie criptica no reconocida previamente, propuesta como
Trichinella chanchalensis n. sp. (también designado como T13), en tejones (Taxidea
taxus) del noroeste de Canada. Esta especie se diferencia de los congéneres
basandose en datos de secuencia molecular y criterios filogenéticos comparativos.
Las muestras de esta especie se obtuvieron de larvas o extracto de ADN de Trichinella
gue se habia identificado como T. nativa mediante PCR multiplex (Zarlenga y col.,
1999) de 95 animales, incluidas 12 especies de mamiferos carnivoros de Canada; 37
eran larvas archivadas en la Agencia Canadiense de Inspeccion de Alimentos (CFIA),
seis eran de zorros articos (Vulpes lagopus) de los Territorios del Noroeste, 41 eran
de tejones recolectados en los Territorios del Yukén y del Noroeste, y 11 eran de

zorros rojos (V. vulpes ) de Québec (Sharma y col., 2020). A pesar de compartir la
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misma posicion de banda que T. nativa en la PCR multiplex, T. chanchalensis es
genéticamente discreta y no esta estrechamente relacionada con ninguna especie o0
genotipo actualmente reconocida en América del Norte o Eurasia. Es asi que T.
chanchalensis (T13) no comparte un ancestro comun directo con otras especies que
se encuentran en simpatria de latitudes altas (es decir, T6 y T. nativa), ni con la
exclusion de otras especies encapsuladas. El analisis filogenético y el examen de la
compresion del tejido muscular colocaron a T. chanchalensis en el clado encapsulado.
Se sobreentiende que debido a lo reciente de su hallazgo aln se requieren estudios
de infectividad animal para confirmar la viabilidad, el ICR y la patogenicidad de T.
chanchalensis, en relacion con otras especies de Trichinella (Sharmay col., 2020). El
andlisis realizado sitta a T13 como hermana de un sub clado que incluye T.
patagoniensis y las especies encapsuladas restantes (T. nativa, T6, T. britovi, T8, T.
murrelli y T9). El origen de T. chanchalensis es anterior a la divergencia de T.
patagoniensis e indica que T. chanchalensis representa un componente importante y

de larga data de la biodiversidad de Trichinella en el holartico (Sharma y col., 2020).

Especies no encapsuladas

Trichinella pseudospiralis (Garkavi, 1972) (Genotipo T4) es una especie
cosmopolita que muestra un espectro de hospedadores mas amplio, que incluye
mamiferos y aves ya que es capaz de completar su ciclo de vida a temperaturas
corporales variables -entre 37 y 42 °C- del hospedador (Pozio, 2005). Por marcadores
moleculares se han distinguido tres poblaciones geograficas de T. pseudospiralis:
localizadas en las regiones Paleartica, Neartica y Australiana (Tasmania) (Pozio y
Murrell, 2006).

Estudios biol6gicos y moleculares de larvas no encapsuladas de Trichinella
descubiertas en 1988 en los musculos de cerdos domésticos y salvajes en el suroeste
de Papua, Nueva Guinea, demostraron una nueva especie denominada T. papuae
(Pozio y col., 1999; Pozio y Murrell, 2006) (Genotipo T10). Puede infectar tanto a
reptiles (solo aquellos que viven en regiones ecuatoriales) como a mamiferos y
requieren temperaturas corporales del hospedador que oscilen entre 25y 40 ° C
(Pozio, 2005). Se han documentado infecciones en humanos por el consumo de carne

de reptil (Pozio y Murrel, 2006). Trichinella zimbabwensis (Pozio y col.,, 2002)
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(Genotipo T11) es muy similar a T. papuae con la que comparte muchas
caracteristicas biolégicas. (Pozio y Murrell, 2006) y al igual que dicha especie, puede
infectar tanto a reptiles de zonas ecuatoriales como a mamiferos (Pozio, 2005). Aun
no se han informado infecciones en humanos (Pozio y Murrell, 2006).

T4 (T. psendospiralis)
_II"IE TIO(T. papuae)
T11 (T zimhabwensis)
"1: T1 (T. spiralis)
TT (T. nelsoni)

T13 (T. chanchalensis)

TI12(T. p atagonicnsis)

T2 (T. nativa)

T6 (Trichinella Ta)
TS (T. muerrelli)

TY (Trichinefla T9)
T3 (T. brivovi)

T8 (Trichinefla T§)

ihirl

Figura 1. Relaciones entre las especies de Trichinella descriptas y cripticas basadas en el analisis de
las secuencias de nucledétidos de 15 copias simples ortélogas concatenadas utilizando algoritmos de
agrupacion de cercania y maxima similitud (Adaptado de Sharma y col., 2020). La barra de escala
indica la distancia evolutiva (p-distancia) medida como sustituciones de nucleétidos por posicion.

Especies de Trichinella halladas en Argentina

En el afio 2006, se realiz6 un estudio en donde se aisl6 la especie Trichinella
spiralis en muestras recolectadas desde 1996 hasta 2005 de animales domésticos,
selvéticos y sinantrépicos de 12 provincias de Argentina. El aislamiento realizado a
través de la técnica PCR anidada, comprobé la presencia de la especie Trichinella
spiralis en muestras de cerdo, gato, perro, peludo (Chaetophractus villosus) y rata
parda (Krivokapich, y col., 2006). En el afio 2010, otro estudio determind la presencia
de T. spiralis en muestras de una rata y dos jabalies provenientes de la provincia de
Neuquén (Ribicich y col., 2010b). Ademas, se ha detectado en otros hospedadores
naturales sinantropicos y silvestres: comadreja overa (Didelphis albiventris),
comadreja colorada (Lutreolina crassicaudata) (Castafio Zubieta y col., 2014) y lobo

marino de un pelo (Otaria flavescens) (Pasqualetti y col., 2018).
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Como se menciono anteriormente, en el afio 2004 en la localidad de Trapalcé,
provincia de Rio Negro, se encontraron en un puma larvas de un genotipo distinto que
fue nombrado Trichinella patagoniensis por esta region geogréfica (Krivokapich, y col.,
2008). Posteriormente se aislaron larvas de T. patagoniensis en musculos de puma
provenientes de la localidad de El Calafate (provincia de Santa Cruz) en el afio 2008
y del distrito de La Paz (provincia de Catamarca) en el afio 2009 (Krivokapich, y col.,
2012).

En septiembre del 2013 fue aislada una larva de Trichinella no encapsulada de
un cerdo doméstico proveniente de una granja de la ciudad de Rio Gallegos, provincia
de Santa Cruz. La identificacion molecular del nivel de especie a través de la técnica
de PCR multiplex reveld6 un patron de banda correspondiente con Trichinella
pseudospiralis. Este es el primer descubrimiento de un aislamiento de T.
pseudospiralis de la region Sud América emparentado con los de la region Paleartica.
A pesar de que se reconoce un sistema de migracion de las aves que conecta ambas
regiones, se cree que T. pseudospiralis probablemente fue introducida en Argentina

por jabalies y cerdos durante la época de la colonizacién (Krivokapich y col., 2015).

En 2012, quince personas se enfermaron aparentemente de trichinellosis por
haber consumido productos de cerdo contaminados con Trichinella en la ciudad de
Las Heras, provincia de Mendoza. Se obtuvieron larvas musculares de muestra de
chorizo de cerdo sospechosa de ser la fuente de infeccidn. La identificacion molecular
a través de PCR multiplex mostré un patron de dos bandas correspondientes con T.
britovi. Este fue el primer reporte de la identificacion molecular de T. britovi en
Argentina. La fuente de infeccién fue atribuida a la elaboracién de productos
manufacturados de carne de cerdos, probablemente criados en Argentina y
sacrificados, sin control médico veterinario, en la ciudad de Las Heras. No hubo
evidencia de que estos productos provinieran de Europa. T. britovi puede haber sido
introducida desde Europa a Sud América durante la colonizacion espafiola a través
de cerdos, jabalies y/o ratas, como se especula para T. spiralis y T. pseudospiralis.
Hasta el momento de este aislamiento, la identificacion molecular de mas de 200
aislamientos de Trichinella de cerdos domeésticos y de sus productos, provenientes de
diferentes provincias de Argentina indicaron que pertenecian a T. spiralis, excepto por
uno que fue asignado como T. pseudospiralis (Krivokapich y col., 2019).
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1.3. MORFOLOGIA

Trichinella spiralis es un pequefio nematelminto blanquecino y filiforme, con su
extremidad anterior mas delgada que la posterior. Como muestra la Figura 2, presenta
una cuticula externa seudosegmentada compuesta por estructuras estriadas y lisas;
hacia el interior, se encuentra la hipodermis que contiene células con funciones
glandulares dispuestas en hileras dorsales y ventrales y comunicadas con el exterior
por un poro excretor (Reichels, 1955; Bruce, 1974; Despommier, 1993).

Figura 2. Microfotografia de las células de las glandulas hipodérmicas dispuestas en hileras (flechas)
de una hembra de Trichinella spiralis. Vista lateral. Barra: 25 um.

Debajo de la hipodermis se encuentra la estructura muscular del parasito. El
aparato digestivo esta formado por una capsula bucal con un estilete, eséfago y tracto
intestinal. Ventral al es6fago, se encuentra una estructura muy particular denominada
esticosoma; formada por 45 - 60 células llamadas esticocitos las cuales son muy
activas, con cinco variedades de granulaciones en su interior y que vuelcan sus
secreciones al eséfago a través de canaliculos. El sistema nervioso esta integrado por
un anillo cefalico, dos nervios laterales, uno dorsal y otro ventral que parten del anillo

y seis ganglios ubicados en el extremo anterior del parasito (Pozio, 2007a).

Como todos los parasitos nematodos de los mamiferos, T. spiralis presenta
dimorfismo sexual (Vilella, 1970). Las hembras adultas (Figura 3) miden de 1,26 mm
a 3,35 mm de longitud y 29 um a 38 pym de ancho (Pozio, 2007a). Son viviparas ya

que paren larvas totalmente desarrolladas (Figura 4). Poseen una estructura ovarica
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gue continda en el oviducto, un receptaculo seminal, Gtero, vagina y la comunicacion
con el exterior a través del poro genital que se ubica en el tercio anterior del parasito

hacia la finalizacion del es6fago (Dick, 1983). No poseen apéndices copulatrices.

El macho adulto mide de 0,62 a 1,58 mm de longitud total, y de 25 a 33 ym de
ancho (Figura 5) (Pozio, 2007a). Es mono6rquido, y su Unico testiculo se origina en la
porcion posterior del cuerpo extendiéndose anteriormente hasta aproximadamente el
extremo posterior del es6fago. Se comunica a través del canal deferente con una
vesicula seminal localizada en la cloaca. Dos proyecciones cOnicas 0 mamelones

copulatrices de 10 um de largo se encuentran a ambos lados de la apertura cloacal,

con papilas accesorias y apéndices copulatrices para anclarse a la hembra durante la
copula (Figura 6) (Dick,1983).
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Figura 3. Microfotografia de una hembra de Trichinella spiralis. Vista lateral. Barra: 80 um. Figura 4.
Microfotografia de embriones dentro del Gtero de una hembra de Trichinella spiralis (flechas). Vista
lateral. Barra: 50 pm. Figura 5. Microfotografia de un macho de Trichinella spiralis. Vista dorsal. Barra:
80 um. Figura 6. Microfotografia de los apéndices copulatrices de un macho de Trichinella spiralis. Vista
ventral.
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Las larvas paridas por las hembras, a través del poro genital, se denominan
larvas recién nacidas (LRN o NBL por sus siglas en inglés) (Despommier, 1983),
miden entre 70 y 120 um de largo y 6 a 9 um de ancho y muestran caracteristicas
morfologicas rudimentarias (Figura 7) (Pozio, 2007a). Tienen al menos diez esticocitos
funcionales y se pueden encontrar migrando por todo el organismo, aunque solo van
a instalarse en las células de la musculatura esquelética estriada (Figura 8) donde

comienzan a incrementar su tamafio (Gould, 1970).

Figura 7. Microfotografia de una larva recién nacida de Trichinella spiralis. Barra: 40 um. Figura 8.
Microfotografia de una larva recién nacida de Trichinella spiralis migrando en musculo. Barra: 40 pum.

Las larvas gue se enquistan en los musculos y que seran infectantes para el
futuro hospedador reciben el nombre de L1 musculares (L1m), miden
aproximadamente 1.000 um de largo por 30 de ancho y ya en este momento presentan

diferencias sexuales (Figura 9 y 10).
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Figura 9. Microfotografia de larvas L1 musculares de Trichinella spiralis enquistadas en el musculo.
Barra: 200 um. Figura 10. Microfotografia de larvas L1 musculares libres de Trichinella spiralis por la
técnica de digestién artificial enzimatica. Barra: 300 um.
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Las "larvas machos" presentan esbozos genitales romos y rectos largos y las
"larvas hembras" presentan esbozos genitales agudos y rectos cortos. Un elemento
importante que presentan las larvas en la extremidad cefalica es el esticosoma,
(formado por 30 a 40 esticocitos, de 50 a 70 um de didmetro) responsable de la
elaboracion de enzimas proteoliticas que les permiten a las L1m penetrar en las
células entéricas (Euzeby 1994; Pozio y col.,, 1996) y también responsable de la
elaboracion de antigenos de excrecion - secrecion (Dea Ayuela y Bolas Fernandez,
1999).

1.4. CICLO BIOLOGICO

Trichinella spiralis posee un ciclo biol6gico autoheterégeno (Tolosa Palacios y
col., 2006) (también denominado por Navone y col. (2017) como autoheteroxeno), por
desarrollar todos sus estadios dentro del hospedador que parasita. Un mismo
individuo se comporta como hospedador definitivo e intermediario conteniendo a la
vez formas adultas en el intestino y larvas en la musculatura estriada. Para continuar
el ciclo requiere siempre de dos hospedadores, a través del carnivorismo y/o
canivalismo (Pozio y col., 1996; Soulsby, 1982).

El ciclo biologico puede ser dividido en fase intestinal o enteral, fase migratoria
o de diseminacién y fase parenteral o muscular (Despommier, 1993). Comienza con
la fase intestinal cuando un hospedador consume carne cruda o mal cocida
conteniendo quistes de Trichinella spp. con larvas infectantes (L1 muscular) en su

interior (Despommier, 1983).

Para que una infeccién tenga éxito es necesario que los animales ingieran un
namero minimo de larvas totales que difiere con cada hospedador, por ejemplo 15 a
25 larvas en perros y gatos, 50 larvas para los cerdos, y de 50 a 75 larvas para el ser
humano (Mayer, 1984).

Los jugos digestivos, pepsina y acido clorhidrico, digieren las fibras musculares
liberando las larvas de primer estadio de los quistes, que rapidamente pasan al
intestino delgado. Aqui las larvas responden a las caracteristicas del ambiente y
penetran las microvellosidades de los enterocitos. Dado que la larva mide

aproximadamente 1 mm de largo y cada célula columnar (enterocito) mide 32 um, se
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estima que el parasito ocupa cerca de 117 células durante la etapa temprana, donde
se produce una fusion de las membranas celulares formando un sincitio, denominado
nicho intramulticelular. Se inicia, aqui, una rapida sucesion de cuatro mudas y en
aproximadamente 30 horas se diferencian en machos y hembras adultas

(Despommier, 1983).

Seguidamente de la madurez sexual, ocurre el apareamiento, presumiblemente
dentro del nicho intramulticelular. Las hembras son usualmente fertilizadas luego de
las 37 a 40 horas post-infeccion. En el momento justo antes de la inseminacion, la
proporcion de hembras y machos es de 1,5-2:1. Comunmente, todas las hembras son
fertilizadas, por lo que se considera que cada macho debe, en promedio, fecundar a
dos hembras (Despommier, 1983). Luego de 5 dias de haber sido fertilizadas, las
hembras paren LRN en la mucosa intestinal. La duracion de esta etapa puede variar
de 1 a 2 semanas, dependiendo de la respuesta inmune del hospedador que fuerza a
los parésitos a salir del nicho y ser eliminados en la materia fecal (Despommier, 1993;
Pasqualetti, 2014).

La fase migratoria 0 de diseminacion se inicia alrededor del séptimo dia de
ocurrida la ingestion del alimento infectado y continla mientras existan hembras
gravidas en el intestino. En esta fase, las LRN penetran la lamina propia de la
vellosidad, ayudadas por su estilete bucal, sin la intervencién de enzimas proteoliticas,
y por via linfatica y, en menor medida, por via sanguinea alcanzan la circulacion
general. En la migracion, numerosos 6rganos pueden ser afectados transitoriamente,
incluyendo musculo cardiaco, tejido cerebral, retina y coroides, higado, bazo, rifién,
etc., donde causan modificaciones patoldgicas diversas. En el masculo cardiaco no
se instalaria definitivamente debido a la falta de tejido conectivo, el sarcolema muy

delgado y la contractibilidad del musculo (Ribicich, 2010a).

Numerosos estudios han demostrado concluyentemente que solo las células
de musculo estriado son un nicho intracelular adecuado para la continuacion del
desarrollo del parasito (Despommier, 1983). Las larvas solo se van a enquistar en las
células de los musculos mas irrigados, ricos en oxigeno, preferentemente en la
insercion de estos con los tendones. Entre los masculos méas afectados se encuentran

el diafragma, los de la base de la lengua, laringeos, intercostales, masticatorios y
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oculares. Aqui se desarrolla la fase parenteral o muscular del ciclo de Trichinella

(Despommier, 1990).

En la célula muscular la larva 1 (L1) pierde su estilete bucal, se ubica en el
interior de las fibras musculares (nhormalmente se aloja una larva por cada fibra
muscular, aunque se han encontrado quistes con nueve larvas) y al cabo de 15 dias
guedan rodeadas por una envoltura constituida por el sarcolema. Se desencadenan
una serie de modificaciones produciendo una unidad anatémicamente independiente
y altamente especializada conocida con el nombre de "célula nodriza" o “célula nurse”.
Cada una de estas células se rodea de un plexo de vasos sanguineos (arterio-venoso)
que facilita sus funciones fisiolégicas, el nicleo aumenta de tamafio, lo mismo que el
ndmero de mitocondrias, las cuales pierden funcionalidad y se vacuolizan, y hay una
marcada proliferacion del reticulo sarcoplasmico. La relacién parasito-célula nodriza
es una interrelacién activa y ambos tienen una alta demanda metabdlica sobre el
hospedador, funcionando como una placenta por la que el parasito obtiene sus
nutrientes y elimina sus desechos (Despommier, 1990; Euzeby, 1994; Murrell y col.,
2000). Este complejo se establece completamente a partir del dia vigésimo de la
entrada del parasito a la célula muscular, y las L1, ahora denominadas L1 musculares
(L1m), nunca seran infectantes hasta que haya transcurrido ese tiempo (17 a 20 dias
post-ingestién). Pasados 30 dias, la L1m mide de 800 a 1000 um y comienza a
enrollarse dentro de la célula (periodo de enquistamiento). Se forma asi el quiste que
mide 250 um de ancho x 400-600 um de largo, de aspecto fusiforme o alargado
semejante a un limon, que contiene a la L1m enrollada en su interior. (Despommier,
1990; Euzeby, 1994; Murrell y col., 2000). La capsula del quiste alcanza su maximo
espesor entre los dias 45 a 60 post-infeccion. Entre los tres y seis meses comienza la
deposicion de calcio, que se completa al afio pudiendo llegar a provocar la muerte de
la célula nodriza y del parasito. En otras ocasiones cuando un hospedador muere, la
larva puede permanecer infectante por muchos dias, a veces hasta meses, debido a
gue posee un metabolismo anaerdbico, que le permite sobrevivir aun en carnes
putrefactas (Pozio, 2000). Se han citado casos en los que la L1m vivié 11 y hasta 24
afos (Atias 1999; Despommier, 1990). En los quistes las larvas no pueden proseguir
con su desarrollo, sino que deben esperar a que la carne en donde se encuentran sea

ingerida por otro hospedador y asi reiniciar el ciclo (Atias, 1999).
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1.5. INTERACCION PARASITO-HOSPEDADOR

La interaccién parasito-hospedador es una relacion simbidtica compleja, que
puede analizarse en diversos sentidos. Los nematodos gastrointestinales (NGI)
presentan una variedad de antigenos excretorios/secretorios especificos de cada
etapa de su ciclo biolégico. Dichas moléculas desencadenan la respuesta inmune del
hospedador resultando generalmente en una cascada de reacciones que en muchos
casos es protectora. Todos los mecanismos inmunolégicos que se desarrollan en el
hospedador al enfrentarse con un helminto estan determinados genéticamente y
resultan en la identificacion de dos estrategias. La primera, resistencia, puede reducir
el riesgo de una infeccion parasitaria evitdndola, mejorando el tiempo de recuperacion
al eliminar la infeccién, o controlar la infeccion atacando la tasa de replicacion del
parasito. Se la describe como la habilidad de un organismo para reducir la carga
parasitaria (resistencia cuantitativa) o para reducir la probabilidad de infeccidon
(resistencia cualitativa). La resistencia se relaciona inversamente con la carga
parasitaria, siendo a menor carga, una mayor resistencia del hospedador quien
expresa asi su capacidad inmunoldgica para defenderse del parasito. Para el caso de
T. spiralis, la cantidad de larvas recuperadas de los musculos del hospedero son una
medida que expresa su resistencia/susceptibilidad y esta altamente influenciada por
el numero de LRN que lograron migrar hacia este tejido desde el intestino (Bell, 1998).
Otro indice utilizado también para medir la resistencia/susceptibilidad del hospedador
es el ICRr de T. spiralis el cual relaciona el nimero de L1m recuperadas de un

determinado musculo por cada larva infectante suministrada (Reiterova y col., 2009).

En la actualidad, se reconoce la importancia de una segunda estrategia, que es
la tolerancia del hospedador. En el contexto de la ecologia y la evolucion, se considera
tolerancia a la habilidad de un hospedador de limitar los efectos negativos en su
organismo por un parasito determinado sin controlar la infeccion, y surge de la
pendiente resultante entre la relacién de la carga parasitaria y la salud corporal (Kutzer
y Armitage, 2016). Sin embargo, aun no esta claro el rol de los parasitos en inducir
dicha tolerancia. La importancia de conocer e identificar las estrategias utilizadas por
el hospedador y el parasito radica en la relacion con la salud del primero; este puede

vivir saludablemente con una alta carga parasitaria 0 morir con una carga baja,
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dependiendo de factores inmunoldgicos, genéticos, ambientales, edad y estado

nutricional (Raberg y col., 2009; Kutzer y Armitage, 2016).

Numerosas experiencias han estudiado la interaccion parasito-hospedador
utilizando nematodos y animales de laboratorio como modelo experimental, con el
objetivo de desentrafiar el amplio y complejo nimero de factores que se ven
involucrados en el proceso. Una pregunta que surge de dichos estudios es si
diferentes parasitos producen respuestas similares, pero son afectados de manera
diferente por los componentes de dichas respuestas, o si producen respuestas de
diferentes calidades en cada linea hospedadora. Los estudios comparativos son un
enfoque para responder a esta pregunta. De esta manera, indican si los fenotipos de
los hospedadores de alta o baja eficiencia en sus respuestas responden
consistentemente cuando otra especie parasitaria se utiliza, sin importar los
mecanismos involucrados en la proteccion del hospedador (Artis y Grencis, 2001;
Blackwell y Else, 2002; Filbey y col., 2014; Kobets y col., 2012). Por ejemplo, Lee y
Wakelin, en 1982 demostraron que la linea NIH contiene las infecciones con T. spiralis
y Trichuris muris mas rapidamente que la linea CBA, pero que ambas lineas
respondieron de manera similar al enfrentarse con otro nematodo como

Heligmosomoides polygyrus (Robinson y col., 1989; Wahid y Behnke 1993).

Incluso en lineas de ratones emparentadas cercanamente se ha demostrado
gue responden de manera diferente a la infeccion experimental con un mismo
parasito, tal como lo demostraron Vasconi y col. (2008) con H. polygyrus y
Trypanosoma cruzi, con Trichinella spiralis (Vasconi y col, 2015) y a infecciones

naturales Orozco y col. (2018) con Syphacia obvelata y Aspiculuris tetraptera.

Coincidentemente con esto, se ha demostrado que las distintas lineas de
ratones poseen patrones definidos de respuesta a la infeccion por gusanos
intestinales. Por ejemplo, se ha visto una respuesta inflamatoria mas rapida en la linea
NIH, cuando los ratones C57BL/10 lo hacen de manera deficiente (Alizadeh y Wakelin,
1982; Wakelin y Donachie, 1983). A pesar de esto, la respuesta también varia dentro
de cada linea al enfrentarse con diferentes especies parasitas. La variabilidad en la
respuesta, apuntada especificamente a la cantidad de gusanos en el intestino y a su

tasa de rechazo en ratones endocriados, podria estar relacionada a una
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inmunosupresion ligada al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC),

caracteristica de dificil observacion o control (Bell y Liu, 1988).

RESPUESTA INMUNE

El sistema inmune de los vertebrados esta compuesto de dos brazos, la
respuesta inmune innata (no especifica) y la respuesta adaptativa (especifica). Los
componentes bioquimicos y celulares de ambas respuestas trabajan sincronicamente
para proteger a los vertebrados de un nimero variable de amenazas. La primera linea
de defensa contra los NGI es el sistema inmune innato, el cual juega un rol en detectar
a los parasitos, y luego inicia y conduce a la respuesta inmune adquirida. De particular
relevancia para el establecimiento y sobrevida de los NGI son las barreras fisicas
innatas y, subsecuentemente el proceso por el cual el hospedador los reconoce y

activa la respuesta inmune (McRae y col. 2015).

RESPUESTA INMUNE INNATA

La primera linea de la defensa innata contra los alimentos ingeridos y
patdgenos en el tracto gastrointestinal es la cubierta de moco que recubre la superficie
interna, primariamente producida por células mucosas del cuello del estbmago y por
células epiteliales de Goblet en el intestino (McRae y col., 2015). EI componente
primario es la mucina; sin embargo, también contiene un conjunto de moléculas
bioactivas como defensinas y factores trefoil que tienen actividad antimicrobiana y/o
estimulan la inflamacién (McGuckin y col., 2011). El aumento de la produccién de
moco, asi como la presencia de sustancias inhibitorias en este se han observado
consistentemente durante el desarrollo de la inmunidad a NGI (McRae y col., 2015).
Las células epiteliales son claramente las primeras células del hospedador en entrar
en contacto con los parasitos una vez que la barrera mucosa ha sido quebrada.
Evidencias recientes de infecciones con H. polygyrus, Nippostrongylus brasiliensis y
T. spiralis demuestran que las células epiteliales quimiosensibles llamadas células tuft,
se expanden en la infeccion y son importantes al proveer sefiales tempranas que
conducen a una inmunidad del tipo Th2 (Sorobetea y col.,2018). No esta claro si estas

células perciben directamente a las larvas o si captan sefales producidas por otras
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células epiteliales; sin embargo, aquellos ratones que no poseen células intestinales
tuft no expulsan a N. brasiliensis (Gerbe y col., 2016) implicando al epitelio en la
generacion de una inmunidad protectora. Una vez que el parasito ha sido detectado
por el epitelio y/u otras células no hemopoyéticas, la sefial es transmitida hacia células
del sistema inmune innato para que una cascada inflamatoria apropiada pueda

iniciarse.

Los receptores similares a Toll (TLR) son proteinas transmembrana de un solo
paso caracterizadas por su reconocimiento de PAMP/DAMP (patrones moleculares
asociado a patdégenos/patrones moleculares asociado a dafio). Este reconocimiento
lleva a la dimerizacion del TLR (Gay y Gangloff, 2007). El TLR dimerizado recluta una
0 mas proteinas adaptadoras y activa una cascada de sefializaciones que activan un
amplio abanico de respuestas inflamatorias y antimicrobianas que llevan a la
maduracion de la respuesta adaptativa. Los adaptadores de TLR son proteinas que
se asocian y facilitan la sefalizacion, siendo los dos méas importantes MyD88 y TRIF.
El reclutamiento selectivo de estos adaptadores hacia TLRs especificos activa
distintas vias sefializadoras, que orquestan respuestas inmunes para cada TLR. Estas
vias son mayormente clasificadas en dependientes de MyD88 y TRIF (Akira y col.,
2006). Con la excepcion del TRIF, que es reclutado por TLR3, todos los demas
reclutan MyD88 como adaptador sefalizador. Se ha demostrado que la sefializacion
de TRIF es esencial para la funcion homeostatica de las células epiteliales del intestino
y que la sefalizacion dependiente de TRIF tiene un rol central en la defensa del
hospedador, como se ha evidenciado en los numerosos patdégenos cuya estrategia de
evasion involucra el ataque hacia esta via (Ullah y col., 2016).

Las principales citoquinas derivadas del epitelio implicadas en la generacion
temprana de la inmunidad de tipo 2 son la IL25, IL33 y la linfopoyetina estromal timica
(TSLP) que estimulan la liberacion de IL4, 5, 9 y 13 de varios origenes, mayormente
células linfoides innatas del tipo 2 (ILC2). Cabe aclarar que, aunque las células
epiteliales tuft parecen ser los principales productores de IL25 en ratones, se ha visto
en los humanos que los eosindfilos y baséfilos también la producen (Sorobetea y col.,
2018).
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En el sitio de infeccidn del tracto gastrointestinal, la liberacion de citoquinas y
otros mediadores inflamatorios producidos por células inmunitarias innatas reclutan a
los mastocitos los cuales, aunque mas conocidos por su rol en la respuesta alérgica,
también han sido observados en infecciones contra helmintos. Estas son células
inflamatorias que pueden responder directamente a los patdgenos y enviar sefales
hacia otros tejidos regulando asi tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa
(Urb y Sheppard, 2012). Los mastocitos se distribuyen uniformemente y su activacion
ocurre predominantemente por estimulacion inducida por antigeno de receptores de
alta afinidad de IgE en la superficie de los mismos (McRae y col. 2015). Dehlawi y
Wakelin (1995) demostraron que el aumento en los mastocitos de mucosa, un
componente mayor de la respuesta intestinal a T. spiralis, fue similar en ratones
expuestos a diferentes dosis infectantes, aumentando rapidamente entre los dias 6 a

9 post-infeccion.

Ademas de que aumenten los mastocitos también se observa un aumento de
los eosindfilos en la infeccion por nematodos. Los eosinoéfilos son producidos en las
células madres hemopoyéticas de la médula 6sea y su desarrollo y sobrevida es
estimulado por las citoquinas TH2: IL3, IL5 y GM-CSF (Hogan y col., 2008). Los
eosinofilos, escasos a nivel circulatorio, son relativamente abundantes en el tracto
gastrointestinal y han sido tradicionalmente asociados con la defensa contra parasitos
(Sorobeteay col., 2018). Luego de la infeccion, los eosindfilos proliferan en la sangre
y migran al sitio de infeccién en respuesta a varias sustancias quimioatractivas, como
IL5 y otras. A partir de la activacion, las funciones de los eosindfilos incluyen
regulacién inmune, resistencia a la invasion parasitaria a través de la degranulacion y
reparacion del tejido dafiado. Estas funciones resultan en el dafio y muerte de estadios

larvales de muchos parasitos helmintos (McRae y col., 2015).

La IL13 es el eje para la proteccion contra la mayoria de los parasitos
nematodos, quizas por su rol en la migracion de las células dendriticas que
subsecuentemente conducen la inmunidad adaptativa. Se ha visto que, al igual que la
IL 4, también es fundamental en producir muchos de los mecanismos de expulsion en
el intestino. La redundancia entre IL4 e IL13 posiblemente provenga de su uso
compartido de la subunidad a del receptor de IL4a (IL4Ra) aunque, interesantemente,

la deficiencia de este receptor en células T no tiene impacto en la expulsion en las
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infecciones por T. spiralis, H. polygyrus o N. brasiliensis en contraste con la ablacion
total de esta subunidad. A diferencia de la IL13, la IL5 tiene un rol menos relevante en
la inmunidad del tipo Th2. Su funcién es predominante para reclutar eosindfilos y como
factor de crecimiento de éstos (Sorobetea y col.,2018).

La respuesta inflamatoria es un conjunto de respuestas fisiologicas y de
comportamiento que incluyen pérdida de masa corporal, disminucién de la actividad,
aumento del hematocrito (HTO), aumento de los niveles de citoquinas inflamatorias y
aumento de la masa del higado y bazo (Bauss y col, 1987; Hart, 1988; Gabay y
Kushner, 1999)

Estudios en ratones han mostrado que una sola inyeccion de lipopolisacaridos
(LPS) genera una respuesta inflamatoria que resulta en un aumento significativo en la
eritropoyesis desde la médula 6sea hasta el bazo (Fruhman, 1966). La hiperplasia
leucocitica en la médula 6sea podria ser la causa de este cambio en la eritropoyesis
(Elin y Wolff, 1976). En un estudio de Downs (2012), los ratones que recibieron una
dosis de 60 ug de LPS de la enterobacteria Escherichia coli, tuvieron un hematocrito

mas alto que los no tratados o los valores basales de los animales antes del estudio.

En un estudio, Bauss y col. (1987) observaron que el hematocrito de los ratones
C3H/He mostré un aumento significativo entre las 3 y 6 horas de la inyeccion tanto
con LPS como del factor de necrosis tumoral (TNF). Niveles similares de hematocrito
fueron obtenidos con TNF en los ratones que no respondieron a LPS (2,4mg/kg), pero
estos animales no respondieron a la misma cantidad de LPS como la que le fue dada
a los ratones C3H/He (3,0 mg/kg).

En un estudio realizado por Meagher (1998), se observé que los ratones de una
linea provenientes de Garden Island infectados con el nematodo Capillaria hepatica
(Calodium hepaticum) tenian un aumento del hematocrito en relacion a los animales
sanos. Esto no sucedié al compararlos con ratones de la misma linea del condado de
Mackinac. Es importante notar que solo los ratones de Garden Island comparten una
historia evolutiva con la cepa de C. hepatica utilizada en este experimento. Debido a
gue el hematocrito elevado aumenta la capacidad de transportar oxigeno, tal vez los
ratones de Garden Island pueden desplegar un mecanismo para lidiar con la infeccion
de C. hepatica 0 una mayor respuesta porque el parasito es mas dafiino para ellos.
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La evolucion debida a una asociacion histérica entre estas dos especies puede
producir cualquiera de estos resultados. Estas diferencias pueden ser debido a que
las historias de infecciones microbianas diferentes pueden haber alterado el ambiente
maternal de estos ratones criados en laboratorio y producir diferentes mediciones pre

y post-infeccion (Carlier y Truyens, 1995).

En el estudio de Dlugozs y col. (2013) los ratones infectados con T. spiralis
tuvieron un hematocrito significativamente mayor comparado con los ratones no
infectados una semana después de la infeccion. Dos semanas después de la infeccion
el HTO disminuyd en los animales infectados por debajo del normal. Esto puede ser
esperado, debido a que T. spiralis dafia a los tejidos del hospedador produciendo
pérdida de sangre y, en algunos casos, incluso anemia.

RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA

Una vez que el sistema inmune innato ha sido alertado acerca de la presencia
de parasitos intestinales debe propagar la sefial hacia los linfonédulos mesentéricos

para iniciar la respuesta inmune adaptativa.

En el caso de T. spiralis, los antigenos que generan los cambios en el intestino
son reconocidos por ser liberados del esticosoma y estan también presentes en la
cuticula de los gusanos (Ortega-Pierres y col., 1996), para ser luego presentados a
las células presentadoras de antigeno (CPA). Las CPA, como las células dendriticas
y macréfagos migran a los linfonédulos regionales a traves del sistema linfatico donde
presentan los antigenos a receptores de células T a través de moléculas Carrier del
MHC clase 1 o 2. La activacion de células T “naive” por las CPA activa la respuesta
inmune adaptativa y resulta en la liberacién de citoquinas llevando a la diferenciacion

y proliferacion de las células T (McRae y col., 2015).

Los receptores tipo Toll (TLR) juegan un papel fundamental en la activacion de
la inmunidad y el viraje hacia una respuesta Thl o Th2. En ratones sin expresion de
TLR2 (TLR2) se vio que la inmunidad se mantenia fijada en una respuesta Thl
debido a una disminucién de IL10 y que esto los volvia més resistentes ante una
infeccion contra la bacteria Yersinia enterocolitica o la levadura Candida albicans

(Netea y col., 2004; Sing y col., 2002). Sin embargo, esta respuesta Thl también ha
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sido contraproducente en ratones infectados con Staphylococcus aureus (Kristian y
col., 2003; Takeuchi y col., 2000) y Streptococcus pneumoniae (Echchannaoui y col.,
2002; Koedel y col., 2003). También se ha visto en ratones TLR2/~un aumento en la
mortalidad con Mycobacterium tuberculosis debido a una inflamacién incontrolada de
los pulmones (Quesniaux y col., 2004) lo que demostraria efectos protectores de la

sefalizacion mediante TLR2 en algunas infecciones.

La induccion de la inmunidad adaptativa es clave para la proteccién en contra
de los NGlI, y las células T juegan un rol importante en su expulsion como se evidencia
en ratones atimicos o linfopénicos infectados por T. spiralis (Walls y col., 1973;
Ruitenberg y col., 1977). Se ha demostrado que la inmunidad es mediada por células
T helper mas que citotoxicas, ya que la transferencia de células T CD4+ adoptivas de
ratones previamente infectados confieren proteccibn en ratones susceptibles
linfopénicos (Sorobeteay col., 2018). La respuesta Thl ha sido asociada comunmente
con la respuesta a bacterias intracelulares, protozoos y virus. La cascada Thl es
desencadenada por la produccién de IL12 por las células dendriticas, macrofagos y
linfocitos B, lo que estimula la produccidén de la citoquina proinflamatoria IFN-y y
células NK (McRae y col., 2015). Tanto la IL12 como el IFN-y inhiben la produccion
de la IL4, citoquina producida por los linfocitos Th2, en ratones infectados con
nematodos intestinales (Finkelman y col., 1994).

Dentro de las células que son activadas ante la presencia de un antigeno por
las células dendriticas se encuentran los linfocitos Tregs que son células
especializadas en generar inmunosupresion usualmente ante antigenos propios del
organismo. Se puede ver un aumento de la poblacion de células Treg en un
hospedador infectado por un helminto lo que se puede explicar como un mecanismo
de evasion desarrollado por el parasito durante la evolucion o podria ser un
mecanismo homeostético del sistema inmune que minimiza la patologia (llic y col.,
2012).

Debido a las diferencias en los ciclos de T. spiralis y H. polygyrus se advirtio
gue los Treg presentan distintos beneficios para cada uno de ellos. Los adultos de H.
polygyrus se benefician por una induccion de células Treg en el intestino del

hospedador, lugar donde permanecen por un largo tiempo, y la inmunidad suprimida
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mejora la produccion de huevos y minimiza la patologia del hospedador. En contraste,
durante la fase intestinal, T. spiralis se beneficia de una respuesta inmune intensa que
controla el niumero de LRN liberadas y previene de una invasién muscular masiva, que
ocasionaria la muerte del hospedador. La poblacion de células Treg en la infeccion
por T. spiralis se ve aumentada en el sitio de inflamacion muscular lo que beneficia la
sobrevida del parasito durante esta etapa. De esta manera el parasito facilita la

sobrevida del hospedador e influye en su propia longevidad. (llic y col., 2012).

Luego de la activacion de los linfocitos CD4+ por los antigenos parasitarios, se
desencadena una respuesta Th2 productora de anticuerpos. Las células Th2
producen una IL4 adicional junto con otras citoquinas (IL5, 9, 13 y 25), aunque algunos
estudios sugieren que las IL4 y 13 provenientes de células T no son indispensables
para la expulsion del parasito al menos en la infeccién por N. brasiliensis y pueden
provenir de la inmunidad innata (Sorobetea y col., 2018). La IL 4 induce el cambio de
clase y activacion de células B llevando a la produccién de IgE (McRae y col., 2015).
T. spiralis provoca una vigorosa respuesta de IgE y eosinofilia periférica en ratones

gue alcanzan sus respectivos picos para el dia 14 y 21 (Gurish y col., 2004).

Ademas de la presencia de los adultos en el intestino las L1 de T. spiralis, en
su migracion por el organismo, también colaboran en la induccién de la produccion de
IgE. Es mas, se requiere un nimero minimo de larvas migrantes L1 para inducir una
respuesta efectiva de IgE hacia los gusanos intestinales, aunque la produccion de IgE,
al menos en ratones BCF1, no aumenta al aumentar la dosis infecciosa. También se
puede argumentar que, en adicion a las larvas migrantes, los quistes con las L1m en
su interior, podrian inducir una potenciacién de la respuesta de IgE, aunque resultados
obtenidos por Santamarina y col. (1988) demostraron que el principal estimulo en la
fase parenteral son las larvas migrantes. Rivera-Ortiz y Nussenzweig (1976)
observaron que el numero de quistes de Trichinella fue mayor cuando los titulos de
anticuerpos fueron menores. El nimero de quistes musculares en ratones BALB/c que
no producen IgE fue mayor al doble que los encontrados en ratones que no poseian

esa deficiencia.

A partir de cortes histolégicos se observé la presencia de IgE y unién con los

gusanos, por lo que la IgE no solo facilita la expulsion de los gusanos del intestino sino
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también contribuye a la respuesta a las larvas enquistadas en el musculo esquelético.
El reclutamiento efectivo de granulocitos hacia los quistes musculares y el aumento
de la tasa de necrosis de quistes en animales con produccién normal de IgE avala su
importancia en esta respuesta. Se cree que los mastocitos de tejido se activan con
esta IgE y liberan un conjunto de sustancias capaces de reclutar una respuesta
inflamatoria aguda. Capron y col. (1987), reportaron que la IgE puede opsonizar
parasitos para luego ser destruidos por eosindfilos. Sin embargo, existe evidencia
contradictoria de que los eosindfilos sean eficientes en la eliminacion de las larvas

intramusculares de T. spiralis (Beiting y col., 2007).

Cuando los antigenos helminticos se unen a la IgE de las células llevan a una
degranulacion de mastocitos y a la liberacion de mediadores solubles (Anthony y col.,
2007). La sensibilidad de las células blanco a los mediadores de mastocitos es
aumentada por las sefales de IL4 y 13. Se ha demostrado en ratones que estas dos
citoquinas promueven el aumento de contractibilidad de las células de muasculo liso,
aumento de permeabilidad de las células epiteliales y el aumento de hiperplasia de
células de Goblet en la infeccidbn por nematodos. La presencia de IL4 en tejidos
extravasculares induce la activacion alternativa de macrofagos tisulares residentes,

los que ayudan en la reparacion de lesiones (McRae y col., 2015).

La IL5, ademas de desencadenar eosinofilia, aumenta la secrecién de IgA por
las células B. La citoquina Th2 IL13 induce la reparacién de células epiteliales y la
produccién de moco y, en conjunto con la IL 9 recluta y activa mastocitos de mucosa.
Por otro lado, las células T son una fuente muy importante de IL9, mediador en la
expulsion de N. brasiliensis (Licona-Limoén y col., 2013) y T. spiralis (Angkasekwinai y
col., 2013).

Una vez que la inmunidad adaptativa ha sido inducida en los linfonodulos
locales las células efectoras activadas deben viajar de nuevo al sitio de infeccion para

generar una reaccion inflamatoria.

Expulsidbn de nematodos intestinales

Con infecciones de mas de 400 larvas, a medida que la infeccién progresa, el

namero de adultos de T. spiralis en el intestino desciende alrededor de un 10 % hasta
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gue entre los dias 17 y 20 la expulsion se hace mas abrupta (Bell y Liu, 1988; Farifia
y col., 2020). En este momento es cuando se produce el pico inflamatorio que luego
disminuye rapidamente (Kamal y col., 2001). En el intestino delgado del ratén la
inflamacion produce una atrofia parcial de la vellosidad e hiperplasia de la cripta,
caracteristicas que coinciden temporalmente con la expulsion de gusanos adultos
(Manson-Smith y col., 1979). También se observan mastocitosis de la mucosa,
hiperplasia de las células de Goblet e hiperproduccién de moco y aumento de la
permeabilidad de la mucosa (Garside y col., 1992).

Quizés lo mas importante de todo esto sea el aumento de la mucina que atrapa
a los gusanos impidiendo su motilidad. Por ejemplo, aquellos ratones deficientes en
la produccion de moco son més susceptibles a la infeccion por T. muris y muestran un
retardo en la expulsion (Hasnain y col., 2010). Sin embargo, T. muris y otras larvas de
nematodos son igualmente capaces de penetrar la barrera mucosa de ratones
normales indicando que han desarrollado estrategias para sobrepasarla. La respuesta
inmune Th2, sin embargo, actia no solo aumentando la proliferacién de células de
Goblet y la produccién de moco sino también modificando las mucinas existentes por
sulfatacion y cambiando la secrecién por Muc5ac, para hacerla mas resistente a la
degradacion (Sorobetea y col.,2018). Consistente con esta informacién se ha visto
que el Mucb5ac solo se encuentra presente de manera importante en lineas de ratones
resistentes (Hasnain y col., 2010) y que aquellos deficientes en esta mucina tienen
una expulsion mas retardada de T. muris, N. brasiliensis y T. spiralis (Hasnain y col.,
2011).

Otro mecanismo de expulsion es la liberacion de varias proteinas por
granulocitos y células epiteliales. La contribucion de cada molécula depende
extremadamente del contexto ya que, por ejemplo, la accion de los eosinofilos in vitro
es potente en matar gusanos, pero no son tan imprescindibles como se advierte en
las infecciones por nematodos en ratones deficientes de eosindfilos (Fabre y col.,
2009). Los mastocitos, por otra parte, contribuyen a la expulsién de nematodos a
través de la liberacion de varias proteasas que sirven para separar las uniones entre
las células epiteliales y asi favorecer la descamacion de las células en las que los
gusanos se hallan adheridos, especialmente en la infeccion por T. spiralis (Sorobetea
y col.,2018).
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Lawrence y col. (1998) encontraron que ratones deficientes en IL 4 fallaron en
expulsar a los gusanos en el tiempo normal y que no mostraron atrofia de la
vellosidad/hiperplasia de la cripta ni mastocitosis, que es consistente con informacion
previa, pero que ratones deficientes en receptores del factor de necrosis tumoral a
(TNFa) que si expulsaron los gusanos tampoco mostraron los cambios, aunque la
hiperplasia de la cripta si ocurrio. Esta informacion implica que al menos dos
componentes importantes de la patologia inducida por nematodos gastrointestinales
(atrofia de la vellosidad y mastocitosis), mediado a través de TNFa e IL 4 no son
requeridos para la expulsidén de los gusanos. Se puede concluir que varios de estos
componentes, solos o en combinacion, pueden producir la expulsion de los gusanos

habiendo una considerable redundancia en el sistema (Kamal y col., 2001).

Cuando una infeccion helmintica intestinal ha sido resuelta, la inflamacion
disminuye y el tejido dafiando debe ser reparado. Este proceso se encuentra
parcialmente dirigido por las citoquinas tipo 2 e involucra a varios tipos celulares,
principalmente macréfagos y eosinofilos. Es por esto por lo que, a pesar de ser
prescindibles para la expulsion de la mayoria de los nematodos, los eosindfilos
podrian ser importantes para la reparaciéon de heridas y la regeneracion tisular.
También se ha demostrado que los eosindéfilos promueven la sobrevida de células
plasmaticas en la médula ésea, asi como la generacién de células plasmaticas
secretoras de IgA en el tracto gastrointestinal (al menos en el intestino delgado)
sugiriendo que podrian tener un efecto en las reinfecciones donde los anticuerpos
presumiblemente juegan un rol mayor. Es mas, ratones deficientes de IL5 y
eosindfilos, albergaron mayores nimeros de larvas de N. brasiliensis luego de una

segunda infeccion y lo mismo sucede con T. spiralis (Sorobetea y col.,2018).

Etapa de enquistamiento muscular

Concordantemente con la etapa de expulsion y reparacion intestinal, en la
infeccion con T. spiralis, los efectores inmunes deben enfrentarse al desafio con las
larvas migrantes en las células del musculo estriado. A pesar de existir una respuesta
de células B potente y persistente durante la infeccion muscular, la respuesta
inflamatoria local a las células nurse es limitada, sugiriendo que actian factores

supresores del hospedador y del parasito (Fabre y col., 2009). Esto podria deberse a
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que T. spiralis provoca un aumento de las células Treg en el sitio de la inflamacion
muscular. El rol de los productos excretorios/secretorios de la larva L1m en esta
inhibicién de la inflamaciéon muscular no esta claro, pero no puede ser descartado. El
estimulo de la respuesta de células T por los antigenos de excrecién/secrecion de la
L1m estimula a las células dendriticas generando una expansion de la poblacion de
células Treg. Dentro de las citoquinas producidas por estas células se encuentran la
IL 10 y el factor de crecimiento transformante 3 (TFG- ) (llic y col., 2012) las cuales
controlan la inflamacion local (Fabre y col., 2009). La IL 10 limita la inflamacion aguda,
disminuye los niveles de IFN-y y previene la produccion de iNOS (sintetasa de 6xido
nitrico) por las células inflamatorias reclutadas al sitio de infeccion (Beiting y col.,
2007).

La supresion de la respuesta Thl por la IL10 durante la infeccién por T. spiralis
reflejaria una adaptacién biolégica para limitar los mecanismos de eliminacion
intracelular durante el desarrollo larval dentro de las células musculares (Beiting y col.,
2007). El efecto de la IL10 fue evidente 20 dias después de la infeccion muscular,
cuando se comparé a los C57BI/6 con ratones deficientes de IL10; estos ultimos
tuvieron una respuesta local notoriamente incrementada. Se demostré que la
inhibicion de la INOS mejora la sobrevida de las larvas en ratones deficientes de IL10
implicando al 6xido nitrico en la eliminacion de los parasitos (Fabre y col., 2009). A su
vez, se comprobd que las larvas musculares de T. spiralis poseen la capacidad de
generar productos antioxidantes, pero no asi las larvas recién nacidas, sugiriendo que

estas Ultimas serian vulnerables al dafio oxidativo (Beiting y col., 2007).

En adicion a la IL10 se conoce que el TGF-B media la supresion de células T
(Zeller y col., 1999). El tratamiento de ratones normales con anticuerpos anti TGF-f3
promueve miositis; sin embargo, la deficiencia combinada de TGF- e IL10 conduce
a una respuesta inflamatoria mucho mas severa en musculo. La deplecion de TGF-
no afectd la sobrevida de los paréasitos en el musculo, pero si lo hizo en combinacién
con una deficiencia de IL10 (Beiting y col., 2007). Asi se establece que el TGF-
coopera con la IL10 en el control de la inflamacion local (Fabre y col., 2009). Las
respuestas Thl en ratones deficientes de IL10 y TGF- destruyen a las larvas en una
infeccion primaria mientras que una adecuada respuesta Th2 no lo hace (Beiting y
col., 2007).
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Entre los dias 20 a 50 post-infeccion la respuesta inflamatoria disminuyo tanto
en ratones normales como en los deficientes de IL10, sugiriendo que la inflamacion
cronica es independiente de IL10. La infeccion muscular generé una respuesta de
anticuerpos de isotipos mixta dirigida a los antigenos larvales somaticos que vario a
una respuesta predominante de IgG1 dirigida a los antigenos excretorios/secretorios
portadores de tyvelosa (Beiting y col., 2004). El surgimiento de la IgG1 coincidio con
la fase independiente de IL10. La IL10 limité la reaccion local en las primeras etapas
de la infeccibn muscular mientras que el control de la inflamacién cronica es
independiente de IL10 y coincidente con la aparicién de una respuesta Th2 potente
(Fabre y col., 2009).

Es valido remarcar que la mayor parte de estas cuestiones refieren a las
infecciones primarias, mayormente con una alta carga parasitaria infectiva. Se debe
recordar que las infecciones naturales por estos parasitos se presentan a través de
desafios repetidos con baja carga infectiva y que esto posiblemente influencie el
desencadenamiento de la respuesta del hospedador y las contribuciones relativas de
los diferentes componentes inmunes a la resistencia parcial usualmente generada
(Sorobetea y col., 2018).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
HIPOTESIS SUSTANTIVA

Las diferencias genotipicas entre cinco lineas de ratones derivadas de la
poblacion CF1 -dos pares de lineas con seleccion divergente por peso corporal y la
linea testigo sin seleccion- estdn asociadas con diferencias en la expresiéon de la
interaccidén parasito-hospedador ante un desafio experimental con Trichinella

spiralis.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar las potenciales diferencias en la interaccidén parasito-hospedador
-con base en variables parasitolégicas, hematolédgicas e histopatolégicas- frente a un
desafio experimental con Trichinella spiralis expresados por los diferentes
genotipos de las lineas derivadas de CF1, producto de un proceso de seleccion
fenotipica por peso y determinar el grado de influencia del genotipo en la interaccion

parasito-hospedador.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Primer objetivo especifico

Evaluar en un desafio experimental de las lineas derivadas de la cepa CF1 con
Trichinella spiralis, el establecimiento o instalacién de las larvas infectivas en la
etapa intestinal temprana (3 dias post-infeccion), la capacidad de expulsion de
adultos intestinales en la etapa intestinal tardia (15 dias post-infeccion) y la carga
parasitaria muscular relativa y el indice de la capacidad reproductiva relativa en

la etapa parenteral o de enquistamiento (60 dias post-infeccion).

Segundo objetivo especifico

Determinar si las lineas derivadas de la cepa CFl1 desafiadas
experimentalmente con Trichinella spiralis presentan alteraciones de tres

indicadores hematoldgicos -porcentaje de eosinofilos periféricos, porcentaje de
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linfocitos periféricos y hematocrito- involucrados en la respuesta inflamatoria en las

distintas etapas post-infeccion.

Tercer objetivo especifico

Evaluar diferentes alteraciones histopatologicas en el duodeno en distintas
etapas post-infeccibn en las lineas derivadas de la cepa CF1 desafiadas
experimentalmente con Trichinella spiralis y su asociacion con los cambios

hematoldgicos y las variables parasitarias.

Cuarto objetivo especifico

Evaluar si se presenta variabilidad en la capacidad de infeccidn al transferir
larvas musculares de Trichinella spiralis desde lineas Mus musculus
seleccionadas por peso a una cepa de ratones caracterizada por tener distancia

genética de las anteriores.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. ANIMALES EXPERIMENTALES
LINEAS DERIVADAS DE LA CEPA CF1

La cepa CF1 proviene de una poblacion de ratones albinos no suizos (Mus
musculus) obtenida en 1935 en Estados Unidos, endocriados mediante
apareamientos entre hermanos con el objetivo de disponer de animales
genéticamente homogéneos, sanos y de alta productividad. A lo largo de las primeras
21 generaciones de apareamientos consanguineos la poblacion se vio reducida a una
Unica pareja de reproductores. La poblacion CF1 deriva del ultimo cuello de botella
gue tuvo lugar en la generacion 21. A partir de ese momento no se llevaron a cabo
apareamientos hermana x hermano por lo que la nueva endocria fue producto de un
proceso de limitaciébn del tamafio efectivo (Ne) de la poblacién (Zampini, 1986),
transcurriendo alrededor de 90 generaciones hasta que se fundaron las lineas que

agui se describen (Oyarzabal y Rabasa, 1995).

En el afio 1986, a partir de una poblacién de ratones descendientes de la cepa
CF1 existente en la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNR, mantenida con Ne<
80, se formd una poblacion testigo (t) sin seleccion de los reproductores, con Ne < 40.
Utilizando como poblacion base a animales t se fundaron dos pares de lineas con

seleccion divergente por su peso corporal a los 49 dias de edad:
par s: s” linea de seleccion positiva
s linea de seleccién negativa
par h: h” linea de seleccion positiva
h linea de seleccion negativa.

Los pares de lineas s y h se originaron a partir de las generaciones 2 y 8 de t,
respectivamente, en los aflos 1986 y 1988 (Oyarzabal y Rabasa, 1995; Oyarzabal y
Rabasa, 1999). Estas lineas constituyen un material biolégico Unico en el pais que fue
incorporado al patrimonio de la Universidad Nacional de Rosario mediante Res. C.S.
559/2007.
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La seleccion por peso es fenotipica seleccionandose en cada generacion como
reproductores los animales mas pesados en s'y h' y los mas livianos en s y h.
Simultdneamente con el proceso selectivo se practicO endocria por limitacién del
namero de individuos manteniendo la poblacién con un Ne<8 en las sucesivas
generaciones. En el par h se realizaron exclusivamente apareamientos entre
hermanos en las primeras generaciones, no asi en el par s. En el momento de la
realizacion de este trabajo las poblaciones t, el par sy el par h se encontraban en las
generaciones 87, 84 y 79, respectivamente.

Si bien el criterio de seleccion en cada par de lineas fue el mismo (divergencia
en peso corporal a los 49 dias de edad), cada par se inicié en diferentes momentos y
se mantuvo cerrado, sin intercambio genético con los integrantes del otro par, por lo
qgue la presencia de procesos dispersivos (efecto fundador y deriva génica) podria
haber determinado la fijacion de diferentes alelos en cada una de ellas y, por ende,

ser causa de diferencias genéticas entre las mismas.

Como respuesta a la presion de seleccion aplicada, las lineas se diferenciaron
en su peso corporal promedio. Los animales pertenecientes a las lineas con seleccion
positiva por el caracter pesan, en promedio, un 60% mas que los generados por
seleccion negativa (Fig. 11, 12 y 13). Simultineamente, con el progreso de la
seleccién por peso, se produjo el deterioro de otros caracteres no seleccionados
relacionados con la eficacia bioldgica tales como la fertilidad y la sobrevida y se
observg, también, una menor estabilidad (Oyarzabal, 2006). Como resultado de estas
respuestas correlacionadas, se modificaron el potencial reproductivo, la capacidad
embrionaria, las estrategias de las lineas en cuanto al momento en que ocurren las
mayores pérdidas gestacionales (Bernardi y col., 1999, 2009, 2011) y las curvas de
crecimiento (Orozco y Oyarzabal, 2014, 2015). Estas respuestas no se observaron
solo en las comparaciones entre las lineas con seleccidn positiva y negativa por peso
corporal dentro de cada par, sino también en aquellas seleccionadas por alto peso o
bajo peso, entre si. Por ejemplo, con relacion a la infestacion con parasitos de
presencia habitual en roedores criados en bioterios convencionales, la linea h'
presentd el menor nimero de huevos de Syphacia obvelata, diferenciandose de la
otra linea seleccionada para alto peso (s'). También fueron menores los valores de
prevalencia, intensidad y abundancia en h' con respecto a s' (Orozco y col., 2018).
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Estas diferencias sentaron un precedente a partir del cual se planted la utilizacion de
los pares de lineas pesadas y livianas, asi como la testigo, para analizar su

comportamiento ante un desafio con T. spiralis.

Figura 11. Ratones de las lineas testigo (t) y seleccionadas por peso (h, h", sy s")
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Figura 12. Modificacion del peso corporal de ratones machos de dos lineas
seleccionadas por alto peso (s’y h’), dos seleccionadas por bajo peso (sy h) y la linea
testigo sin seleccionar (t)
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Figura 13. Modificacion del peso corporal de ratones hembras de dos lineas
seleccionadas por alto peso (s’y h’), dos seleccionadas por bajo peso (sy h) y la linea
testigo sin seleccionar (t)

POBLACION DERIVADA DE LA CEPA C57BL/6

En el afio 1989, ingresaron a la catedra de Parasitologia de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la UNR ratones (Mus musculus) provenientes de una colonia
de la cepa C57BL/6. Esta cepa se originé en el Charles River Laboratories de EEUU
y los animales ingresados fueron donados por el grupo de Reproduccion del Hospital
Italiano de Rosario. La poblacion se mantiene sin seleccion de los reproductores, solo
se observa el buen estado clinico de los animales. Los apareamientos son al azar y
solo se evitan aquellos que implican consanguinidad estrecha tales como entre padres

e hijos y entre hermanos (Figura 14).
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Figura 14. Ratones, hembra y macho, derivados de la cepa C57BL/6

CONDICIONES DE ALOJAMIENTO Y MANEJO

Los animales se encuentran alojados en el Centro de Investigacion con
Animales de Laboratorio (CIAL) de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
Nacional de Rosario. Al destete, se identifican mediante sefiales en el pabell6n
auricular utilizando el sistema australiano, se separan por sexo y se alojan en nimero
de seis por caja de polipropileno de 28x19x13,5 cm, con cama de viruta de madera,
respetando los 238 cm? recomendados por animal (Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, 2011). Se les suministra ad-libitum agua y un alimento
balanceado comercial con 24 % de proteinas (GEPSA Feeds). La temperatura se
controla mediante un sistema frio/calor central, con termostato, permaneciendo en el
rango de los 20 + 2 °C. La ventilacion se realiza a través de un sistema automatico de
ventilacion forzada. El fotoperiodo requerido para la cria de los ejemplares se controla
mediante temporizadores, con un ciclo de 12 h luz / 12 h oscuridad.

El manejo y cuidado de los animales se lleva a cabo segun normas éticas
reconocidas internacionalmente (Guide for the Care and Use of Laboratory Animal,
2011).
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3.2. ORIGEN Y MANTENIMIENTO DE Trichinella spiralis

El parésito T. spiralis se obtuvo en el afio 2013 por donacion de la Dra. Maria Delia
Vasconi (Instituto de Genética Experimental, Facultad de Ciencias Médicas,
Universidad Nacional de Rosario, Argentina). Esta cepa fue tipificada por PCR Multiple
como T. spiralis por el Dr. Silvio Krivokapich, Departamento de Parasitologia,
Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud "Dr. Carlos Malbran”,
Buenos Aires, Argentina. La cepa se mantiene en el CIAL a través de pasajes

periodicos en Mus musculus C57BL/6.

3.3.INFECCION DE LOS RATONES CON Trichinella spiralis

Con el proposito de probar si existe variabilidad en la respuesta a la infeccién
experimental con T. spiralis en las lineas seleccionadas y la linea testigo se obtuvieron
larvas viables del nematodo para su posterior inoculacion en los individuos sujetos al

estudio.

OBTENCION DE LAS LARVAS L1 INFECTIVAS

Para la obtencion de larvas infectivas de T. spiralis se utilizaron los masculos
esqueléticos estriados (diafragma, lengua, intercostales y abdominales) de ratones
derivados de la cepa C57BL/6 con larvas enquistadas. Los ratones infectados se
sacrificaron en camara de CO2 (AVMA, 2013). El procesamiento de los musculos se
realiz6 mediante la técnica de digestion artificial enziméatica (DAE) de acuerdo con el
siguiente protocolo: los musculos se extrajeron por diseccion, se pesaron y procesaron
con una picadora de carne eléctrica; se colocaron en una solucién conformada por
agua destilada, pepsina de cerdo 1:10000 1% P/V y &cido clorhidrico 1% V/V (Kapel
y Gamble, 2000). La preparacion se mantuvo en agitador magnético a 37-39 °C
aproximadamente 1 hora y 30 minutos, hasta que el tejido se digiri6 por completo
(Luebke, 2007). Luego se procedio a la filtracion y el liquido obtenido se coloco en una
ampolla de decantacién Squibb, durante 30 minutos, para permitir la sedimentacion
de las larvas desenquistadas. Se recuperaron 50 ml del sedimento con las larvas L1
musculares en un tubo conico y se dejo reposar por 15 minutos. Mediante el uso de
una pipeta se aspir0 de la superficie 40 ml de liquido sobrenadante dejando un

volumen final de 10 ml. Para clarificar la muestra se agrego6 solucion fisioldgica estéril
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hasta obtener nuevamente un volumen de 50 ml. Se dejo reposar 10 minutos y se
aspiraron 40 ml conservando 10 ml. Este procedimiento se repitio tres veces y las
larvas asi obtenidas se reservaron para su posterior utilizacion (Res. 740/99
SENASA).

PREPARACION DE LAS DOSIS INFECTIVAS E INOCULACION

Los ratones fueron desparasitados 10 dias previos a la infeccion segun lo
indicado por Harkness y col. (2010) con febendazol al 10 % e ivermectina al 1% oral
(Canole y col., 2003) en el alimento para evitar la interferencia de otros endo y

ectoparasitos con la infeccion artificial con T. spiralis.

Las larvas L1 musculares infectivas se administraron por via oral mediante una
canula bucoesofagica para ratones (Luebke, 2007). Entre la obtencion de las larvas
musculares y la infeccién de los animales medié un lapso no mayor a 12 h post-
sacrificio para asegurar la mayor viabilidad de las larvas infectivas. Esta fue una
metodologia que adopto la catedra de Enfermedades Parasitarias de la UNR para las
infecciones experimentales con dicho parasito, tras haber determinado que, si ese

lapso es superado las larvas comienzan a perder infectividad

La dosis infectiva de L1 musculares para cada ratén se calcul6 por alicuotas.
La suspension con las larvas se agitd en un vortex para asegurar la distribucion
homogénea de las mismas en la muestra. A continuacion, se extrajeron con
micropipeta, alicuotas de 10 ul cada una las que se colocaron en portaobjetos. El
namero de larvas por portaobjeto se conté al microscopio 6ptico a 10X obteniéndose
el total de larvas por ml. La solucion inicial total se diluyé hasta obtener la dosis
buscada en el volumen final de 0,1 ml de solucioén, utilizado para la administracion de
las larvas a cada ratdon. Para evitar que las larvas se adhirieran a las paredes de la
jeringa durante la inoculacion, antes de cada desafio, las larvas se resuspendieron
mediante pequefios movimientos del émbolo de la misma. Luego de vaciar el
contenido en el estbmago del animal, se aspir6é con la misma jeringa 0,1 ml de solucion
fisiologica, se repitio el proceso de resuspension y se volvio a inocular. Este ultimo
paso se realizd dos veces por animal y permitio descargar la mayor cantidad posible
de larvas, disminuyendo el error en la dosis infectiva. Entre cada infeccion se lavo la

sonda bucoesofagica y se descarto la jeringa utilizada (Bell y Liu, 1988).
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Con el fin de controlar los signos de la enfermedad relacionados con el distrés
de los animales, se observaron semanalmente los cambios en el aspecto general, en
el comportamiento y/o en las actitudes posturales asociadas al dolor (Guide for the
Care and Use of Laboratory Animal, 2011) para determinar el criterio de la aplicacion
del “punto final humanitario” (Guidelines on choosing an appropiate endpoint in

experiments using animals for research, teaching and testing, 1998).

3.4. COMPARACION DE LA RESPUESTA AL DESAFIO CON Trichinella spiralis DE
LINEAS DERIVADAS DE CF1 EN DIFERENTES ETAPAS DEL CICLO BIOLOGICO

El estudio del desafio con T. spiralis se dividio en tres fases: (a) fase intestinal
temprana, (b) fase intestinal tardia y (c) fase parenteral o de enquistamiento de las
larvas en los musculos estriados. Esta division se fundamenté en que cada una de las
fases mencionadas comprende diferentes estadios del parasito, asi como diferentes

procesos de interaccion parasito-hospedador.

3.4.1. FASE ENTERAL DE LA INFECCION
ETAPA INTESTINAL TEMPRANA. COMPARACION DEL NUMERO DE PARASITOS
ADULTOS EN LAS CINCO LINEAS A LOS TRES DIAS POST-INFECCION

Para evaluar el nimero total de nematodos adultos de T. spiralis establecidos
al dia 3 post-infeccion, se infectaron por via oral, cinco ratones machos adultos entre
100y 120 dias de vida. El tamafio muestral utilizado fue similar al informado por Farifia
y col. (2020). La edad mencionada corresponde a aquella en que los ratones de estas
lineas alcanzan su peso asintotico (Figallo y Oyarzabal, 1989; Orozco y Oyarzabal,
2014, 2015). Se utilizé una dosis infectiva de 400 larvas musculares, valor elegido por
estar dentro del rango de dosis que se ha demostrado que constituye la base
experimental para separar los fenotipos de ratones de acuerdo a su capacidad de

rechazo del nematodo T. spiralis (Bell y Liu, 1988).

Se utilizaron machos debido a que las hembras resultan, en general, mas

resistentes a las infecciones parasitarias (Morales-Montor y col., 2004).

El dia del desafio se consider6 como dia 0. La etapa intestinal temprana se
estudié luego de transcurridos 3 dias post-infeccion (dpi). Previo al sacrificio en
camara de CO2 (AVMA, 2013), los ratones se pesaron en balanza digital electronica.



45

Para recuperar los parasitos adultos, los intestinos delgados fueron diseccionados en
su totalidad y, con tijera de bordes romos, se abrieron longitudinalmente en toda la
extension. Se colocaron en placas de Petri con solucion salina equilibrada de Hanks
(HBSS) compuesta por cada 1000 ml de solucion: cloruro de sodio (NaCl) (8000 mg),
cloruro de potasio (KCI) (400 mg), fosfato de potasio monobéasico (KH2PO4) (60 mg),
glucosa (1000 mg), fosfato de sodio dibasico anhidro (NazHPO4) (48 mg), sulfato de
magnesio anhidro (MgSOa4) (98 mg), cloruro de calcio anhidro (CaClz) (140 mg),
bicarbonato de sodio (NaHCO3) (350 mg), pH = 7,5 (Sanchez, 2009). Se dejo incubar
durante 4 horas en estufa a 37 °C. Se removié el intestino de la solucién y con una
pinza de mano izquierda se arrastré la mucosa y el contenido intestinal. El liquido fue
trasvasado a tubos de centrifuga de 50 ml. Se dejé sedimentar por 30 minutos. Se
retir6 el sobrenadante y el sedimento fue colocado en alcohol al 70 % para
conservacion de los ejemplares (Wakelin y Wilson 1977; Grencis, 1982; Gamble,

1985; Luebke, 2007). Cada parasito se recupero6 bajo lupa estereoscopica.

Se registraron las siguientes variables:
- peso en gramos del raton previo a la infeccion: P03
- peso en gramos del ratdn a los 3 dias post-infeccién: P3
- numero de gusanos de T. spiralis recuperados del intestino a los 3 dias post-
infeccion por raton: NA3
y se calculé el
- porcentaje de larvas establecidas al dia 3 post-infeccion de la i-ésima linea:

%Ei = (NA3i/dosis infectiva) * 100,

donde NAS3;es el promedio de NA3 de la i-ésima linea.

ETAPA INTESTINAL TARDIA. COMPARACION DEL NUMERO DE PARASITOS
ADULTOS EN LAS CINCO LINEAS A LOS 15 DIAS POST-INFECCION

Con el mismo procedimiento y la misma cantidad de animales utilizados para
la etapa temprana, se evalud la capacidad de expulsion de los ratones frente a la
infeccion con T. spiralis a los 15 dpi. Los ratones fueron pesados y luego sacrificados

en camara de COa.

Para la recuperacion de los parasitos en el intestino se utilizé la misma técnica

explicada en el apartado anterior. Se evalud la expulsion de adultos mediante el indice
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de expulsion que relaciona el numero de adultos encontrados en el intestino con la
dosis infectiva (Wakelin, 1980).

Se registraron las siguientes variables:
- peso en gramos del raton previo a la infeccion: P0O1s
- peso en gramos a los 15 dias post-infeccion: P15
- nimero de gusanos adultos de T. spiralis a los 15 dias post-infeccion por raton: NA15
y se calculé el
- indice de expulsion al dia 15 post-infeccion de la i-ésima linea:
IEi =1 — (NA15i / dosis infectiva),
donde NA15; es el promedio de NA15
- proporcion de expulsion de gusanos adultos a los 15 dias post-infeccion de la i-ésima
linea:
PEi = IEi x 100

Para calcular el nimero real de gusanos adultos rechazados en un periodo de
tiempo se considero el porcentaje de la dosis infectante de parasitos adultos que se
establecieron al dia 3 post-infeccién (Bell y Liu, 1988). A tal fin se calcularon las
siguientes variables:

- indice de expulsion al dia 15 post-infeccion de la i-ésima linea:
IE(NA3)i=1 — (NA15i / NA3),
donde NA15i es el promedio de NA15 y NASi es el promedio de NA3
- proporcién de expulsién de gusanos adultos a los 15 dias post-infeccion de la i-ésima
linea:
PE(NA3)i = IE(NA3)i x 100

El significado de las diferencias entre PE y PE(NA3) se evalud con un analisis

de la variancia.

3.4.2. FASE PARENTERAL DE LA INFECCION. ENQUISTAMIENTO

Con el mismo procedimiento y la misma cantidad de animales utilizados en las
etapas anteriores, se estudio la etapa de infeccion crénica a los 60 dpi, cuando las
L1m ya se encuentran enquistadas. Los ratones se pesaron y sacrificaron en camara

de CO2. Se diseccionaron y pesaron el diafragma y la lengua. Cada érgano fue
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seccionado en pequefios trozos y colocado en el liquido de DAE. Se dejaron entre 8
a 12 h los diafragmas y entre 12 a 24 h las lenguas, en estufa a 37 °C, hasta que los
tejidos se digirieron por completo. El sobrenadante fue descartado y las larvas
conservadas en formol al 10%. Se contaron en microscopio optico a 4X.

En cada ratdn se registraron las siguientes variables:
- peso en gramos del raton previo a la infeccién: POeo
- peso en gramos a los 60 dias post-infeccion: P60
y se calculo la carga parasitaria muscular relativa: CPr (nimero de larvas por gramo

de musculo)

El indice de Ila -capacidad reproductiva relativa, medida de Ila
resistencia/susceptibilidad del hospedador (Bolas Fernandez y Wakelin, 1989) se

estimo relacionando la carga parasitaria en los musculos con la dosis infectiva.
- indice de la capacidad reproductiva relativa de la i-ésima linea:
ICRri = CPr;/ dosis infectiva,
donde CPries el promedio de CPr de la i-ésima linea.
Este indice se calculé tanto para el diafragma como para la lengua.

Considerando que los adultos encontrados al dia 3 dpi son aquellos que se
establecieron y llevaron a cabo la infeccion, en esta fase el indice de la capacidad
reproductiva relativa en diafragma y lengua se calcul6 considerando al establecimiento

de los parasitos al dia 3.

- indice de la capacidad reproductiva relativa de la i-ésima linea:
ICRr(NA3)i = CPri / NA3;,

donde CPri y NA3; son los promedios de CPry NA3 de la i-ésima linea.

Mediante un andlisis de la variancia se comprob6 si existian diferencias
significativas entre ICRr y ICRr(NA3).

Ademas, se calculd:
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- el porcentaje de ratones que eliminaron el 50% de los adultos establecidos al dia 15

post-infeccion de la i-ésima linea:

PR50i (%) = (nro. de ratones que eliminaron el 50% de los adultos de la i-ésima linea

/ total de ratones de la i-ésima linea) x 100

- la razon entre el nUmero de larvas enquistadas en diafragma y lengua a los 60 dias
post-infeccion y el nimero de adultos en el intestino a los 15 dias de la i-ésima linea:
RDi = CPri / NA15;

RLi = CPri / NA15;

Como se expresd anteriormente, mientras haya adultos en la luz intestinal,
estos se seguiran reproduciendo y las LRN continuaran ingresando a la circulacion
sistémica terminando su recorrido en los musculos esqueléticos. En consecuencia,
cuantos mas adultos permanezcan mayor tiempo en el intestino, la cantidad de LRN
con las que se vera desafiado el sistema inmune del hospedador sera mayor. Estos
indices expresan la asociacion relativa entre las larvas musculares enquistadas y cada
nematodo adulto presente en el intestino a los 15 dias y son indicadores de la
eficiencia de la respuesta de la fase parenteral en la infeccion con T. spiralis. El ciclo
de vida de T. spiralis es un proceso continuo en donde el ciclo del parésito, si bien
puede ser dividido en etapas para su mejor estudio y comprension, se producen de
manera continua y solapadas entre si. EI ICR comprende a la infeccién desde el inicio
hasta el enquistamiento, y aunque es un indice de la resistencia/susceptibilidad del
hospedador, no permite estudiar la interaccion parasito-hospedador en las diferentes
etapas del parasito. RD y RL intentan explicar de alguna manera la interaccién en una

etapa mas avanzada, es decir, la etapa parenteral.

3.5. EFECTO DE LA INFECCION CON Trichinella spiralis EN LA COMPOSICION
SANGUINEA DE LAS LINEAS DERIVADAS DE LA CEPA CF1

DETERMINACION DE LA FORMULA LEUCOCITARIA RELATIVA Y EL
HEMATOCRITO

La determinacién de los parametros hematolégicos se llevd a cabo en los

mismos animales infectados a los 3, 15 y 60 dias. La férmula leucocitaria relativa se
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determind mediante extendidos sanguineos obtenidos de una gota de sangre de la
punta de la cola (Diehl y col., 2001; Hoff, 2000). Los preparados se fijaron y colorearon

con May Grunwald Giemsa y se contaron 100 células de la serie blanca.

Inmediatamente previo a la infeccion, se realizo la férmula leucocitaria relativa
de todos los animales utilizando los datos obtenidos como valores basales. Al
momento del sacrificio de los animales de los 3 y 15 dias se les extrajo una nueva
muestra de sangre. Para el grupo de animales infectados y sacrificados a los 60 dias,
se realizaron extendidos sanguineos a los 3 dpi y luego cada 15 dias.

Se calcularon los siguientes indicadores:

- porcentaje eosindfilos periféricos: E
- porcentaje de linfocitos periféricos: L

Ademas, previo al sacrificio, en cada tiempo de infeccion, se extrajeron
muestras de sangre mediante puncion cardiaca aplicAndose previamente anestesia
terminal en base de CO2 (Parasuraman y col., 2010; SOP, 2017; AEC SOP 51, 2016
y AVMA, 2013).

Las muestras se recogieron en microcontenedores con EDTA procesandose en
un equipo Auto Hematology Analyzer BC-2800Vet y de los valores obtenidos del
hemograma, se evalué el siguiente indicador:

- hematocrito: HTO

3.6. EVALUACION HISTOPATOLOGICA DEL INTESTINO

Los cambios histopatoldgicos a nivel del duodeno se evaluaron en forma
cualitativa (descripcion de las alteraciones) y en forma cuantitativa (determinacion del

valor de distintas variables).

Para la evaluacion histopatolégica y morfometria de las vellosidades, se
tomaron dos muestras (secciones transversales) del duodeno de cada raton de cada
una de las cinco lineas y sus controles, en cada momento de infeccidén. Las muestras
de 0,5 cm de longitud se tomaron a partir del piloro y se fijaron en formol al 10 % (v/v)
hasta su procesamiento en forma rutinaria para su inclusiéon en parafina. Se realizaron

secciones (de entre 2 y 3 um) del tejido en parafina las que fueron tefiidas con
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hematoxilina y eosina (HE). Para la evaluacion de las células mucosas se utilizé la

tincion especial de acido Peryddico de Schiff (PAS).

La densidad relativa de células mucosas o células de Goblet en las secciones
de duodeno de cada raton se evalu6 de forma semicuantitativa de acuerdo al numero
de dichas células en tres campos microscopicos a 200 aumentos. Los resultados se
categorizaron como: esporadicas (0), escasas (+), moderada (++) y abundantes (+++)

utilizando el siguiente criterio:

e Menos de 5 por unidad cripta vellosidad esporadicas
e De 5 a 25 escasas
e De 25 a 50 moderado

e Mas de 50 abundantes

Para el estudio morfométrico se tomo una fotografia por cada una de las dos
secciones de duodeno de cada raton. En cada seccion se realizaron 10 mediciones
de cada una de las siguientes variables:

- longitud en um de la glandula de Lieberkihn: G (Figura 15)

- longitud en pum de la vellosidad: V (Figura 15)

- espesor en um de la lamina propia de la vellosidad a nivel de la base: B (Figura 16)
- espesor en um de la lamina propia de la vellosidad a nivel del centro: Ce (Figura 16)
- espesor en um de la lamina propia de la vellosidad a nivel del &pice: A (Figura 16)

Cada una de estas variables fue medida en los animales infectados y en los
animales controles de cada una de las lineas, denominandose como: | (infectados) y

C (controles).
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Figura 15. Microfotografia del intestino de un raton. Medicion de la longitud de la vellosidad desde la
base hasta el extremo apical (linea azul) y medicion de la glandula (linea roja). Barra: 150 um. Figura
16. Microfotografia del intestino de un ratén. Medicion de la longitud de la vellosidad a nivel de la base,
centro y apice (linea roja). Barra: 150 pm.

e -

Tomando en cuenta las diferencias de peso de las lineas en estudio, los valores
promedios de las longitudes de las vellosidades y de las glandulas de los ratones
infectados se relacionaron a los correspondientes promedios de los ratones controles.

Se calcularon los valores de las siguientes variables derivadas:

- 1. RLG: relacion de la longitud media de la glandula de los ratones infectados (I) con
respecto a la longitud media de la glandula de los ratones no infectados (C):
RLG = Gli/ GC;,

donde Gli y GCison los promedios de Gl y GC de la i-ésima linea.

- 2. RLV: relacion de la longitud media de la vellosidad de los ratones infectados (1)

con respecto a la longitud media de la vellosidad de los ratones no infectados (C):
RLV = VI;/ VC;,

donde VIiy VCison los promedios de VI 'y VC de la i-ésima linea.

- 3. RLB: relacién de la longitud media de la vellosidad de los ratones infectados (I) a
nivel de la base con respecto a la longitud media de la vellosidad a nivel de la base de
los ratones no infectados (C):

RLB = Bli/ BG;,

donde Bli y BCison los promedios de Bl y BC de la i-ésima linea.
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- 4. RLCe: relacion de la longitud media de la vellosidad de los ratones infectados (1)
a nivel del centro con respecto a la longitud media de la vellosidad a nivel del centro
de los ratones no infectados (C):

RLCe = Cel;/ CeC;,

donde Cel; y CeCison los promedios de Cel y CeC de la i-ésima linea.

- 5. RLA: relacion de la longitud media de la vellosidad de los ratones infectados (I) a
nivel del apice con respecto a la longitud media de la vellosidad a nivel del apice de
los ratones no infectados (C):

RLA = Ali/ AC;,
donde Aliy ACison los promedios de Al y AC de la i-ésima -linea.

3.7. ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO DE T. spiralis EN C57BL/6 LUEGO DE UN
PASAJE POR LAS LINEAS SELECCIONADAS

El procedimiento realizado para evaluar el efecto sobre la capacidad
reproductiva de T. spiralis en C57BL/6 luego de haber pasado por las lineas

seleccionadas por peso se esquematiza en la Figura 17.
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Figura 17. Esquema de pasajes de T. spiralis entre lineas

Por cada linea derivada de la cepa CF1, se infectaron por via oral cinco ratones
C57 BL/6 adultos de entre 100 y 120 dias de edad con 300 L1m (Fabre y col., 2009)
provenientes de cada una de las primeras. Luego de transcurridos 30 dias desde la
infeccion, los ratones fueron sacrificados en camara de CO2. Se disecciono el
diafragma de cada uno, y se digiri6 enzimaticamente siguiendo el mismo

procedimiento ya mencionado. Se contaron las larvas L1m encontradas en cada uno
de los musculos.

Como grupo control se infectaron cinco ratones C57 BL/6 con 300 larvas cada
uno, provenientes de la misma linea.

En cada raton se cont6 el nimero de larvas musculares recuperadas en

diafragma y se calculd la carga parasitaria relativa (larvas por gramo de musculo) en
C57BL/6 provenientes de la linea i:
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CPr DC57i

Se estimé el siguiente indice por linea:
- indice de la capacidad reproductiva relativa al diafragma de la linea i:
ICRrC57i= CPr DC57i/ LMCF1,;,
donde CPr DC57; es el promedio de L/g DC57i y MCF1; es el numero de larvas

musculares infectivas suministradas de la linea CF1..

Como en este caso no se realizo el conteo del nUumero de gusanos adultos
establecidos al dia 3 post-infeccién, se calculdo al ICRr con la dosis infectiva

suministrada.

3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Como se menciond, las lineas difieren en sus pesos medios a los 49 dias de
edad como resultado de la seleccion fenotipica realizada por este caracter. Se
utilizaron machos adultos de 100 a 120 dias de edad, que se pesaron al inicio de cada
uno de los experimentos y previo a su sacrificio luego de cada uno de los tiempos de
infeccion analizados (3, 15y 60 dpi).

Para comprobar si el peso de los animales previo a la infeccion diferia del
registrado al momento del sacrificio para cada etapa, se realizaron andlisis de la
variancia y pruebas de comparacion de medias de Tukey-Kramer (p< 0,05).

El nUmero de parasitos adultos, generalmente, no presenta distribucion normal.
Por lo tanto, en primer lugar, a los 3 y 15 dpi se probé la hipétesis de normalidad
mediante la prueba de Shapiro-Wilk. En los casos en que la hipotesis no fue
rechazada, se probd si existian diferencias entre las medias de las lineas por analisis
de la variancia y, de encontrarse entre ellas, se realizaron pruebas de comparaciones
multiples de Tukey-Kramer. Cuando la hipotesis de normalidad fue rechazada se
probd si existian diferencias entre las medianas de las lineas mediante el test de
Kruskal-Wallis.

El mismo procedimiento aplicado para el nUmero de parasitos adultos se siguio

para las variables: carga parasitaria relativa (namero de larvas por gramo en
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diafragma y lengua (CPr D y CPr L)), porcentaje de eosinofilos periféricos (E),

porcentaje de linfocitos periféricos (L) y hematocrito (HTO) (Sokal y Rohlf, 1979).

Las lesiones histopatolégicas en vellosidades y glandulas del intestino se
evaluaron en una escala cualitativa: a) atrofia/fusion de vellosidades: no evidente,
leve, moderada; b) infiltrado inflamatorio: discreto, leve, moderado; c) glandulas:

normales, reactivas, hiperplasicas.

La evaluacion cuantitativa de las lesiones se realiz0 estimando las medias
aritméticas y los errores estandar de las longitudes de las vellosidades (V, B, Ce y A)
y de las glandulas (G) del duodeno por linea y tiempo de infeccién. Para probar si
existian diferencias entre lineas y tiempos, se llevaron a cabo Analisis de la Variancia
y pruebas de comparaciones multiples de Tukey-Kramer, previa transformacion de V,
B, Ce, Ay G en variables relativas a los promedios de V, B, Ce, Ay G de los grupos
control (RLV y RLG).
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4. RESULTADOS

4.1. COMPARACION DE LA RESPUESTA AL DESAFIO CON Trichinella spiralis DE
LINEAS DERIVADAS DE CF1 EN DIFERENTES ETAPAS DEL CICLO BIOLOGICO

4.1.1 FASE ENTERAL DE LA INFECCION

ETAPA INTESTINAL TEMPRANA. COMPARACION DEL NUMERO DE PARASITOS
ADULTOS EN LAS CINCO LINEAS A LOS TRES DIAS POST-INFECCION

La Tabla 1 resume los pesos corporales de los ratones de cada una de las cinco

lineas antes y a los tres dias del desafio con el parasito.

No se observaron diferencias significativas (p> 0,05) entre los pesos promedio
de los ratones previo a la infeccion y a los 3 dias post-infeccion por linea. Las
diferencias entre lineas en cada momento se explican por los procesos de seleccion
fenotipica por peso.

Tabla 1. Peso corporal de los ratones previo al desafio con el parasito y a los 3 dias
post-infeccion, por linea

t S s’ h h’
P03 36,5+0,7 27,5+0,7 51,9+2,1 28,4+1,0 55,7+2,2
P3 36,4+0,9 27,4+0,5 52,4125 29,0+1,8 56,0+2,4

PO0s: peso corporal (g) pre-infeccion.
P3: peso corporal (g) al dia 3 post-infeccion.
Todos los valores corresponden a la media aritmética + error estdndar.

Tabla 2. Numero de adultos de T. spiralis presentes en el intestino y la proporcion de
larvas establecidas en el intestino a los 3 dias post-infeccion, por linea de ratones

t S s’ h h’

NA3 280,6+6,5 287,2+5,9 287,4+7,1 293,2+5,4 278,2+3,9
%E 70,1 71,1 71,9 73,3 69,6

NA3: nimero de gusanos adultos a los 3 dias post-infeccion (media aritmética + error estandar);
%E: porcentaje de larvas establecidas al dia 3 post-infeccion.
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El nimero de parasitos adultos en el intestino a los 3 dpi presento distribucion
normal (prueba de normalidad de Shapiro-Wilk: p>0,05). La Tabla 2 presenta los

valores promedio de dicho caracter.

No se observaron diferencias significativas entre el namero de adultos

promedio por linea (p> 0,05).

De la dosis infectiva de 400 larvas musculares, la proporcion de establecimiento

promedio en todas las lineas fue de alrededor de un 70 % (Tabla 2).

ETAPA INTESTINAL TARDIA. COMPARACION DEL NUMERO DE PARASITOS
ADULTOS EN LAS CINCO LINEAS A LOS 15 DIAS POST-INFECCION

El efecto de la infeccion con T. spiralis sobre el peso corporal de los animales

luego de transcurridos 15 dias de la infeccion se presenta en la Tabla 3.

Tabla 3. Peso corporal de los ratones previo al desafio con el parasito y a los 15 dias
post-infeccion, por linea

t S s’ h h’
PO1s 37,5+1,4 27,517 51,9+2,1 27,1+1,2 55,1+2,2
P15 35,641,1 28,1+2,3 52,3121 27,0£1,5 54,6+1,8

P01s: peso corporal (g) pre-infeccion.
P15: peso medio en gramos de los ratones al dia 15 post-infeccion + error estandar.
Todos los valores corresponden a la media aritmética + error estandar.

No se observaron diferencias significativas entre los pesos corporales promedio
registrados en los dos momentos, por lo que, al igual que lo constatado a los 3 dias,
la infeccion por T. spiralis no produjo una disminucion en el valor de este caracter

transcurridos 15 dias del desafio (p> 0,05).

Al igual gue en la fase intestinal temprana, en esta etapa tampoco se rechazé
la hipétesis de normalidad de la variable nUmero de parasitos adultos intestinales ni
de la proporcion de expulsion (p> 0,05). En la Tabla 4 se presentan las medias y
errores estandar por linea del numero de parasitos adultos en intestino a los 15 dpi y

la proporcién de expulsion para cada linea.
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Tabla 4. Numero de adultos de T. spiralis presentes en intestino (NA15) y proporcién
de expulsién de gusanos adultos a los 15 dias post-infeccién, por linea ratones, con
respecto la dosis infectante (PE) y adultos establecidos (PE(NA3))

t S s’ h h’

NA15 127,0+9,82  187,6+5,9° 170,4+4,7°¢ 2394+56%9 1548+ 7,3°
PE 66,4+3,5° 51,7+4,0%P  60,4+4,8°C  40,1+1,4%  60,2+2,7°°

PE(NA3) | 50,7+4,9° 32,8456%° 449+6,7°¢  18,3+1,92  42,7+3,8°¢

NA15: nimero medio de gusanos adultos al dia 15 post-infeccion.

PE: proporcién (%) de expulsion de adultos a los 15 dpi: [1 — (ndmero adultos recuperados a los 15
dpi / dosis infectiva)] * 100.

PE(NA3): proporcion (%) de expulsion de adultos a los 15 dpi: [1 — (nimero adultos recuperados a los
15 dpi / nimero medio de adultos establecidos a los 3 dpi)] * 100.

Todos los valores corresponden a la media aritmética + error estandar.

a,b,c: para cada fila, valores con diferente letra difieren al menos al 0,05.

Se presentaron diferencias significativas entre las lineas en el nimero promedio
de adultos (p< 0,05). La linea t presentd el menor nimero de gusanos adultos en el
intestino al momento de la recuperacion de los mismos. En contraste, la linea h
presentd la mayor cantidad de parésitos a los 15 dpi. El par s presenté una carga de
adultos intestinales similar, mientras que eso no ocurrié en el par h (Tabla 4).

Las variables PE y PE(NA3) presentan el mismo ordenamiento para las lineas

debido a la ausencia de diferencias significativas en el NA3 entre lineas.

4.1.2. FASE PARENTERAL DE LA INFECCION: ENQUISTAMIENTO

Los pesos corporales de los ratones previo a la infeccién y a los 60 dpi se
presentan en la Tabla 5.

Debido a gue los ratones de la linea h manifestaron signos de deterioro de su
estado general, tales como pérdida de peso, disminucion en la actividad, mal aspecto
del manto y descargas oculares, se decidié aplicar en estos animales el punto final
humanitario entre los 45 y 55 dpi. Los valores presentados de esta linea, en este

apartado, corresponden al dia en que fueron sacrificados.
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Tabla 5. Peso corporal de los ratones previo a la infeccion y a los 60 dias post-
infeccidn, por linea

t S s’ h(®) h”
POeo 36,2+0,92 27,6+0,92 52,412 54 28,7+1,7° 55,6+1,72
P60 34,3+0,72 26,8+1,12 51,7+2,52 22,4+1,22 54,4+0,82

POso: peso corporal (g) pre-infeccién.

P60: peso corporal (g) al dia 60 post-infeccién.

Todos los valores corresponden a la media aritmética + error estandar.

a,b: para cada columna, valores con diferente letra difieren al menos al 0,05.

(*) Los valores para la linea h corresponden al dia en el que se les aplic6 el punto final humanitario.

Los pesos corporales presentaron distribucion normal (p> 0,05). Solo se
observo diferencia significativa entre los pesos promedio pre y post-infeccion en la
linea h (p< 0,05) que mostré en el momento del sacrificio, una disminucion de
aproximadamente el 22% del peso inicial, a lo que se sumaron los signos de deterioro
mencionados anteriormente. En el resto de las lineas no se observaron diferencias
significativas en los pesos ni tampoco se registraron signos atribuibles a la

enfermedad parasitaria a los 60 dpi.

El nimero de larvas por gramo en diafragma y lengua a los 60 dpi y los indices
de la capacidad reproductiva relativa se presentan en las Tablas 6 y 7

respectivamente.

El numero de larvas en diafragma y lengua presento distribucion normal (p>
0,05).
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Tabla 6. Carga parasitaria relativa media de larvas musculares en diafragma (CPr) e
indices de la capacidad reproductiva relativa de T. spiralis a los 60 dias post-infeccion,
por linea de ratones, con respecto a la dosis infectante (ICRr) y adultos establecidos
(ICRr(NA3))

Lineas CPr ICRr ICRr(NA3)
t 20.715+6162 51,8+1,52 73,8+2,22

S 25.046+1414° 62,6+2,2° 87,2+3,1°

s 23.905+4112P 59,8+1,02P 83,2+1,43P

h (%) 31.325+1011°¢ 78,32 5¢ 106,8+3,4¢
h’ 21.074+£7542 52,7+1,92 75,7278

CPr: numero de larvas por gramo.

ICRr = nimero de larvas musculares recuperadas a los 60 dpi / dosis infectante.

ICRr(NA3) = numero medio de larvas musculares recuperadas a los 60 dpi /numero medio de adultos
establecidos a los 3 dpi.

Todos los valores corresponden a la media aritmética + error estandar

a,b,c: para cada columna, valores con diferente letra difieren al menos al 0,05.

(*) Los valorespara la linea h corresponden al dia en el que se les aplicé el punto final humanitario.

Tabla 7. Carga parasitaria relativa media de larvas musculares en lengua (CPr) e
indices de la capacidad reproductiva relativa de T. spiralis a los 60 dias post-infeccion,
por linea de ratones, con respecto a la dosis infectante (ICRr) y adultos establecidos
(ICRr(NA3))

Lineas CPr ICRr ICRr(NA3)
t 9.249+4562 32,6+1,62 51,8+1,52

S 12.192+239P¢ 43,2+1,1b¢ 62,6+2,20¢

s 10.473+9062° 34,3+2,92b 59,8+1,02

h (*) 14.727+886¢ 47,7+2,8° 78,3+2,5¢
h’ 8.533+2962 28,9+1,62 52,7+1,92

CPr: nimero de larvas por gramo.

ICRr = nimero de larvas musculares a los 60 dpi / dosis infectante;

ICRr(NA3) = nimero de larvas musculares a los 60 dpi /nimero medio de adultos establecidos a los
3 dpi.

Todos los valores corresponden a la media aritmética + error estandar.

a,b,c: para cada columna, valores con diferente letra difieren al menos al 0,05.

(*) Los valorespara la linea h corresponden al dia en el que se les aplicé el punto final humanitario.
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El nUmero promedio de larvas en ambos musculos difirié entre lineas (p< 0,05).

Para el caso de las larvas enquistadas en diafragma, las cargas relativas fueron
significativamente mayores (p< 0,05) en la linea liviana h, y menores en t y h’",
manteniendo esta relacion los ICRr, no encontrandose esta diferencia en el par s. Las
variables ICRr y ICRr(NA3) presentaron el mismo orden para las lineas porque no

hubo diferencias significativas en el NA3 entre lineas (Tabla 6).

También en el caso de la lengua, las lineas t y h” fueron las que presentaron
menor carga relativa, mientras que en las otras tres la diferencia no fue tan evidente.
Al igual que para el diafragma, las variables ICRr y ICRr(NA3) determinaron el mismo
orden para las lineas dada la ausencia de diferencias significativas en el NA3 entre
lineas (Tabla 7).

La proporcion de ratones que eliminaron el 50% de los gusanos adultos
establecidos al dia 15 dpi se observa en la Tabla 8. En la misma se pone en evidencia

una diferencia significativa (p< 0,05) entre lineas.

El 80 % de los animales de la linea t eliminaron el 50 % de los parasitos para
el dia 15 dpi. En la linea h”, solamente un animal presentd esta caracteristica. En el

resto de las lineas ningun animal elimind el 50% de los parasitos en esta etapa.

Tabla 8. Proporcion de ratones que eliminaron el 50 % de los adultos al dia 15 post-
infeccion, por linea

t S s’ h h’
PR50 (%) 809%P 0%? 0%2 0%? 20%:?

a,b: valores con diferente letra difieren al menos al 0,05.

La razon entre la expulsion y el numero de larvas enquistadas en los musculos

se muestra en la Tabla 9.



62

Tabla 9. Razén entre el numero medio de larvas en diafragma y lengua, y adultos
intestinales recuperados al dia 15 post-infeccion, por linea de ratones

t S s h h’
RD 163,114,8b 133,5+4,82 140,3+2,42 130,8+4,22 136,1+4,92
RL 72,8:¢36"  650:1,3*P  61,4+53*  615:37°P  551+1,9?
RD: nimero de larvas por gramo de diafragma / numero de adultos intestinales recuperados a los 15

dpi.

RL: nimero de larvas por gramo de lengua / nUmero de adultos intestinales recuperados a los 15 dpi.
Todos los valores corresponden a la media aritmética + error estandar.

a,b: para cada fila, valores con diferente letra difieren al menos al 0,05.

De todas las lineas, h fue la que presentd la mayor carga parasitaria en el
diafragma. En contraste, la linea t present6 el menor valor. Sin embargo, al relativizar
dicha carga al numero de adultos encontrados al dia 15 dpi, la relacion se invirtio de
manera tal que el nimero de larvas enquistadas en diafragma por cada adulto

presente en el intestino fue mayor en t que en h.

A pesar de que el 80 % de los ratones de la linea t expulsaron mas del 50% de
los gusanos adultos al dia 15 post-infeccion, situaciéon que no se produjo en las otras
lineas, su carga de larvas musculares en relacion a dicha expulsion fue mayor (Tabla
5).

4.2. EFECTO DE LA INFECCION CON Trichinella spiralis EN LA COMPOSICION
SANGUINEA DE LAS LINEAS DERIVADAS DE LA CEPA CF1

DETERMINACION DE LA FORMULA LEUCOCITARIA RELATIVA Y HEMATOCRITO

Los valores relativos de los porcentajes de eosinofilos, linfocitos y hematocrito
por linea y por tiempo de infeccion se presentan en las Tablas 10, 11y 12 y en las

Figuras 18, 19 y 20 respectivamente.
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Tabla 10. Variacion del porcentaje de eosinéfilos periféricos por linea y tiempo de
infeccion

Lineas EO E3 E15 E30 E45 E60

¢ 4a 23. 2& 7b 7b 4b
(2-5) (0-2) (0-6) (5-10)  (4-10) (4-9)

S 2& 18. 4a 18. 28. 1a
(0-3) (0-3) (1-8) (0-5) (0-8) (0-4)
< 1a Oa 6a 4a,b 6b 4a,b
(0-4) (0-2) (2-8) (1-6) (4-8) (2-6)

h (*) 32 22 78 11° gP i
(0-5) (0-4) (3-16)  (8-13)  (7-10)

h' 5& 1a 6& 261 4a,b 2a

(1-9) (0-3) (5-9) (1-2)  (0-11) (0-6)

E: mediana (minimo-maximo) del porcentaje de eosindfilos periféricos, por tiempo.

0: pre infeccién; 3, 15, 30, 45 y 60: dpi.

a,b: para cada columna, valores con diferente letra difieren al menos al 0,05.

(*) No se contd con los valores de eosindfilos para el dia 60 debido a que se les aplicé el punto final
humanitario antes de alcanzar ese momento.

No se observaron diferencias significativas en los valores medianos del
porcentaje de eosinofilos en los tiempos 0, 3 y 15 entre las cinco lineas, pero si entre
las lineas para los dias 30, 45 y 60 post-infeccién (p< 0,05). Al dia 30 dpi las lineas t
y h presentaron los mayores valores, mientras que los menores valores
correspondieron a las lineas sy h” con un comportamiento intermedio de s". A los 45
dpi, t y h mantuvieron un comportamiento similar al de los 30 dias, incluyendo en este
caso también a la linea s’, que presento su valor mas elevado en este momento. La
linea s presentd el menor valor y h” valores intermedios. En la ultima etapa, la linea t
se mantuvo con el valor mas elevado, como en los dos momentos previos, mientras

gue sy h” presentaron los menores valores y s” tuvo un comportamiento intermedio.
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Figura 18. Variacion del porcentaje de eosindfilos periféricos por linea a lo largo del
tiempo

Los porcentajes medianos de eosindfilos circulantes de cada linea a lo largo de
los diferentes tiempos, difirieron significativamente (p< 0,05). Las lineast, s, hy h’
disminuyeron en forma significativa los valores de esta variable al dia 3 post-infeccion,
siendo estos los menores valores de todo el estudio. De la misma manera, las lineas
s” y h” alcanzaron su pico maximo al dia 15 post-infeccién mientras que ty h lo hicieron
al dia 30. La linea s no mostro diferencias significativas a lo largo del tiempo en el

periodo estudiado (p> 0,05).

La linea liviana h mostré los mayores valores porcentajes de eosindfilos
circulantes en coincidencia con la mayor carga muscular relativa de larvas

enquistadas y con la decision de optar por el punto final humanitario de los individuos.

En la Tabla 11 se observa que los animales de la linea s” presentaron, en
general, el menor valor de la variable en comparacion con el resto de las lineas, si
bien las diferencias no fueron en todos los casos estadisticamente significativas. Los
porcentajes de linfocitos post-infeccion observados en todas las lineas para cada
tiempo de infeccidn son similares, a excepcion del dia 45, momento en el que linea h
mostro el menor valor. Los valores informados en esta linea fueron registrados previo

a la eutanasia de los individuos.
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Tabla 11. Variacion del porcentaje de linfocitos periféricos por linea y tiempo de

infeccion
Lineas LO L3 L15 L30 L45 L60
. 7020 592 432 462 47b 482
(35-78) (50-67) (29-67) (35-71)  (20-67) (43-54)
S 6120 642 482 52a 38b 422
(40-74) (57-72) (33-59) (39-55)  (28-43) (24-47)
< 572 562 492 502 30ab 392
(36-75) (54-59) (31-54)  (30-58)  (21-32) (36-43)
h () 692° 622 522 342 182 ]
(37-81) (54-65) (29-66) (31-45)  (12-23)
b 69° 642 53a 53a 39b 462
(54-81) (50-67) (43-60) (40-56)  (32-44) (39-54)

L: mediana (minimo-maximo) del porcentaje de linfocitos periféricos, por tiempo.

0: pre infeccion; 3, 15, 30, 45y 60: dpi.

a,b: para cada columna, valores con diferente letra difieren al menos al 0,05.
(*) No se cuenta con los valores de eosindfilos para el dia 60 debido a que se les aplicé el punto final

humanitario antes de alcanzar ese dia.
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Figura 19. Variacion del porcentaje de linfocitos periféricos por linea a lo largo del

tiempo

La linea t present6 su maximo valor de linfocitos previo a la infecciéon y el valor

minimo a los 15 dias, sin diferencias significativas en el resto de los periodos (p> 0,05).
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Las lineas s, h y h” mostraron el menor valor al dia 45, mientras que la linea s no
mostro diferencias significativas entre los dias 0 y 3 y entre los dias 15, 30, 45y 60

respectivamente (Figura 19).

Si bien las lineas t, s, s" y h", no presentaron diferencias significativas en el
porcentaje de linfocitos periféricos entre ellas al dia 60 post-infeccion, no alcanzaron

a recuperar los valores observados previo al desafio con el parasito.

Los valores del hematocrito presentaron distribucion normal (p> 0,05). La Tabla

12 resume los valores de esta variable por linea y por tiempo de infeccion.

Tabla 12. Variacion del hematocrito entre lineas, por tiempo de infeccion

Lineas HTO.0 HTO.3 HTO.15 HTO.60
t 47,6+1,6° 44 3+2 0P 28,0 + 3,52 47,0+2,52
s 50,2+2,02 47,94+ 4,9° 43,6+1,7° 50,7 + 2,72
s’ 50,8+3,22 43,6+0,72P 41,6+0,42P 51,6+2,92

h (*) 45,9+2,02 41,1+0,92 35,9+4 43P -
h’ 48,1+ 1,52 46,46+1,52P 34,643,52P 49,2+ 1,22

HTO: media del hematocrito + error estandar, por tiempo.

0: pre infeccién; 3, 15y 60: dpi.

Todos los valores corresponden a la media aritmética + error estandar.

a,b: para cada columna, valores con diferente letra difieren al menos al 0,05.

(*) No se cuenta con los valores del hematocrito para el dia 60 por las razones explicadas
anteriormente.

Se observaron diferencias significativas (p< 0,05) entre las lineas en el valor
del hematocrito en los tiempos 3 y 15 de infeccion. La linea t presentd el menor valor

y la linea liviana s el mayor valor a los 15 dpi.
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Figura 20. Variacion del hematocrito por linea a lo largo del tiempo

Con respecto a los valores medios del hematocrito a lo largo del tiempo, se
observé que al dia 15 post-infeccion, los ratones infectados de todas las lineas
mostraron una disminucion significativa con respecto a los animales sin infectar (p<
0,05) (Figura 20).

4.3. EVALUACION HISTOPATOLOGICA DEL INTESTINO

En la evaluacion histopatologica cualitativa, los intestinos de los ratones
mostraron la estructura clasica de este 6rgano de los mamiferos compuesta por
mucosa, submucosa, capas musculares y un revestimiento seroso (Figura 21). La
mucosa, conformada por epitelio de revestimiento, lamina propia y muscular de la
mucosa, se encuentra dispuesta proyectandose hacia la luz en forma de vellosidades.

Entre cada vellosidad se encuentran las criptas o glandulas de Lieberkihn.
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Figura 21. Microfotografia de la arquitectura histolégica normal del intestino delgado
de los ratones. Barra: 100 pum.

Tabla 13. Evaluacion histopatolégica de los intestinos por linea, control y tiempo de

infeccion
A\\;gﬂgz/g;zg: Infiltrado inflamatorio Glandulas
3 15 60 C 3 15 60 C 15 60 C
++ +
ty+ - e mixtey ¢ - |ROR NN
o (L;J/rE) * * - |R N N N
s | ++  ++ - - + + i . IR H RN
(mixto)
h* | +  + - - 4+ "_'+ - IR H HoN
(mixto)
e (L4I:/-E) (L+P) * - /N R N N

e Atrofia/Fusion de vellosidades: - no evidente; + leve; ++ moderada
e Infiltrado inflamatorio: + discreto, ++

leve; +++ moderado. LP:

linfoplasmocitico; mixto:

predominantemente linfoplasmocitico con polimorfonucleares neutroéfilos; LP/E: predominantemente
linfoplasmocitico con eosindfilos.
e 3,15y 60: tiempos de infeccion. C: control
e Glandulas: N: normales; R: reactivas; H: hiperplasicas.
* |a evaluacién de la linea h a los 60 dias corresponde al dia en que fueron en el que se les aplico el
punto final humanitario.

La evaluacion mostré alteraciones similares en las lineas t, sy h” a lo largo de

los diferentes momentos de infeccién. A los 3 dpi se observaron areas con leve atrofia
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y fusién de vellosidades, caracterizadas por un leve acortamiento de la longitud y
aumento del ancho de las mismas. En la lamina propia de las vellosidades y en el
espacio interglandular se observé un leve infiltrado inflamatorio difuso, compuesto
principalmente por linfocitos y células plasméticas, constituido en la mayoria de las
regiones por 2 a 4 filas de células inflamatorias. En algunos casos se observaron
pequefios agregados de eosindfilos multifocales. Las glandulas de Lieberkihn se
advirtieron reactivas con abundantes figuras mitéticas. A los 15 dpi, los ratones
mostraron ocasionalmente leve atrofia y fusion de vellosidades, discreto infiltrado
inflamatorio (0 a 1 filas de células) (Figura 22) predominantemente linfoplasmocitico
con esporadicos polimorfonucleares (neutréfilos/eosindfilos) diseminados. Las
glandulas se encontraron ligeramente alargadas y reactivas. A los 60 dpi se observo
un leve infiltrado inflamatorio linfoplasmocitico, con menor densidad de células
inflamatorias respecto a los 3 y 15 dpi. En este momento no se observaron

alteraciones microscopicas evidentes en la longitud y forma de las vellosidades.

La linea s” mostré un mayor grado de severidad de las lesiones respecto a las
lineas anteriormente descriptas. A los 3 y 15 dpi se observaron areas con moderada
atrofia y fusion de vellosidades (mayor que en las lineas t, s y h") (Figura 23). Las
glandulas se encontraron reactivas. A los 3 dpi se observé en la ldmina propia un leve
infiltrado inflamatorio linfoplasmocitico en vellosidades e interglandular (Figura 24). A
los 15 dpi, junto con el infiltrado linfoplasmocitico, se observaron esporadicos
polimorfonucleares neutréfilos (PMNs) diseminados. A los 60 dpi, los ratones
presentaron un minimo infiltrado inflamatorio linfoplasmocitico, sin alteraciones

microscoépicas evidentes de forma y/o tamafio de las vellosidades y glandulas.

Los mayores cambios histopatoldgicos se observaron en la linea h. A los 3 dpi
las vellosidades presentaron una leve atrofia y las glandulas estaban reactivas. En la
lamina propia habia un moderado infiltrado inflamatorio linfoplasmocitico en
vellosidades (constituido en la mayoria de las regiones por 5 a 10 filas de células
inflamatorias) con escasos eosinéfilos. A los 15 dpi y al momento del punto final
humanitario se observdé descamacion de células epiteliales de revestimiento de las
vellosidades, las glandulas estaban reactivas y levemente hiperplasicas, ligeramente

alargadas e irregulares. En la lamina propia se evidencié congestion y edema
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intersticial, y un moderado infiltrado inflamatorio mixto, predominantemente

linfoplasmaocitico, pero con elevada densidad de PMNs y eosindfilos (Figura 25).

P 0t O e aw M R PRl e e
Figuras 22 a 25. Microfotografias de la mucosa intestinal de los ratones infectados. g: glandula, v:
vellosidad. Figura 22. Discreto infiltrado inflamatorio en la lamina propia de las vellosidades (*). Barra:
50 um. Figura 23. Moderada atrofia y fusion de las vellosidades (*). Moderado infiltrado inflamatorio
(punta de flecha). Barra: 100 um. Figura 24. Leve infiltrado inflamatorio en las vellosidades (punta de
flecha) e interglandular (estrella). Barra: 50 pum. Figura 25. Moderado infiltrado inflamatorio mixto
predominantemente linfoplasmocitico (*) con PMNs (flechas rojas), congestion (flecha) y edema

intersticial (punta de flecha). Barra: 50 um.

En todos los ratones evaluados, la densidad de células mucosas o de Goblet
fue moderada. No se observaron cambios significativos evidentes en la densidad
relativa de éstas entre las lineas de ratones, tanto para los grupos de las
seleccionadas como para el grupo control.

En las lineas seleccionadas de ratones en cada tiempo de muestreo, la
densidad de células inflamatorias fue mayor en las vellosidades que en la region
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interglandular. En los ratones controles no se observaron alteraciones microscopicas

significativas en las secciones de intestinos evaluadas.

Las lesiones observadas en los ratones infectados de las lineas evaluadas
corresponden a una enteritis superficial catarral con grados variables de infiltrado
inflamatorio intersticial (de minimo a moderado) predominantemente linfoplasmaocitico.
En la linea h se observaron cambios vasculares mas evidentes y un proceso

inflamatorio méas activo que en el resto de las lineas.

Los resultados de la morfometria de las vellosidades y de las glandulas se

muestran en la Tabla 14.

A los 3 dias del desafio con el parasito las lineas s y h” presentaron la menor
longitud de glandulas mientras que la t y s” presentaron el mayor valor. En cambio,
con respecto a las vellosidades, las lineas s” y h presentaron las vellosidades mas
cortas mientras que en el resto de las lineas las vellosidades fueron las mas largas.
En cuanto a la longitud de las vellosidades a nivel del apice, la linea s y el par h
tuvieron los menores valores y la linea s el mas mayor. Las vellosidades a nivel del
centro fueron de menor tamafio en la linea s y mas grandes en t y h. No hubo
diferencias significativas en las longitudes de las bases de las vellosidades de todas

las lineas.

A los 15 dias post-infeccion las glandulas de menor longitud las presento la
linea s, mientras que fueron las méas largas en s y h. El par sy la linea h presentaron
las vellosidades mas cortas mientras que las dos lineas restantes las mas largas. El
apice de las vellosidades de la linea testigo y del par h fue el menor en longitud,
mientras que el de s” fue el mayor. A nivel del centro, las vellosidades fueron mas
anchas en el par sy en la linea liviana h, mientras que, en la base se presentaron mas

angostas en h” y mas anchas en s”.

Pasados los 60 dias desde la infeccion, la Unica linea que presento diferencias
significativas en la longitud de sus glandulas con respecto a las demas, fue s”. En
cuanto a las vellosidades, las lineas livianas no se diferenciaron entre si, presentando

la menor longitud, mientras que h” presento la mayor. No se presentaron diferencias
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significativas en las medidas de las vellosidades en su base, centro y apice para todas

las lineas.

En los animales controles las longitudes de las glandulas no mostraron
diferencias entre las lineas livianas, presentando estas los menores valores, ni
tampoco entre la linea testigo y la s”. A su vez, tampoco se presentaron diferencias
en las lineas s y h para la longitud de sus vellosidades, siendo estas las mas cortas.
El mayor tamafio de vellosidades lo presentaron las lineas pesadas junto con la linea
t. En cuanto al apice, no hubo diferencias, salvo en la linea h que presentd el apice
mas angosto. En relacidén al centro y base de las vellosidades, no hubo diferencias

significativas en todas las lineas.

Al analizar las relaciones de la longitud de las vellosidades y de las glandulas
con los respectivos controles de cada linea se evidenciaron diferencias significativas
entre las lineas (p<0,05) (Tabla 15). Los mayores cambios se manifestaron a los 15
dpi. Las lineas s” y h fueron las que mayor reacciébn mostraron a nivel de las glandulas,
con un crecimiento que casi duplico de la longitud en relacion a los animales controles
(1,90 y 1,91 respectivamente). La longitud de las vellosidades disminuyo
marcadamente en la linea s” (0,6) difiriendo significativamente de las demas lineas. El
espesor de las vellosidades, variable que refleja la fusion de las mismas, aumentd
significativamente en las lineas s” y h. Las lineas s y h” fueron las que menor variaciéon
tuvieron con respecto a sus controles, mostrando una reaccion inflamatoria menos
marcada. En general, los valores obtenidos del analisis coinciden con lo observado en
la valoracion histopatolégica y descritos en la Tabla 13.
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Tabla 14. Longitudes de las vellosidades y glandulas del duodeno por linea, control y
tiempo de infeccién

t S s h h’
G | 192,9+6,8° 161,045,282  195,6+7,9® 172,4+8,92P 15504952
V | 460,6+14,6° 466,2+12,2° 313,1+24,6 363,0+15,32 503,3+5,9°
? A 28,8+2,52P 21,4+2,62 35,5+3,4° 25,6+2,12 27,442,432
Ce| 63,9+3,9 41,6+3,62 55,1+2,82b 62,6+3,0° 54,0+7,5%P
B 71,747,32 57,6+3,62 72,8+5,62 68,5+3,92 75,0+7,62
G | 228,7+11,3>¢ 160,2+8,82 290,4+11,9° 251,9+7,5¢ 182,1+10,62°
V | 455,4+21,6° 358,2+16,4% 349,9+2522 360,2+14,02 554,0+16,9°
o A 27,6+6,12 35,4+2,92b 46,0+2,5° 31,4+3,42 24,6+5,02
Ce | 65,5%6,12P 72,2+2,3° 76,3+5,9° 81,2+4,4° 48,8+4,92
B 77,845,020 89,1+4,00¢ 99,6+4,1°¢ 89,4+7,2bc¢ 66,2+4,22
G 148,4+6,82 142,949,242 180,6+6,8° 146,2+6,32 143,8+7,02
V | 535,7+30,72" 469,6+18,4% 515,3+28,22b 461,7+21,22 568,6+20,2°
o0 A 22,942,928 23,3+1,78 26,8+4,52 20,0+2,12 23,2+2,12
Ce 42,4+5,12 42,912 52 42,0+7,42 48,2+3,32 52,8+6,72
B 58,1+14 42 53,0+3,32 59,3+3,22 57,2+6,32 67,1+7,32
G | 154,1+6,63° 144,9+6,42 153,2+9,7° 131,6+6,92  147,8+5,72b
V | 556,0+11,7° 4425+35,72 581,5+18,9° 432,2+24,6 576,2+21,3°
Cl|A 21,3+0,9° 22,3+2,3° 23,7+2,7° 17,3+1,62 21,3+1,3°
Ce 47,8+4,72 47,0+4,82 36,3+3,92 45,1+2,72 40,0+2,82
B 59,3+8,82 62,1+4 52 45,544,542 48,6 £3,12 52,9+4,08

3,15y 60 dias post-infeccion; C: controles; G: longitud en um de las glandulas; V: longitud en um de
las vellosidades; A: longitud en um de la vellosidad a nivel del apice; Ce: longitud en um de la
vellosidad a nivel del centro; B: longitud en um de la vellosidad a nivel de la base.
Todos los valores corresponden a la media aritmética + error estandar.

a,b,c. Valores con diferente letra difieren al menos al 0,05 para las comparaciones dentro de fila.
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Tabla 15. Longitudes de las vellosidades y glandulas, relativas al promedio de los
controles, por linea y tiempo de infeccion

3 dias 15 dias 60 dias

RLG RLV RLA RLCe RLB|RLG RLV RLA RLCe RLB |RLG RLV RLA RLCe RLB

t |1,25% 0,83 1,35% 1,34 1,512(1,48° 0,82°¢1,292>1 37ab 1 31210,96° 0,962 1,072 0,892 0,982

S 1,112 1,05¢ 0,962 0,882 0,93?|1,112 0,81° 1,5831,543 1,432|0,99% 1,062 1,042 0,912 0,852

S |1,28° 0,542 1,50 1,52 1,602|1,90°¢ 0,602 1,94 2,10¢ 2,19|1,18° 0,89% 1,132 1,162 1,302

h (*)|1,31> 0,84° 1,48> 1,39 1,412|1,91°¢ 0,831,812 1,80 1,840 |1,112P 1,072 1,142 1,072 1,182

h” [1,052 0,87 1,292 1,35b 1,42a|1,23b 0,96¢ 1,162 1,222 1,252|0,972 0,992 1,092 1,322 1,272

RLG: longitud media de la glandula de los ratones infectados / longitud media de la glandula de los
controles; RLV: longitud media de la vellosidad de los ratones infectados / longitud media de la
vellosidad de los controles; RLA: longitud media de la vellosidad de los ratones infectados / la longitud
media de la vellosidad a nivel del apice de los controles; RLCe: longitud media de la vellosidad de los
ratones infectados a nivel del centro / longitud media de la vellosidad a nivel del centro de los controles;
RLB: longitud media de la vellosidad de los ratones infectados a nivel de la base / longitud media de la
vellosidad a nivel de la base de los controles

a,b,c: para cada columna, valores con diferente letra difieren al menos al 0,05.

(*) Los valores para la linea h corresponden al dia en el que se les aplico el punto final humanitario.

4.4. ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO DE Trichinella spiralis EN C57BL/6 LUEGO
DE UN PASAJE POR LAS LINEAS SELECCIONADAS

El nimero de larvas musculares encontradas en diafragma en ratones C57BL/6
infectados con larvas provenientes de las cinco lineas difirieron segun la procedencia

de las larvas infectantes (Tabla 16).



75

Tabla 16. Carga parasitaria relativa media de larvas en diafragma de ratones
C57BL/6 (CPrDC57) infectados con larvas provenientes de cinco lineas distintas y el
control infectado con larvas provenientes de C57BL/6

L CPrDC57 ICRrC57
t 10.458,6+455,3°¢ 34,9+1,5°°¢
s 5.849,9+225,82 19,5+0,72
s’ 12.228,1+589,6%1 40,8+1,9%¢
h 10.477,6+319,4%¢ 34,9+1,1P°¢
h’ 14.075,4+501,2¢ 46,9+1,7¢
%gnet’:‘ég 10.044,7+403,9° 33,5+1,3°

L: lineas de donde se extrajeron larvas musculares para realizar la infeccion.
CPrDC57: numero de larvas por gramo de diafragma de ratones C57BL/6 a los 30 dpi.
ICRrC57: numero de larvas musculares a los 30 dpi / dosis infectante.

Todos los valores corresponden a la media aritmética + error estandar.

a,b,c,d: para cada columna, valores con diferente letra difieren al menos al 0,05.

Al analizar la infeccién en los ratones C57BL/6 producida por larvas provenientes
de la linea testigo y de las seleccionadas por peso, se encontraron diferencias
significativas (p< 0,05) en las cargas de larvas musculares en el diafragma. Los
ratones infectados con larvas provenientes de las lineas t y h no mostraron diferencias
significativas en la carga muscular relativa con los ratones control. EI ICRrC57 de los
animales h” fue el mayor del estudio. Los ratones infectados con larvas provenientes
de la linea s, presentaron una marcada disminucion del nimero de larvas musculares

encontradas en el diafragma con respecto a las demas lineas y los controles.
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4. DISCUSION

La intensidad de la infeccion muscular por T. spiralis es multicausal y esta
determinada por la relacion parasito—hospedador. El proceso que caracteriza a esta
interaccion puede ser dividido en dos etapas: la fase intestinal, que incluye el tiempo
de permanencia y fecundidad de los gusanos hembra en el intestino; y la etapa
sistémica comprendida por la migraciéon de las larvas recién nacidas hacia los
musculos esqueléticos y la sobrevida larval en dichos 6rganos. Diferentes estudios
(Vallance y col., 2000; Fabre y col.,, 2009) han demostrado que estas etapas se
encuentran influenciadas directamente por el genotipo del hospedador, siendo regidas

por diferentes mecanismos inmunitarios.

El modelo murino permite por su corto intervalo generacional, facil
mantenimiento y alto potencial biético (Hinrichsen y Di Masso, 2010) estudiar
exhaustivamente a la infeccién por T. spiralis y a los variados componentes que
interactdan para producir el resultado de la relacidon parasito-hospedador. Las lineas
de ratones endocriadas, entre otros enfoques, han sido herramientas valiosas para
determinar los efectos de los genes del hospedador en situaciones complejas, como
enfermedades infecciosas (Peters y col., 2007). Las diferencias genéticas exhibidas
entre lineas de ratones controlarian o al menos contribuirian a evidenciar un amplio
rango de procesos que influencian el desarrollo de una enfermedad parasitaria
(Longley y col., 2011).

Para analizar los componentes de la respuesta en la interacciéon con el
hospedador ante una infeccion por Trichinella, se deben realizar estudios basados en
primera instancia en la determinacion de la o las dosis infectivas a utilizar. En este
trabajo se utilizd una Unica dosis infectiva de 400 larvas musculares. Este valor fue
elegido por encontrarse dentro del rango de dosis que se ha demostrado constituye la
base experimental para diferenciar los fenotipos de ratones de acuerdo a su capacidad
de rechazo del nematodo T. spiralis (Bell y Liu, 1988). En tal sentido, Bell y Liu (1988)
definieron las dosis infectivas segun el comportamiento de los hospedadores como:
1) dosis baja, cualquier dosis por debajo del tiempo de rechazo mas rapido (de 50 a
100 larvas musculares); 2) dosis intermedia, entre 50 larvas musculares hasta el

namero que produce la primera muerte y 3) dosis alta, cualquier dosis dentro del rango
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letal. Estos parametros son dependientes de la linea utilizada y no pueden ser
especificados sino empiricamente. De acuerdo a esta clasificacion, la dosis de 400
larvas utilizada en las lineas t, s, s y h” podria categorizarse como una dosis
intermedia, mientras que, tomando en consideracion lo ocurrido con la linea h, la dosis
suministrada en este caso podria considerarse alta, dadas las alteraciones del estado

sanitario que manifestaron los individuos, es decir, dosis dentro del rango letal.

Una vez suministrada la dosis infectiva, dentro del sistema digestivo, no todas
las larvas musculares logran establecerse en el intestino de los ratones. Bell y Liu
(1988) utilizaron el conteo de gusanos al dia 3 post-infeccibn como punto de partida
de sus estudios, considerandolos como los efectivamente establecidos de la dosis
total administrada y, por ende, los responsables de la infeccién en el hospedador.
Cuando la medicion a los 3 dias no fue factible, utilizaron la tasa de establecimiento
del 65% de la dosis administrada. En las lineas de ratones derivadas de la cepa CF1
seleccionadas por peso y en la linea testigo los valores de establecimientos se
ubicaron alrededor del 70 % en concordancia con lo mencionado en la bibliografia. La
ausencia de diferencias significativas en el establecimiento de los parasitos a los 3
dias post-infeccion en las diferentes lineas de ratones incluidas en este estudio,
demuestra la homogeneidad en el comportamiento en la etapa de instalacion, e indica
ausencia de efecto del genotipo de las lineas en la respuesta al desafio con el parasito.

A su vez, la homogeneidad en los resultados del establecimiento de los
nematodos confirma que la técnica utilizada para inocular a los animales permitié
administrar la misma dosis infectiva en cada una de las lineas, asegurando

consistencia de las comparaciones realizadas a partir de esta etapa.

La ausencia de diferencias significativas en el nimero de gusanos adultos a los
3 dias post-infeccion, limita la trascendencia de su medicidon en este estudio, pero de
encontrarse diferencias, por ejemplo, a otras dosis, es un valor mas importante para
relativizar el resto de los indices a este valor ya que elimina de la consideracion
aguellos individuos que no pudieron establecerse en la mucosa intestinal y, por ende,

no formaron parte del proceso infeccioso.

Dlugosz y col. (2013) estudiaron la presentacion de la enfermedad en lineas de

ratones HR y C. Las primeras fueron seleccionadas por su instinto de utilizar la rueda
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de ejercicio, mientras que las segundas no fueron seleccionadas para dicho caracter.
En este caso, todos los animales fueron infectados con 300 larvas musculares. Debido
a que las lineas HR eran, en promedio, mas pequefias que los ratones C, y recibieron
mayor cantidad de larvas por gramo de peso corporal, se esperaba que la carga de
larvas enquistadas en los musculos fuera mayor en ellas. Contrariamente a esta
prediccion, el resultado de la infeccibn no mostré diferencias estadisticamente
significativas en las cargas parasitarias encontradas en el diafragma en las lineas
seleccionadas y no seleccionadas. Algo similar a esto ocurrié en nuestro estudio, en
donde la linea liviana s recibié mayor cantidad de larvas infectivas por gramo de peso
corporal que la linea pesada s, no observandose diferencias significativas en relacion
a la carga parasitaria encontrada en el diafragma en dicho par. Contrariamente a esto,
las diferencias significativas encontradas entre las lineas h y h", en las cargas
parasitarias musculares reafirman la idea de que, si bien el criterio de seleccién por
peso en cada par fue el mismo, las lineas presentaron distintas respuestas al mismo

estimulo, en este caso, la infeccion con T. spiralis.

Segun lo descrito por Luebke (2007), una eficaz respuesta adaptativa del
hospedador para limitar la infectividad del parasito puede estimarse determinando el
ndamero de parasitos intestinales adultos, como un indicador de la capacidad del

hospedador para expulsar gusanos.

Bell y Liu (1988) demostraron que existe una correlacion positiva entre la dosis
administrada en ratones y, el tiempo de expulsién, asociacion que puede deberse a
una tasa de rechazo mas lenta a mayor dosis 0 a un retraso en la iniciacion del
rechazo. En su estudio observaron que el dia en que la expulsiébn comienza es variable
y se retrasa al incrementar la dosis, hecho no observable con dosis menores. La dosis
suministrada de 400 larvas musculares permitio analizar la variabilidad observada en
los porcentajes de expulsion de los nematodos del intestino a los 15 dias post-
infeccion. Todos los animales de las cinco lineas presentaron adultos intestinales en
este momento. Segun el estudio realizado por Bell y Liu (1988), las lineas que
recibieron dosis de 100 larvas ya no albergaban adultos en el intestino para el dia 15
del experimento y en aquellas lineas que recibieron 200 larvas musculares, solo una
presentd adultos para ese momento de la infeccion. Con dosis de 400 larvas, de las 7
lineas estudiadas, cuatro no presentaron adultos en el intestino a los 15 dias. El patron
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fenotipico de expulsion fue clasificado previamente como fuerte, intermedio y débil,
haciéndose evidente esta diferencia en los ratones al suministrar una dosis de 200
larvas y pronuncidndose a dosis mayores. Algo similar demostré Wakelin (1980) quien
observé que ratones inmunolégicamente normales muestran un patron de expulsion
genéticamente determinado y variable en cada linea. Esto fue comprobado con las
lineas derivadas CF1 seleccionadas por peso y la testigo. Si bien estas diferencias
fueron marcadas entre las lineas h y h’, el par s no mostr6 diferencias significativas
indicando, en este caso, que poseen una similar capacidad de expulsion a los 15 dias
dpi. Ademas, la linea s demostré, al presentar un porcentaje de expulsion mayor, ser
mas eficiente que la linea negativa h. En cuanto al par h, la linea h” fue mucho méas
eficiente que su contraparte liviana h para expulsar a los nematodos adultos. En este
altimo caso, la seleccion por peso modificdé sus caracteristicas en la respuesta
intestinal ante T. spiralis, demostrando que a pesar de que los procesos de seleccion
por peso en ambos pares fueron realizados de la misma manera, modificaron
caracteres de manera diferenciada y estos no afectaron su genotipo en el mismo
sentido. Si bien este efecto puede ser asignado a la seleccion también podria deberse
al accionar de procesos dispersivos asociados al bajo tamafio efectivo de las
poblaciones. Este tipo de procesos llevan a la fijacion de alelos y podrian ser

responsables de las diferencias mencionadas.

Bell (1992) comparé dos cepas idénticas en el loci MHC y observé grandes
diferencias en el rechazo intestinal de T. spiralis, lo que sugiere que los genes no MHC

juegan un rol importante en el rechazo intestinal de los gusanos adultos.

Como se vio previamente, los principales efectores que participan en el proceso
de expulsion de parasitos gastrointestinales en una primera infeccién son resultado
del desencadenamiento de una respuesta Th2 antigeno especifica, y estan regulados
por diferentes vias que aseguran que el proceso ocurra a pesar de la existencia de
posibles deficiencias inmunes. La linea t demostré ser mas eficiente en la etapa de
expulsion como lo demuestra el 54,7% de expulsién de gusanos adultos a los 15 dias
post-infeccion, mientras que en la linea h dicho porcentaje fue de un tercio
(PE=18,3%). La linea h tuvo mayores problemas para eliminar los gusanos en relacion
al resto de las lineas lo que demuestra una susceptibilidad al parasito en la etapa
intestinal y un aspecto que podria explicarlo seria una respuesta Th2 deficiente ante
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la dosis suministrada del nematodo en esta linea. El rechazo de los nematodos
gastrointestinales depende de una combinacion de mecanismos fisioldgicos que
involucran un aumento de la secrecion de moco por las células de Goblet, liberacién
de proteinas neutralizantes por los granulocitos y células epiteliales, hiper proliferacion
y aumento del peristaltismo intestinal (Sorobetea y col., 2018). Los ratones deficientes
inmunoloégicamente no muestran este patron, pero incluso en estos casos son
capaces de expulsar a los gusanos. Los ratones inmunolégicamente normales
responden mayormente con un grupo de respuestas inflamatorias e inmunes
similares, algunos de las cuales son dependientes de células T y otras no; pero hay
una variacion considerable dependiente de cepa en tiempo, grado y secuencia de
estas respuestas (Kamal y col., 2001). La expulsion de los adultos en una infeccion
natural por T. spiralis, que nhormalmente comienza a los 6 a 8 dias y se completa para
los 12 a 15 dpi, se ve alterada en ratones sin células T, que no muestran disminucion
del nimero de gusanos durante los primeros 15 dias de infeccion (Manson-Smith y
col., 1979).

Si bien los eosindfilos juegan un rol en la defensa del hospedador frente a T.
spiralis en la etapa de expulsion intestinal, su contribucion se ha vuelto controversial.
Las cinco lineas no presentaron diferencias significativas en el porcentaje de
eosindfilos a los 15 dpi, pero si presentaron diferencias en los porcentajes de
expulsion de los adultos en ese momento de infeccion. O’Connell y col., (2011)
expresan que los eosindfilos a pesar de demostrar ser eficaces en destruir a los
gusanos in vitro y que en modelos murinos de infeccion parasitaria demostraron un
reclutamiento de eosinodfilos a los tejidos infectados y la muerte de los parésitos
mediado por la liberacion de granulos citoplasmaticos téxicos no son tan
imprescindibles como se advierte en las infecciones por gusanos en ratones
deficientes de eosindfilos donde la expulsion no varia de la respuesta observada en
animales sin esta deficiencia (Vallance y col., 2000; Jung y Rothenberg, 2014). Este
comportamiento fue constatado especificamente en la linea h que a pesar de
presentar el valor mas alto de eosindfilos circulantes a partir de los 15 dias dpi, con
respecto a las demas lineas, fue la que menor porcentaje de adultos logré expulsar.
Esta informacion sugiere qué, en ciertas condiciones, habria una asociacion simbio6tica

entre los eosinofilos gastrointestinales y los parasitos que podria contribuir al
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mantenimiento de la homeostasis de los tejidos permitiendo a los parasitos habitar en
el intestino del hospedador con limitadas consecuencias a dicha infeccion (Jung y
Rothenberg, 2014).

Lawrence y col. (1998) observaron cambios histopatoldgicos a nivel intestinal
en la expulsibn normal de los gusanos, pero también observaron que ratones
deficientes en el receptor 1 del Factor de Necrosis Tumoral a (TNFR — 1) expulsaron
eficientemente a los gusanos, sin mostrar dichos cambios a nivel intestinal. Incluso la
ausencia de elementos importantes de la respuesta tales como atrofia de vellosidad o
mastocitosis, no previenen la ocurrencia de la expulsion. Esta informacion implica que
al menos ciertas alteraciones histopatologicas, no son requeridas para la expulsién de
los gusanos de T. spiralis. La linea testigo, como fue indicado, fue la que mejor
respondi6 a la expulsion de todas las lineas, encontrando en ella el menor numero de
adultos intestinales a los 15 dpi. Tal como indican Lawrence y col. (1998), esta
expulsién no se condice con la evaluacién histopatolégica de la porcion de duodeno
de esta linea, donde no mostr6 grandes alteraciones en su arquitectura. A su vez,
dichas alteraciones no se diferenciaron de las producidas en las lineas sy h", quienes
presentaron diferentes porcentajes de expulsion la t. Esto demuestra que grandes
cambios a nivel de la porcién del duodeno estudiado no son necesarios para que la
expulsién se produzca. Lo que si parece ser esencial para un patrébn normal de
expulsion es una respuesta Th2 antigeno especifica, la liberacion de citoquinas de
tipo 2 (especificamente IL4) y cambios fundamentales en un repertorio de
mecanismos regulatorios de mucosa: proliferacion de células madres, permeabilidad

vascular y epitelial, y control neuroendocrino (Kamal y col., 2001).

La infeccion con T. spiralis se caracteriza por la induccion de una respuesta
Thl al comienzo de la etapa intestinal. Luego, con la diseminacion extensa de las
LNB, se vuelve predominante una respuesta Th2 protectiva y responsable de la
expulsion del parasito. T. spiralis rapidamente se desarrolla y se reproduce antes de
qgue la expulsién mediada Th2 elimine a todos los adultos del intestino. (llic y col.,
2012). Yu y col. (2013) midieron un numero considerable de citoquinas en ratones
C57BL/6 infectados con 400 larvas de T. spiralis y observaron como, mientras la fase
enteral progresa, el IFN-y aumenta favoreciendo una respuesta Th1 hasta que las LNB

comienzan su migracibn momento en que se produce un incremento paulatino de la
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IL4 favoreciendo una respuesta Th2. La ineficiencia de algunos individuos para
expulsar a los adultos de T. spiralis podria deberse a una menor produccion de IL4 o
una relacion IFN-y / IL4 mayor a 2 (Godoy y col., 2014) lo que estaria a su vez
correlacionado con una escasa formacion de atrofia de la vellosidad/hiperplasia de la
cripta. Esto indica que los ratones de la linea t tuvieron la respuesta Th2 mas
importante de las lineas en estudio en la fase de expulsion, siendo la respuesta de la
linea h la méas débil hacia los nematodos lo que resultd en la ineficiencia en expulsar

a un numero considerable de estos a los 15 dpi.

Los antigenos de T. spiralis de todas las etapas inducen una red de diferentes
mediadores que aumentan la poblacién de linfocitos Treg en el hospedador y
especificamente en el sitio de la inflamacién muscular (Ashour, 2013). Este aumento
de las células Treg seria fundamental para suprimir la respuesta inflamatoria a las
células nodrizas para controlar la inflamacién local al suprimir la respuesta Thl. Asi,
los helmintos pueden disminuir la respuesta inmune a traves de la induccion de células
Treg o de sus citoquinas antiinflamatorias IL10 y TGF-B (Ashour, 2013). Sin embargo,
solo es necesario que ocurra una pobre respuesta Thl para destruir a las larvas en el
proceso de enquistamiento, algo que no sucede en una respuesta Th2 6ptima (Beiting
y col., 2007). Esto se correlaciona con lo observado en la razén que relaciona las
larvas en diafragma y lengua con los adultos en intestino al dia 15 (RD y RL). Hasta
el momento de su expulsidén, los adultos contintan liberando LNB que van a
determinar el numero final de larvas enquistadas en los musculos. Por lo que, cuanto
antes un individuo se deshaga de los gusanos intestinales, el nimero de LNB que
alcanzaran los muasculos serd menor en comparacién con otro hospedador cuya
capacidad de expulsién sea menos eficiente. Es por esto que el RD mide de manera
relativa el nUmero de larvas enquistadas por cada adulto presente en el intestino a los
15 dias, lo que habla de la capacidad del hospedador de controlar la fase de
enquistamiento. Cuanto mayor es el RD, menor es la eficacia de respuesta de
hospedador para evitar de manera eficiente el enquistamiento. La linea t, que fue la
mas eficiente en expulsar a los nematodos del intestino y tuvo una mejor respuesta
Th2, presenté un RD mayor, lo que manifiesta menor eficiencia en controlar el
enquistamiento de las larvas que alcanzaron las células musculares, en relacion al

resto de las lineas. Ello demuestra la efectividad de una respuesta Th2 en expulsar a
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los adultos del intestino, pero que esta respuesta no condiciona la capacidad de los
individuos de poder controlar la etapa muscular de la infeccion. Las otras lineas
mostraron un comportamiento significativamente similar en el RD, lo que marcaria la
relevancia, al menos en este estudio, de la fase de expulsion en el resultado final de

la enfermedad.

Con respecto al numero de larvas de T. spiralis enquistadas en los musculos,
se vio un elevado conteo en todas las lineas lo que demuestra que resultaron ser
susceptibles a la dosis de 400 larvas musculares, pero dicha dosis permitié analizar

diferencias significativas en los demas indices en el marco de la susceptibilidad.

Si bien todas las lineas resultaron ser susceptibles a la infeccién con T. spiralis
de acuerdo a la dosis administrada, al analizar las cargas de larvas musculares y los
ICRr tanto en diafragma como en lengua se observo que la linea h fue la méas débil en
su respuesta a la infeccion, lo que se confirma con la alteracion en su estado de salud,
y la decision de optar por aplicar el punto final humanitario. Las lineas t y h” mostraron
los menores valores de larvas en los musculos y de ICRr lo que marca una respuesta
mas fuerte a la parasitosis con la dosis suministrada con respecto a las demas lineas.
Este indice muestra la susceptibilidad/resistencia de los ratones al expresar el
resultado de la interaccién parasito-hospedador en su totalidad, es decir desde el inicio

hasta el final, incluyendo los diferentes momentos de la infeccion.

Como se mencion6 anteriormente, en las lineas derivadas de la cepa CF1 se
advirtieron alteraciones en los individuos de la linea h, los cuales comenzaron a
mostrar un deterioro de su estado general alrededor de los 45-50 dpi. Unos de los
signos observados fue una disminucién significativa del peso corporal durante la etapa
parenteral de la infeccion, con respecto a las demas lineas. Su escasa capacidad para
expulsar a los adultos del intestino habria resultado en una migracion excesiva de LRN
hacia la circulacion sistémica y acantonamiento en musculos lo que habria generado
una reaccién inflamatoria generalizada pudiendo ser la causa del sindrome
presentado, que ademas de la pérdida de peso mencionada, incluyé mal aspecto del
manto, disminucién en la actividad y descarga ocular. Debido a esto, se decidio optar
por el punto final humanitario en esta linea. El resto de los individuos en estudio,

pertenecientes a las demas lineas, no manifestaron ningun signo de distrés general
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como los antes mencionados durante el periodo analizado. Las etapas migratoria y
sistémica son las mas dafinas y traumaticas de la infeccidon por T. spiralis. Bell y Liu
(1988), en un estudio realizado con diferentes lineas endocriadas con dosis crecientes
a partir de 1000 larvas por raton, contabilizaron las muertes de ratones ocasionadas
por las altas cargas. De las 5 lineas de ratones en estudio, solo una presentd muertes
con todas las dosis, mientras que para las otras cuatro las muertes ocurrieron solo a
dosis mas elevadas, lo que demuestra la gran variabilidad en la resistencia/tolerancia
a la infeccion de esta especie. Estos comportamientos acuerdan con lo informado en
la bibliografia acerca de que el genotipo del hospedador influye fuertemente en la
mortalidad y en el tiempo en que esta ocurre por efectos de la infeccion (Bell y Liu,
1988). Este comportamiento diferente demuestra la marcada susceptibilidad que
presenta la linea h ante la misma dosis de larvas infectivas de T. spiralis en relacion a
las demas lineas, y reafirma la idea de que la seleccion por peso y los procesos
dispersivos asociados al bajo tamafio efectivo de las poblaciones, produjeron cambios
en el genotipo de las lineas, haciendo que no solo respondan de manera diferente a
la expulsién de los adultos intestinales, como se mencioné anteriormente, sino que
también genere respuestas marcadas en las etapas de migracion y enquistamiento

gue lleven como en este caso, al desmejoramiento de estado de salud de la linea h.

Es valido remarcar que estas cuestiones refieren a las infecciones primarias,
mayormente aquellas que cursan con una alta carga infecciosa. Se debe recordar,
también que, a diferencia de lo que ocurre en las infecciones experimentales, las
infecciones naturales por estos parasitos se presentan a través de desafios repetidos
con baja carga y esto posiblemente afecte tanto el desencadenamiento de la
respuesta del hospedador como las contribuciones relativas de los diferentes
componentes inmunes a la resistencia parcial usualmente generada (Sorobeteay col.,
2018).

Como se menciond anteriormente, la interaccion parasito-hospedador es una
relacion compleja, que puede analizarse en diversos sentidos. Existen mecanismos
del hospedador especializados en eliminar a los parasitos y también mecanismos del

parasito especializados en evitar la respuesta inmune del hospedador.
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Dentro de estos mecanismos, se encuentra el rol controversial que cumplen los
eosinofilos en una infeccion con T. spiralis, los cuales se pensaba que jugaban un rol

preponderante en la lucha del hospedador contra los parasitos.

En un estudio realizado en 1977, Grove y col. hallaron que ratones tratados con
suero antieosinéfilos mostraron mayor carga de larvas musculares que los ratones
cuya actividad eosinofilica no estaba modificada. Esto coincide con lo hallado por
Hamada y col. (1992), quienes estudiaron la presencia de eosinoéfilos hipodensos en
el tejido infectado con larvas de T. spiralis y observaron el aumento de la actividad
citotoxica de estas células contra los parasitos. Sin embargo, nuevos estudios han
dilucidado un poco mas el verdadero rol de los eosinodfilos en la respuesta inmune,
como aquellos de Vallance y col. (2000) y Fabre y col. (2009). Asimismo, se explica la
poca relevancia de la IL5 en la defensa ante los parasitos helmintos, ya que su mayor
funcién estd centrada en el reclutamiento de eosindfilos y la estimulacion de su
produccion. Vallance y col. (2000) observaron que los ratones deficientes en IL5y los
controles rechazan a su carga de gusanos de manera similar en una primera infeccion.
Esto sugiere que cualquier rol que la IL 5 y los eosindfilos pueden jugar en la defensa
del hospedador frente a una primera infeccion a T. spiralis, es menor. Poca a ninguna
alteraciéon en la sobrevida del parasito durante una primera infecciébn ha sido
encontrada en ratones deficientes de IL5, ratones transgénicos de IL5 ni en ratones
con una deplecién de eosindfilos por anticuerpos especificos (Fabre y col., 2009). En
otro estudio, Gebreselassie y col. (2012) determinaron que en ratones infectados con
T. spiralis, la marcada muerte de las larvas musculares del parasito es debida a la
induccion de neutréfilos y macréfagos productores de sintetasa de éxido nitrico, y una
excesiva respuesta inflamatoria esta vinculada con cambios patoldgicos del masculo
infectado. Debido a que la transferencia de eosindfilos a los ratones resulté en una
sobrevida larval, los eosinofilos son vistos paradodjicamente implicados en la sobrevida
del parasito, especificamente a través de la promocion de un reclutamiento de células

Th2 y la prevencion de la muerte parasitaria inducida por macréfagos y neutrofilos.

En su estudio Fabre y col. (2009) utilizaron individuos C57BL/6 divididos en dos
grupos, uno PHIL (deficientes en eosindfilos) y otro control. Ambos grupos fueron
infectados con 300 larvas y se revisaron sus intestinos a los 15 dpi y sus muasculos a
los 28 dpi. Todos los individuos mostraron la misma tasa de expulsion a los 15 dias
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demostrando la poca participacion que tienen los eosindfilos en la expulsion de los
adultos. Sin embargo, los ratones PHIL mostraron menor carga muscular lo que
implicaria a los eosinéfilos méas en la proteccién de las larvas enquistadas que en su
destruccion. En nuestro estudio, hasta el dia 15 inclusive, no se presentaron
diferencias significativas en los valores de eosindfilos en las lineas, pero como se
menciono, si se presentaron diferencias en los porcentajes de expulsion. Esto reafirma
la idea de Fabre y col. (2009) de la poca participacion de los eosindfilos en la
expulsion. A su vez, la linea h fue la que presenté un mayor nimero de eosindfilos a
partir del dia 15 hasta que se decidié optar por el punto final humanitario. Esto podria
correlacionarse con la alta carga de larvas de T. spiralis recuperadas de los musculos
de esta linea. Esta relacion no se demostro al analizar la linea s que presento los
menores valores de eosinofilos, pero cuyo conteo de larvas enquistadas no fue de los
mas bajos. Esto marcaria la influencia de otros factores inmunitarios en la defensa del

organismo contra las larvas una vez acantonadas dentro de las células musculares.

En humanos se observa que la exposicion cronica a eosinofilos activados
puede ocasionar dafio tisular en masculo, miocardio y sistema nervioso central, lo que
conduce a la forma mas severa de trichinellosis (Bruschi y col., 2008) y la eosinofilia
es el hallazgo de laboratorio mas temprano y caracteristico de la patologia (Pawlowski,
1983) y estéa correlacionado con la intensidad de la infeccion (Oltean y col., 2012).

Tal como se evidencia en la bibliografia, el controversial papel que juegan los
eosinofilos también fue apreciado en este estudio. La linea h fue la que presento el
mayor valor de eosindfilos circulantes, y fue la que tuvo mayores problemas en la
expulsion de los adultos intestinales, la que registr6 la mayor carga de larvas
musculares y la que presentd signos de deterioro de su salud. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Vallance y col. (2000), Fabre y col. (2009) y
Gebreselassie y col. (2012), y remarcan el rol protector de los eosinofilos hacia el

pardsito y su accion perjudicial para el hospedador.

La linea t, si bien fue, luego de la h, la segunda con mayores niveles de
eosinofilos circulantes, fue la que mejor respondié a la parasitosis con los mejores
indices de expulsion intestinal y de carga parasitaria muscular, marcando que el

resultado de la infeccién con T. spiralis no esta supeditado solo a la actividad de los
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eosinofilos y que tal vez en ciertas condiciones estos puedan cumplir un papel en la
infeccion parasitaria. Sumado a esto, las lineas t y h mostraron, igualmente entre si,
un pico retrasado en el nimero de eosindfilos, es decir a los 30 dpi, lo que puso en
evidencia una respuesta diferente de eosinofilos de las demas lineas donde dicho pico

ocurrid en el dia 15.

Con respecto a los linfocitos, estos son fundamentales ya que son las Unicas
células en el organismo capaces de reconocer especificamente y de distinguir
diferentes determinantes antigénicos (Abbas, 2008), lo que les otorga un papel clave
en la activacion de la respuesta inmune adaptativa una vez que las células
presentadoras de antigeno migran hacia los linfonddulos mesentéricos. La similitud
en la disminucién de sus valores en todas las lineas para el dia 15 post-infeccion
podria estar relacionada con lo que expresado por Dupouy-Camet y col. (1994),
quienes afirman, en humanos, que esa disminucion en una infeccion por T. spiralis se
deberia a la destruccion de los linfocitos por factores parasitarios o al secuestro de
linfocitos en un area peri larvaria. Vale la pena marcar la caida de esta estirpe celular
en los ratones de la linea h al dia 30, hecho que estaria relacionado con la
consolidacion de los quistes musculares. Esto puede explicarse con el estudio
realizado por Magnaval y Leclerc (2000), en donde se analizaron diferentes brotes en
humanos, presentandose diferentes grados de linfopenia, pero el grado fue mas

marcado cuanto mayor fue la carga parasitaria.

Otra variable a analizar para evaluar la interaccion parasito-hospedador es el
hematocrito. Si bien estudios como los de Meagher (1998) y Dlugozs y col. (2013)
indican que hay un aumento del hematocrito ante una infeccién parasitaria con
Capillaria hepatica y T. spiralis respectivamente, el aumento en el segundo caso se
produjo 7 dias luego de ocurrida la infeccion. En las lineas seleccionadas y testigo
derivadas de la cepa CF1 no se evaluo el hematocrito a los 7 dias de infeccion, por lo
tanto, no pudo conocerse si tal aumento tuvo lugar. Si se lo evalu6 a los 15 dias post-
infeccion, en donde la disminucién significativa del hematocrito en todas las lineas
concuerda con lo también expresado por Dlugosz y col. (2013) quienes describieron
gue la disminucion del hematocrito dos semanas luego de la infeccion con T. spiralis
podria deberse al dafio y pérdida de sangre intestinal que producen los adultos y las
larvas recién nacidas en el hospedador.
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Para realizar una valoracion mas completa de la respuesta de las cinco lineas
al desafio con T. spiralis se evaluaron los cambios histopatologicos a nivel del
duodeno en las diferentes etapas de la infeccion. Este enfoque permitié determinar si
las posibles diferencias en la resistencia/tolerancia de los ratones se ven reflejadas en
los cambios histopatologicos caracteristicos de la enfermedad tales como atrofia y
fusion de vellosidades, hiperplasia de criptas o glandulas de Lieberkihn y células

mucosas o de Goblet (Manson-Smith y col., 1979; Garside y col., 1992).

En ratones inmunolégicamente normales, la inflamacién se caracteriza por
atrofia de la vellosidad, hiperplasia de la cripta, hiperplasia de las células de Goblet y
aumento de la permeabilidad de la mucosa (Garside y col., 1992). Estos cambios
reflejan el aumento de la actividad de las células madre y una sobrevida de las células
epiteliales reducida. Dehlawi y Wakelin (2002) demostraron que, a excepcion del
aumento de la permeabilidad de la mucosa, estos componentes de la respuesta
inflamatoria estan relacionados con cambios en el estimulo de las células madres
epiteliales y estan influenciados por células T. El aumento de la division celular en las
criptas medido aqui en términos de indice mitético, lleva a una mayor transicion de las
células epiteliales a través de la superficie de la vellosidad y a una tasa aumentada de
pérdida celular en la punta de la vellosidad. En consecuencia, las vellosidades se
vuelven mas cortas y las criptas mas largas produciendo una disminucion de la

relacion vellosidad cripta (Kamal y col, 2001).

Las similares caracteristicas histopatolégicas del duodeno en los diferentes
momentos de la infeccion de las lineas t, s y h”, con discretas modificaciones de la
arquitectura normal intestinal (leve atrofia y fusiébn de vellosidades, y glandulas
ligeramente alargadas y reactivas) marca una respuesta intestinal analoga entre las
lineas. Esto difiere de lo observado en el porcentaje de expulsion a los 15 dias, cuando
cada linea tuvo valores significativamente distintos, siendo en orden la linea t la mas
eficiente y la linea s la menos eficiente de estas tres. Trabajos previos han demostrado
qgue las alteraciones en la relacion vellosidad-cripta son reguladas a través de la
actividad de varias citoquinas incluyendo IL4 y TNF-a (Lawrence y col., 1998) lo que
supone un aumento en su expresion en animales con respuesta Th2 potente. Sin
embargo, animales con una deficiencia de TNFR-1 no mostraron atrofia de la
vellosidad, pero si fueron igual de eficientes en la expulsion (Lawrence y col., 1998).
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Esto marcaria que al menos esta caracteristica regulada por TNFa e IL4 no es
imprescindible para que ocurra la expulsion (Kamal y col., 2001). Por otro lado, la linea
s” mostr6 mayor grado de severidad de las lesiones respecto a las lineas antes
mencionadas con una hiperplasia de las glandulas casi del doble en relacién a los
controles (1,90) y una atrofia de las vellosidades del 40 % (0,6). Estas diferencias
histopatolégicas (mayor atrofia y fusion de vellosidades, criptas hiperplasicas) no
mostraron asociacién con el porcentaje de expulsién observado en el estudio, ya que
esta linea tuvo valores de expulsion a los 15 dias significativamente similares a las
lineas sy h". Es decir que, al menos en la porcion del intestino estudiada, la magnitud
de la respuesta inflamatoria no condiciona el resultado de la expulsién ya que la linea
s” tuvo mayor reaccion histopatolégica que la linea t, pero menor porcentaje de

expulsion.

La reaccion, mas exacerbada a nivel histopatologico de la porcion del duodeno
analizada, con incluso congestion y edema de la ldmina propia, la presento la linea h
sobre todo a los 15 y 60 dpi. Este hecho discrepa con lo observado en otros estudios,
en donde las lineas con menor indice de expulsibn mostraron menor reaccion
inflamatoria (Lawrence y col., 1998). A su vez, supondria una respuesta Th2 mas
fuerte. Este comportamiento podria tener alguna relacion con lo observado en el
trabajo de Dehlawi y Wakelin (2002) quienes demostraron que los cambios en los
indices mitéticos y la relacion vellosidad-cripta es dependiente de la dosis
suministrada, y como se remarco anteriormente, por la alteracion del estado de salud
de los animales, la linea h fue la Unica sometida, en relacion a lo expresado por Bell y
Liu (1988), a una dosis alta en comparacion con las demas lineas.

Con respecto a las células mucosas de Goblet, en la evaluacién histopatologica
no se observaron modificaciones de consideracion en ninguna de las lineas lo que
podria deberse a la relativa susceptibilidad de todos los animales y a una mayor

actividad de estas células en yeyuno.

Es de relevancia remarcar que a los 60 dpi todas las lineas recuperaron la
arquitectura histologica normal del duodeno, a excepcion de la linea h que en el
momento del punto final humanitario aun presentaba un infiltrado inflamatorio

linfoplasmocitico en la lamina propia y vellosidades, glandulas reactivas y congestion.
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En el trabajo de Kamal'y col. (2001) se observd que ratones inmunolégicamente
normales infectados con 300 larvas de T. spiralis mostraron el patrén caracteristico de
respuesta inflamatoria intestinal, algo que no fue observado en ningunas de las lineas
seleccionadas por peso de forma tan marcada. A su vez, advirtieron que los cambios
histopatoldgicos se encuentran disminuidos en ratones deficientes en células T lo que
indica una dependencia de ellas, y un incremento en la sobrevida de los gusanos
adultos. Esto coincide con lo observado en las lineas en estudio donde ninguna fue
capaz de eliminar la totalidad de los gusanos adultos al dia 15 post-infeccion lo que
podria estar marcando una deficiencia de células T de estos ratones y brindaria mas
evidencia acerca de la susceptibilidad a la infeccion por T. spiralis a la dosis

suministrada.

Esta claro que la expulsion no es un proceso unico, con un unico efector
encargado en producirla. Animales cuyo sistema inmunolégico no presenta
alteraciones muestran un patron de expulsién genéticamente determinado y variable
entre cepas (Wakelin, 1980). Los ratones inmunolégicamente deficientes no muestran
este patron, pero en la mayoria de los casos expulsan de igual modo a los gusanos.
Mayormente los ratones inmunoldgicamente normales responden con un grupo de
respuestas inflamatorias e inmunes similares, algunas de las cuales son dependientes
de células T y otras no; pero hay una variacion considerable dependiente de cada
cepa en el tiempo, grado y secuencia de estas respuestas. Una conclusion que puede
surgir de esto es que el intestino tiene una respuesta estandar (de multicomponentes
y no selectiva) a la infeccion con T. spiralis (y otros nematodos), y que varios de estos
componentes solos o0 en combinacion pueden producir la expulsién de los gusanos
habiendo una considerable redundancia en el sistema. Incluso la ausencia de
elementos importantes de la respuesta (atrofia de vellosidad o mastocitosis) no
previenen la ocurrencia de la expulsion. Lo que si parece ser esencial para un patron
normal de expulsidbn es una respuesta Th2 antigeno especifica, la liberacion de
citoquinas de tipo 2 (especificamente IL4) y cambios fundamentales en un nimero de
mecanismos regulatorios de mucosa (proliferacién de células madres, permeabilidad
vascular y epitelial, y control neuroendocrino), si bien ello no se demostr6 en este
trabajo. Cualesquiera que sean los eventos precisos que llevan a los gusanos a

abandonar el intestino, en general, parece aceptarse que estos no incluyen
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mecanismos efectores antigeno especificos que ocasionen dafios directos e
irreversibles en los gusanos. La inflamacion en el mas amplio de los sentidos aun
parece ser la primera causa de la expulsion de los gusanos de Trichinella (Kamal y
col., 2001).

Las respuestas informadas hasta este punto se enfocaron mayormente en las
diferencias observadas entre las distintas lineas ante el desafio con T. spiralis.
También se analizd el efecto que podria tener sobre la capacidad infectante del
nematodo, el realizar un pasaje por cada linea derivada de CF1 y luego infectar con
las larvas musculares obtenidas a una unica linea, la C57BL/6 que es la cepa en la
que se mantiene el parésito. Este ensayo fue llevado a cabo con la dosis Unica de 300
larvas infectivas, tal como fue realizado por Fabre y col. (2009).

Al analizar los resultados de la digestion enzimatica del diafragma de los
ratones C57BL/6 infectados con larvas provenientes de las diferentes lineas derivadas
de CF1, se encontraron diferencias significativas en las cargas de larvas musculares.
Estas variaciones, debido a que el genotipo hospedador es el mismo, deben estar
dadas por algun cambio en el fenotipo del parasito luego del pasaje por las lineas
derivadas CF1. Una diferencia encontrada en estas lineas es que la linea liviana s
presentd el menor valor de eosindfilos circulantes con respecto a las demas lineas y
a su vez no mostré diferencias significativas en sus valores a lo largo del tiempo de
infeccion. Fabre y col. (2009) observaron gue las larvas infectantes provenientes de
ratones C57BL/6 deficientes de eosindfilos (PHIL) resultaron menos eficientes en
propagar la infecciébn que los ratones C57BL/6 normales, aunque no realizaron
estudios para dilucidar de qué manera se ejerce esta modificacion. Son necesarios
mayores estudios para poder aseverar que el pasaje de T. spiralis por la linea s
produjo modificaciones en el parasito y de qué manera eso puede influenciar en la

capacidad infectante del mismo.
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5. CONCLUSIONES

Las simbiosis consisten en relaciones de diferente tipo entre diferentes
especies. El parasitismo es un caso particular de simbiosis y las enfermedades
asociadas se manifiestan como fenotipos particulares y complejos del hospedador,
uno de los participantes de la relacion. Como todo fenotipo la enfermedad parasitaria
reconocible en el hospedador es el resultado de las acciones conjuntas del genotipo
del individuo que la padece, del ambiente en que dicho genotipo se expresa y las
potenciales relaciones genotipo-ambiente tales como interacciones y correlaciones.
Sin embargo, por tratarse de un caso que involucra dos especies, el resultado de esa
interaccion interespecifica introduce una particularidad a este vinculo biolégico en
tanto, la salida del sistema resulta de las caracteristicas no de un genotipo sino de
dos: el del hospedador y el del parasito y de las relaciones que dichos genotipos
establecen con el ambiente. En el caso de la trichinellosis, el hospedador brinda el
ambiente en el que el parasito cumple los diferentes estadios y dicho ambiente esta
modulado por el genotipo del hospedador.

El planteo experimental utilizado en esta tesis intentd relevar algunos aspectos
de este vinculo al trabajar con diferentes genotipos de Mus musculus e indagar en qué
medida los ambientes ofrecidos por el hospedador se vinculan con las particularidades
del parasito para dar como respuesta fenotipos particulares que posibiliten diferenciar

grados de resistencia /susceptibilidad entre las lineas del modelo murino empleado.

La infeccion experimental con T. spiralis permitié determinar que la linea t, sin
seleccionar, fue la que mas eficientemente expulsé los adultos intestinales y la que,
junto con la h’, presentd la menor carga relativa de larvas enquistadas en los
musculos. Por este motivo, esta linea se clasifica como resistente a la dosis
suministrada, en comparacion con las demas lineas. Por el contrario, la linea h
claramente se clasifica como susceptible a la infeccion, debido a que fue la que tuvo
mayores problemas para expulsar a los adultos (siendo la gque mas gusanos
intestinales presentd al dia 15 post-infeccion), la que presenté la mayor carga de
larvas enquistadas y la que manifestd una disminucion significativa del peso corporal,

disminucién de la actividad, mal aspecto del manto y descargas oculares, lo que llevé
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a la decision de aplicar el punto final humanitario en estos animales. A su vez fue la
gue mostré cambios mas marcados a nivel histopatologico en la porcion de duodeno
estudiada, presentando alteraciones de la estructura histolégica normal al momento

de su sacrificio, hecho que no ocurrié en el resto de las lineas.

El porcentaje de eosindfilos circulantes no mostr6 un patrén asociado al
comportamiento de las lineas frente a la infeccion. Los valores fueron los mas
elevados precisamente en las dos lineas clasificadas como resistentes y susceptibles,
demostrando el papel controversial que juegan estas células en la infeccién expresado

en la bibliografia.

A su vez, se buscé indagar sobre la capacidad de los distintos hospedadores
utilizados para generar alteraciones en el nematodo durante el transcurso de la
infeccion. Esto se confirmé a través de la variabilidad observada en la infeccion en
ratones C57BL/6 con larvas de T. spiralis recuperadas de los ratones de las distintas
lineas derivadas de CF1. La linea s cuyos eosindfilos fueron los mas bajos del estudio
y, que mostraron la menor variacion, modifico de algin modo la capacidad infectante
de T. spiralis ya que el numero de larvas recuperadas de los masculos en los ratones
C57BL/6 infectados con larvas de esta linea fue significativamente menor que en los
demas ratones. Esto marcaria la actividad de los eosindéfilos como esenciales para
producir tolerancia en el hospedador asegurando el éxito de las infecciones siguientes,
lo que solo genera mas interrogantes acerca de cuanto de la respuesta inmune hacia
T. spiralis es el resultado de una defensa competente del hospedador y cuanto es
orquestado por el nematodo.

La variabilidad observada en los hospedadores seria producto de la seleccion
artificial por peso corporal que habria generado un desbalance genético en las lineas
mostrando alteraciones en su aptitud biolégica y produciendo cambios a nivel
inmunoldgicos denotados en la respuesta hacia T. spiralis. Asimismo, no puede
dejarse de mencionar el posible rol desempefado por los procesos dispersivos
asociados al bajo tamafio efectivo que podria haber llevado a la fijacion de diferentes

alelos en las diferentes lineas.

El estudio realizado reafirma la importancia del modelo experimental utilizado y

enfatiza en su aprovechamiento para estudios que puedan ser extrapolados hacia
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especies epidemiolégicamente mas relevantes en las diferentes enfermedades

parasitarias.
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