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RESUMEN

La anisakidosis es una enfermedad parasitaria causada por la ingestion accidental de larvas
de nematodos pertenecientes a la familia Anisakidae. La infeccion se adquiere tras la
ingestion de pescado parasitado crudo o poco cocinado (Sakanari & McKerrow, 1989).

Con el fin de estudiar el posible efecto de los productos larvarios de Anisakis simplex
(extracto total y productos de excrecion-secrecion) sobre el sistema del complemento, como
mecanismo para evadir la primera linea de defensa del hospedador, nos hemos planteado el
analisis de los efectos de dichos productos larvarios, tanto por la via alternativa como por la
via clésica. Tanto el extracto total como los productos de excrecion-secrecion de A. simplex
presentaron una mayor actividad moduladora sobre la via clésica que sobre la via alternativa.
Asimismo, los productos de excrecidon-secrecion manifestaron una actividad mayor a la
obtenida por el extracto total. Con el fin de comprobar si la actividad de los productos
larvarios se producia mediante un proceso enzimatico o mediante deplecion de factores del
complemento, se estudid la influencia de la temperatura y del tiempo de preincubaciéon. Por
otro lado, se estudio la influencia de concentraciones crecientes de cationes bivalentes (calcio
y magnesio), para asi, verificar un posible efecto quelante de dichos cationes, imprescindibles
para la activacion del complemento. Finalmente, se investigd una posible interaccion de los
productos larvarios con el componente C3 del complemento, ya que constituye un elemento

fundamental del sistema.



~
M ) Anisakis simplex: Actividad de los productos larvarios sobre el sistema del complemento

SUMMARY

Anisakidosis is a human disease caused by the ingestion of larval nematodes from the
family Anisakidae. The infection is acquired by eating raw seafood or undercooked fish and
squid (Sakanari & McKerrow 1989).

The effects of the larval products (crude extract and excretory-secretory) of Amisakis
simplex on the classical and alternative pathways of human complement system were
investigated. This could constitute a mechanism to evade host defences, similarly than in
other parasitic diseases. The larval products showed a stronger effect on the classical pathway
than on the alternative pathway. The most pronounced modulating effects were found for the
excretory-secretory products. In order to investigate the mechanism underlying the
anticomplementary effect, the larval products were tested but now using different
preincubation conditions. To verify a possible chelating effect, the influence of raising Ca*"
and Mg”" concentrations on the inhibitory effects of the larval products was evaluated. In an
attempt to refer the inhibitory potential on the lysis of the larval products to a specific
mechanism of reaction of the whole complement system, we tested the effect of the larval
products on an individual complement component, C3, via the classical and the alternative

pathways.
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I. INTRODUCCION
1. Anisakis simplex

Al igual que el resto de las especies del mismo género, Anisakis simplex, presenta un ciclo
biologico indirecto en el que se encuentran estadios larvarios de vida libre, estadios larvarios
parasitos, en hospedadores tanto paraténicos como intermediarios, y estadios larvarios y
adultos, en hospedadores definitivos.

El hombre se convierte en hospedador accidental al ingerir pescado infectado por larvas de
tercer estadio (L3). Estas larvas no se desarrollaran hasta adultos, aunque van a causar el

cuadro clinico conocido como anisakiosis (Deardorff y col., 1982).

€l hombre se convierte en
hospedador accidental al ingerir
pescado infectado con la L3

6]

(5]

Los hospedadores definitivos
ingieren pescados infectados
con la L3 de A. simplex

Los crustaceos son ingeridos
por peces o cefalépodos
(hospedadores paraténicos)

L3 - L4 — Preadulto - Adulto

4]

La L2 es ingerida por:
- crustaceos pequenos
(hospedadores paratenicos)
- crustaceos grandes
(hospedadores intermediarios)

Los huevos sin embrionar
salen al agua con las heces
del hospedador definitivo

2 -3

©
La L2 sale al exterior 9

manteniendo la cuticula
de la muda anterior a
modo de vaina

En €l medio acuatico tiene
lugar el embrionamiento y
la muda
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Por lo tanto, la infeccion se adquiere mediante la ingestion de pescado crudo o poco
cocinado parasitado por la L3, que intentara atravesar la mucosa gastrointestinal, dando lugar
a las diferentes manifestaciones clinicas de la enfermedad.

La invasion de las larvas a través de la mucosa, submucosa y musculatura del tracto
gastrointestinal conlleva una serie de signos y sintomas que pueden variar en funcién de
donde se asiente la larva (Ishikura y col., 1993), aunque, en términos generales, se acompafia
de dolor abdominal y epigéstrico, nauseas, vomitos, ulceraciones, diarreas e, incluso,
presencia de sangre en los jugos gastricos o en las heces (Smith y Wootten, 1978; Oshima y
Kliks, 1987; Petithory y Marty, 1988; Ishikura y col., 1993). Antecedentes de ingesta de peces
o cefalopodos crudos pueden inducir a la sospecha de la existencia de anisakidosis.

Seglin su localizacion, la anisakidosis se divide en géstrica, intestinal o ectopica (Ishikura y
col., 1993). Sin embargo, debido a la gran variedad de manifestaciones gastrointestinales que
produce dicha enfermedad, la mayor parte de las veces es mal diagnosticada. Asimismo, se
deberia citar la anisakidosis alérgica como otra variante de esta parasitosis. En este caso los
sintomas agudos estan causados por una reaccion alérgica de tipo I en la pared gastrointestinal
(Suzuki y col., 1970; 1975).

Por otra parte, Sakanari y McKerrow confirmaron en 1990, mediante microscopia
electronica, que las larvas de Anisakis invaden la mucosa y submucosa gastrointestinal
mediante la formacién de tineles y zanjas en los tejidos. Estos autores afirmaron que los
productos larvarios de excrecion-secrecion (ES), entre los que se encuentran una serin
proteasa con actividad similar a la tripsina de los mamiferos y una metaloproteasa
(aminopeptidasa), degradan in vivo macromoléculas similares a las que se encuentran en la
mucosa y submucosa del estomago e intestino. Asimismo, comprobaron que las serin
proteasas son capaces de degradar la mayor parte de los tejidos gastrointestinales, al degradar
componentes tales como proteinas y coldgeno, siendo incapaces de degradar otras sustancias

como la elastina (que no es un componente mayoritario de los tejidos gastrointestinales).
2. SISTEMA DEL COMPLEMENTO

Se define como complemento un sistema funcional de mas de 30 proteinas, que
constituyen el 15% del peso de la fraccion globulinica del suero, y que se activan de modo
secuencial, interaccionando entre si de modo regulado formando una cascada enzimatica,
permitiendo una amplificacion de la respuesta humoral. Muchos de los componentes del

complemento son proenzimas (zimdégenos) que se activan cuando son escindidas, y en las que
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el centro activo estd enmascarado, requiriendo su rotura proteolitica para convertirse en
enzimas activas. Cada una de las proteinas del complemento ademds de influir en que la
reaccion consecutiva prosiga, puede tener a su vez, diferentes acciones bioldgicas importantes
en la defensa del organismo frente a agentes patogenos.

Las funciones efectoras del complemento pueden activarse por tres vias. Hasta hace muy
poco se hablaba de dos rutas de activacion del complemento, la clasica y la alternativa, pero,
recientemente, se ha descubierto una tercera via, denominada via de lectina de union a

manano (via MB-Lectina).

VIA CLASICA VIA MB-LECTINA

VIA ALTERNATIVA

Unié6n de lectina a las

Complejos Ag-Ac Superficie de los
superficies de agentes patégenos
agentes patégenos
Activacién del
complemento
Cuadro 1.
Representacion
esquematica de la \] Y
easeaad el Reclutamiento de Opsonizacién de Muerte de los
complemento

células inflamatorias agentes patégenos agentes patégenos

e La via clasica conecta con la respuesta inmune adaptativa por medio de su interaccion

con inmunocomplejos (se activa por la unidon del anticuerpo al antigeno).

Cuadro 2. Fase
inicial de la Via Clasica

T
Cls = Cls
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e [a via alternativa conecta con la respuesta de inmunidad natural o inespecifica,
pudiéndose iniciar cuando un componente del complemento, espontdneamente activado, se
une directamente a la superficie de un agente patégeno. Esta via proporciona un bucle de
amplificacion de la via clasica de activacion del complemento, ya que, uno de los

componentes activados de la via clasica, también es capaz de iniciar la via alternativa.

Cuadro 3. Circuito de C4b2a de superficie
amplificacion de la C3iBb de actividad al ralentf
activacién de C3 proteasas exégenas

@ activacién

K () — .

e [a via MB-Lectina es una especie de variante de la ruta clasica, pero que se inicia sin

necesidad de anticuerpos, y por lo tanto, pertenece a la inmunidad innata. Se inicia por la
unidn de una lectina del suero, la lectina de unién a manano, a carbohidratos presentes en las
superficies de agentes patdgenos.

Por tanto, el complemento parece ser una parte importante de la inmunidad humoral innata
que ha sido controlada por la respuesta humoral adaptativa. Todo ello convierte al sistema del
complemento en un mecanismo de defensa eficaz y efectivo.

Los procesos de la cascada del complemento pueden dividirse en dos secuencias de
reacciones, tempranas y tardias. Los procesos tempranos consisten en una serie de pasos
proteoliticos en los que una proteina precursora inactiva se escinde en dos, un fragmento de
mayor tamafo, que tiende a depositarse sobre las superficies de agentes patdgenos (o sobre
las superficies de las células vecinas) y que contribuye al siguiente paso de rotura proteolitica,
y un péptido pequefio que se libera de la célula, pasando a la fase fluida y que,
frecuentemente, media en respuestas inflamatorias. Los procesos tempranos de cada via
finalizan con la produccion de una proteasa denominada C3 convertasa, llamada asi porque es
especifica para la rotura proteolitica del componente C3 del complemento, que se une

covalentemente a la superficie del agente patogeno.
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Los procesos tardios comprenden el ensamblaje de los componentes finales, y la
consiguiente formacion del complejo citocida de ataque a la membrana (MAC, del inglés
membrane attack complex). El resultado final es la formacion de un poro en la bicapa lipidica

de la membrana, que destruye su integridad.

©

(6.

| o
Q-0
esquematica de( | l : '@ -

la formacién
del MAC

C5b67 C5b678 C5b6789,, (MAC)

Los componentes clave activados del complemento estan sujetos a una fuerte regulacion, y
asi son rdpidamente inactivados a menos que se unan a la superficie del agente patégeno
sobre el que se ha iniciado su activacion. También existen algunos puntos en los que actian
proteinas reguladoras sobre componentes del complemento, para evitar que su activacion

inadvertida sobre células del huésped pudiera dafiarlas accidentalmente.

Las consecuencias de la activacion y fijacion del complemento incluyen:

e Destruccion litica directa del microorganismo o célula diana.

e Opsonizacién de agentes patodgenos, con la consiguiente mejora de la fagocitosis y
destruccion de los mismos.

e Atraccion quimiotactica de leucocitos hacia las zonas de inflamacion y activacion de los
mismos, incremento de la quimiotaxis sobre los fagocitos, y funcién anafilotoxina en el
control de la respuesta inflamatoria.

e Amplificacion de la respuesta humoral especifica, facilitando la localizacién de los
antigenos por parte, tanto de los linfocitos B como de las células presentadoras de antigenos
(CPA), y reduciendo el umbral de sensibilidad para la activacion de los linfocitos B.

e Solubilizacion y aclaramiento de inmunocomplejos.
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3. SISTEMA DEL COMPLEMENTO Y PARASITOS

El sistema del complemento representa una parte importante del sistema innato de defensa
frente a los agentes patogenos, con una capacidad rudimentaria para discriminar entre lo
propio y lo no propio. Por lo tanto, este mecanismo de primera linea de defensa juega un
papel crucial frente a virus, bacterias, hongos y parasitos (Joiner, 1988).

Todos los microorganismos, especialmente aquellos que entran en contacto con la sangre,
deben evitar, de una u otra forma, el efecto destructivo del sistema inmunoldgico del
hospedador, para lo cual han desarrollado una variedad de estrategias durante la evolucion
que les permite su supervivencia en un medio hostil. Por lo tanto, el éxito de los
microorganismos como pardsitos humanos, proviene de su habilidad para evadir el
reconocimiento y/o evitar la destruccion por los mecanismos de defensa del hospedador, tanto
naturales como adquiridos, entre los que se encuentran citoquinas, células presentadoras de
antigenos, células fagociticas y el sistema del complemento (McLaren, 1984).

Entre las estrategias empleadas por los patdogenos se encuentran la eliminacion, inhibicion
o utilizacion del complemento en su propio beneficio, para, de este modo, resistir a la
fagocitosis o al dafio causado por la actividad litica mediada por el complemento. Algunos de
estos procedimientos se basan en imitar, funcional, estructural o antigénicamente, a las
proteinas del sistema del complemento del hospedador, incluyendo secuencias homologas
parciales con dichas proteinas. Estas estrategias incluyen dos categorias principales y cuatro
subcategorias, siguiendo parte de la terminologia propuesta en afos anteriores por diferentes

autores (Joiner, 1988; Cooper, 1991; Fishelson, 1994; Jokiranta y col., 1995; Kotwal, 1996).
3.1. TACTICAS PARA EVITAR EL RECONOCIMIENTO
3.1.1. Enmascaramiento

Las cepas mas patdogenas de microorganismos son, generalmente, aquellas que sufren una
pobre o nula activacidén del complemento sobre sus superficies, imitando, de esta forma, a las
células del hospedador. Estas moléculas suelen ser acidos sidlicos de bacterias encapsuladas
(Joiner, 1988) o de parasitos (Kipnis y col., 1981; Joiner, 1988), asi como glicoproteinas de
superficie (Ferrante y Allison, 1983) y lipofosfoglicanos (Puentes y col., 1988) de parasitos.
De este modo actua Schistosoma mansoni, ya que modifica los acidos sialicos de su superficie

para, posteriormente, desprenderse del glicocalix, el cual constituye su principal inmundgeno
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y el mas potente activador de la via alternativa, con el fin de evadir su reconocimiento

(Marikovsky y col., 1990).
3.2. TACTICAS PARA EVITAR LA ELIMINACION
3.2.1. Eliminacion del complemento

Una vez desencadenada la activacion del sistema del complemento del hospedador, el
parésito tiene que utilizar otros mecanismos para evitar su eliminacion. Uno de ellos consiste
en desprenderse de la unién de los complejos del complemento, en particular de los formados
en la fase litica, donde tiene lugar la formacion del MAC. Valiéndose de estas estrategias,
Fasciola hepatica es capaz de promover la eliminacion de los inmunocomplejos iniciales y
del componente C1 de su superficie celular (Duffus y Franks, 1980). Por otro lado, tanto
Leishmania major (Puentes y col., 1990) como Naegleria fowleri (Toney y Marciano-Cabral,
1994) desprenden de sus superficies los complejos C5b-9 formados.

Otra tactica de enmascaramiento se basa en provocar un consumo de componentes del
complemento en lugares alejados de la diana del microorganismo. De este modo actia Taenia
solium que es capaz, a través de polisacaridos sulfatados, de activar el complemento en zonas
alejadas de su superficie (White y col., 1992).

Otros mecanismos consisten en la degradacion proteolitica y la fosforilacion de
componentes del complemento, asi como en la inactivacion de las anafilotoxinas originadas
durante la activacion de este sistema. Estos tres mecanismos son probablemente formas mas
seguras para conferir proteccion frente a la atraccion quimiotactica, la opsonizacion y la lisis.

El primero de ellos, la degradacion proteolitica, lo lleva a cabo Paragonimus wetermani,
que a través de una cistein proteasa acida de 27 kDa degrada al componente C3 (Yamakami y
col., 1995). Un ejemplo del segundo mecanismo lo presenta Leismania spp., que a través de
diversas protein quinasas de su membrana plasmatica, fosforila los componentes C3, C5 y C9
(Hermoso y col., 1991). Por ultimo, la inactivacion de las anafilotoxinas C3a y C5a es llevada
a cabo por Entamoeba histolytica (Reed y col., 1995) gracias a una cistein proteasa
extracelular de 56 kDa, que actia provocando la proteolisis de estos factores proinflamatorios,

a pesar de que activa el complemento por la via alternativa al degradar C3.
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3.2.2. Inhibicion del complemento

Los patdgenos utilizan una amplia variedad de mecanismos para inhibir el complemento.
Probablemente, el procedimiento mas efectivo es aquel que consiste en obstaculizar
estéricamente el acceso del complemento, tanto en las fases iniciales de su activacion, como en
los procesos terminales de ataque a la membrana. L. major logra esto gracias a un
lipofosfoglicano de superficie de gran tamafio, que es el principal aceptor de C3 (Puentes y col.,
1988), y a través del cual es capaz de activar el complemento, evitando posteriormente la lisis
gracias a la capa que recubre a este parasito. En el caso de S. mansoni la inhibicion del
complemento es a través de la doble membrana (McLaren y Hockley, 1977), y en los
promastigotes de Leishmania amazonensis y los amastigotes de Trypanosoma cruzi se consigue
gracias a contituyentes externos de la membrana (lida y col., 1989; Nunes y col., 1997).

Otras estrategias incluyen la exposicion de moléculas de unién a C1, no necesariamente
proteinas, las cuales interfieren directamente con la activacion de la via clasica. La
paramiosina de muchos helmintos, entre ellos S. mansoni y T. solium, bloquea la funcién de
Clq, uniéndose a sus tallos de tipo coldgeno, pero no a las cabezas globulares, e inhibiendo
directamente el inicio de la via clasica (Laclette y col., 1992; White y col., 1992).

Durante muchos miles de afos de co-evolucion junto con sus hospedadores obligatorios,
muchos patéogenos han desarrollado propiedades funcionales idénticas a aquellas usadas por
las células del huésped, con el fin de evitar su destruccion por el complemento (evolucién
convergente). Asi, han sido identificadas un amplio nimero de proteinas pertenecientes a los
patdogenos que comparten similitudes funcionales o estructurales con proteinas o receptores
del complemento. En otros patogenos, el fendémeno de imitacién molecular puede representar
la conservacion de motivos ancestrales de reconocimiento molecular. En este sentido, 7. cruzi
utiliza una proteina semejante a C9 para escapar de las vacuolas acidicas y pasar al citosol
para continuar la infeccion en el hospedador (Andrews y col., 1990). Otro modelo lo muestra
Onchocerca volvulus, cuyo antigeno RAL-1 presenta una secuencia homologa con el receptor
de Clq, por lo cual se podria unir a éste inhibiendo la accién del complemento (Malhotra y

col., 1993).
3.2.3. Utilizacion del complemento

Los patogenos no solo utilizan el complemento para invadir las células, sino que también

lo hacen para su propia defensa; asi la adsorcion de proteinas reguladoras del huésped en fase

10
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fluida, como el factor H, constituye una estrategia para inhibir la via alternativa de activacién
del complemento. Ademés, los patdgenos intracelulares pueden controlar la maquinaria
celular para su propio beneficio, induciendo, por ejemplo, la expresion de proteinas
reguladoras del complemento sobre la superficie de las células infectadas, y previniendo su
destruccion por el sistema inmune del hospedador.

Rimoldi y col. en 1989 demostraron que la internalizaciéon de los tripomastigotes de 7.
cruzi en las células fagociticas se mejoraba en presencia del componente Clq, el cual se unia
al parésito, y actuaba como una opsonina. Asi, indicaron la posibilidad de que 7. cruzi pudiera
utilizar el receptor de Clq como mecanismo de entrada en las células del huéped, basdndose
en el hecho de que la interaccion de un ligando con su receptor favorece la internalizacion del
mismo.

Un mecanismo parecido emplean Babesia rodhaini (Cooper, 1991), los merozoitos de
Plasmodium spp. (Cooper, 1991) y los promastigotes de L. major (Da Silva y col., 1989), al
aprovecharse del deposito de fragmentos de C3 para penetrar en el interior de las células a
través de receptor para el complemento tipo 1 (CR1).

Otros tres parasitos son capaces de inducir la activaciéon del complemento mediante la
degradacion del componente C3, facilitando su entrada en las células. E. histolytica lo
consigue gracias a una cistein proteasa de 56 kDa (Reed y col., 1989). Por otro lado, los
promastigotes de Leishmania mexicana y Leishmania donovani, a través de la glicoproteina
de superficie gp63, son capaces de degradar el componente C3 para inducir la activacion del
complemento vy, asi, ser endocitados por los macréfagos (Chaudhuri y Chang, 1988; Puentes y
col. 1989).

Otra posible estrategia que emplean los parasitos en beneficio propio, la constituye el
mimetismo molecular de los componentes del complemento. Dicha imitacién permite a los
patdgenos evitar su destruccion, bien directamente, inhibiendo el complemento o empleando
el mismo para su entrada en las células hospedadoras, o indirectamente, mediante la
adquisicion de un inhibidor por imitacion de su ligando. De este modo actuan L. major y L.
donovani, ya que su antigeno de superficie gp63 presenta similitud funcional con iC3b y
reactividad cruzada con C3, con lo cual se facilita su unién a los receptores CR3 y CR4
(Russell y Talamas-Rohana, 1989).

Por otro lado, la resistencia a la destruccion por el complemento se correlaciona en muchos
casos con la virulencia de una especie patdégena. Esto queda evidenciado claramente en el
caso de Leishmania tropica, facilmente destruida por el complemento y que muestra una

infeccion localizada en piel, mientras que, por el contrario, L. donovani es 10 veces mas

11
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resistente a la accion del complemento y presenta una infeccion diseminada a través de las
visceras causando enfermedad a menudo fatal.

El analisis de las estrategias conocidas y la elucidacion de las atn desconocidas ayudara,
probablemente, al desarrollo de nuevas formulas terapéuticas y preventivas para controlar las

diversas enfermedades parasitarias.

II. OBJETIVOS

Con el fin de estudiar el posible efecto de los productos larvarios de Anisakis simplex sobre
el sistema del complemento, como posible mecanismo para evadir la primera linea de defensa

del hospedador, nos hemos planteado los siguientes objetivos:

O Estudio de los efectos de los productos larvarios de A. simplex sobre la actividad del
sistema del complemento por la via alternativa.

@® Estudio de los efectos de los productos larvarios de 4. simplex sobre la actividad del
sistema del complemento por la via clésica.

© Influencia de la temperatura en la actividad de los productos larvarios de A. simplex
sobre el sistema del complemento.

O Estudio de la posible quelacion de calcio y magnesio por los productos larvarios de 4.
simplex.

© Efecto sobre el componente C3.

III. MATERIAL Y METODOS
1. LARVAS DE TERCER ESTADIO DE Anisakis simplex

Las larvas de tercer estadio (L3) de Anisakis simplex fueron extraidas manualmente a partir
de musculo y visceras de bacaladillas (Micromesistius poutassou) frescas destinadas al
consumo humano. Para su obtencidn, se practico un corte longitudinal en la parte ventral de
las bacaladillas, dejando al descubierto los 6rganos internos. Con la ayuda de pinzas y agujas
enmangadas se extrajeron las larvas, una a una, y se depositaron en placas de Petri con agua

corriente. Una vez extraidas y liberadas de sus capsulas, se lavaron repetidamente con agua

12
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hasta que no quedaron residuos de pescado ni de capsulas. Tras su identificacion al
microscopio como tales, se conservaron a 4°C o a -20°C hasta el momento de su utilizacion,
dependiendo de los usos para los que fueran destinadas.

A partir de las larvas se obtuvieron los productos de excrecidon-secrecion (ES) y los

extractos larvarios totales necesarios para la realizacion de los ensayos.
2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se han utilizado conejos de laboratorio pertenecientes a la raza Nueva Zelanda, siendo

alojados en jaulas, y alimentandose a base de piensos y agua a través de biberones.
3. SUEROS HUMANOS

Las muestras de suero empleadas han sido obtenidas a partir de voluntarios sanos, no
sometidos a ningln tipo de tratamiento, mediante puncidon venosa realizada en la Escuela de
Especializacion Profesional de Andlisis Clinicos de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Complutense de Madrid. El lugar de eleccion para realizar la venopuncioén fue la region
venosa antecubital, debido a que, a este nivel, existe una piel fina y movil y las venas son de
grueso calibre y, relativamente, superficiales. La puncion se realizd con aguja estéril y
desechable, limpiando, previamente, la zona elegida con alcohol de 70°. La sangre se aspird
mediante el émbolo de una jeringa de tamafio variable. Para facilitar la puncién venosa, se
aplico en el antebrazo un compresor, retirandose después de introducida la aguja en la vena
para evitar una hemoconcentracion.

Las muestras de sangre se mantuvieron 30 minutos a temperatura ambiente para facilitar su
coagulacién y, a continuacion, se centrifugaron a 3.000 r.p.m. durante 10 minutos,
procediéndose después a la extraccion del suero.

Asimismo, se utilizaron sueros deficientes en el componente C3 del sistema del

complemento, siendo estos suministrados por Sigma®.
4. ERITROCITOS DE CONEJO

Los eritrocitos de conejo se obtuvieron de conejos sanos y no sometidos a ningtn tipo de
tratamiento, tomandoles la sangre de la vena marginal de la oreja, recogida sobre el mismo

volumen de solucion de Alsever, y llevando a cabo lavados de los mismos, posteriormente.

13



~
M ) Anisakis simplex: Actividad de los productos larvarios sobre el sistema del complemento

5. ERITROCITOS DE CARNERO

Se utilizaron eritrocitos de carneros sanos, no sometidos a ningun tipo de tratamiento y

suministrados por bioMérieux.
6. SOLUCIONES Y REACTIVOS

® Stock VSB (cloruro sédico 0,71 M; barbital sédico 24,74 mM; pH 7,35)

Cloruro sOdico (NACL) ...eieeuieeiieiiieieeieeieeee et 20,75 g
Barbital s6dico (CsH iNaNaO3) .vvveeeiieeiieeieeeeeee e 255¢g
HoO destilada .......ooooveiiiiiiiiiiii 400 ml

Ajustar el pH a 7,35 y el volumen a 500 ml con agua destilada
e Stock EGTA solution (EGTA 0,2 M; sulfato magnésico heptahidratado 0,12 M; pH

7,35)
EGTA (C14H24N2010) wvovoiereieeeeeeeeeeeeeee e 3,8¢
HoO deSHIAAR «.c.eveeeeeeeeeee e e 22,5 ml a

Ajustar el pH a 7,35 con lentejas de NaOH

Sulfato magnésico heptahidratado (MgSQO4.7H,0) 1,537 g } b

HoO destilada ......oooovviiiiiiiiiiiiii 22,5 ml

Mezclar a + b y ajustar el volumen a 50 ml con agua destilada
e EGTA-VB (cloruro sodico 0,71 M; barbital sodico 24,74 mM; EGTA 0,2 M; sulfato
magnésico heptahidratado 0,12 M; pH 7,35)

StOCK VSB et 200 ml

Stock EGTA SOIUtION ....eoviiiiiiiiiiieiieieceeieceeeseee e 40 ml

Ajustar el pH a 7,35 y el volumen a 1 1 con agua destilada
e Stock Ca/Mg solution (cloruro magnésico hexahidratado 0,5 M; cloruro calcico

dihidratado 0,15 M)

Cloruro magnésico hexahidratado (MgCl,.6H,0) .....cccoevvevvennnnne. 5,08 ¢
Cloruro calcico dihidratado (CaCly.2H20) ..oeevveevveciiciiicieeiieeieene, 1,10 g
H70 destilada C.8.P. covvvieeeiieeieeeeece e 50 ml

e VSB™ (cloruro sodico 0,71 M; barbital sédico 24,74 mM; cloruro magnésico
hexahidratado 0,5 M; cloruro calcico dihidratado 0,15 M; pH 7,35)

SEOCK VSB e 100 ml

Stock Ca/Mg SOIULION .....oeeeviieeiiieeiieeciee e e e 500 ml
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Hy0 destilada C.8.P. covvieeiieeiee et 500 ml
Ajustar el pH a 7,35
o Alsever’s solution (glucosa 0,11 M; cloruro soédico 0,072 M; acido citrico

monohidratado 2,62 mM; citrato sédico dihidratado 27,2 mM; pH 6-6,2)

Glucosa (CoH12006) wveerririniieeiiieeiieeeie ettt 2,05¢g
Cloruro sOdico (NACL) ....eoeuiiiiieieeiiee e 042 ¢
Acido citrico monohidratado (CeHgO7.H20) v 0,055 ¢
Citrato sédico dihidratado (NazCsHsO7.2H0) ..ooeeeevviicviiiciiicneen, 0,8 g
H,0 destilada C.8.P. wovvieeiieeiieieeieeee et 100 ml

Ajustar el pH a 6-6,2
® Solucion salina (cloruro sédico 0,15 M)
Cloruro s0dico (NACI) ......ocecviieiiieeiie et 9¢g
H,0 destilada C.8.P. wovvieieieeiieieeieeee e 11
e Medio Minimo Esencial de Eagle con sales de Earle (L-glutamina 2mM; bicarbonato

sédico 26,2 mM; gentamicina; pH 5,0)

Medio Minimo Esencial de Eagle con Sales de Earle ....................... 9,6 ¢
L-glutamina (CsHg0N203) woovieeiieiieiieieeceeeeeee e 0,292 ¢
Bicarbonato s6dico (NaHCO3) .....oeeviiiieiiieeiieeceeceee e 22¢
GENLAMICING ..eouviiitiiiiiieieeiteee ettt ettt ettt et s esee s 0,05¢

Ajustar el pH a 5,0 y el volumen a 1 | con agua destilada
e PBS (fosfato monosddico dihidratado 2,56 mM; fosfato disodico dodecahidratado 7,34
mM; cloruro sédico 0,15 M; pH 7,2-7,4)

Fosfato monosodico dihidratado (NaH,PO4.2H;0) ....cevveenvieennnenns 0,40 g
Fosfato disodico dodecahidratado (Na,HPO4.12H,0) ...................... 2,63 ¢
Cloruro SOdico (NACL) ....eievuieeiieiieeieeeeeeeee et 85¢g
H70 destilada C.S.P. covvieeeiieeieeeeeee e 11

Ajustar el pH a 7,2-7,4
7. EXTRACTO LARVARIO TOTAL DE Anisakis simplex
Para la preparacion del extracto larvario total, las L3 de 4. simplex se lavaron varias veces

con agua destilada estéril y se fragmentaron mediante homogeneizacién manual en mortero

hasta obtener una “pasta”. A continuacion esta pasta se sonic6 al 70% de potencia mediante 6
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pulsos de 10 segundos cada uno, con un sonicador Virsonic 5 (Virtis), manteniendo el
producto en bafio de hielo durante toda la duracion del proceso.

Tras dejar al homogeneizado extrayéndose toda la noche en PBS a 4°C, se disperso la pasta
en 7 voliumenes de PBS y se delipidé con 3 volumenes de n-hexano, mediante agitacion
enérgica y decantacion de la fase superior.

La fase acuosa se centrifugé a 11.400 r.p.m. durante 30 minutos a 4°C (Biofuge 17RS,
Heraeus Sepatech), recogiendo el sobrenadante como extracto crudo o total. Dicho
sobrenadante se dializ6 (membranas de dialisis Dialysis Tubing-Visking 24-32"" — 19.0 nm:
30M, Medicell Internacional Ltd.) frente a PBS durante 24 horas y su contenido proteico fue
valorado mediante el método de Bradford (1976). El extracto se congeld a -20°C hasta su

posterior utilizacion.
8. PRODUCTOS DE EXCRECION-SECRECION DE Anisakis simplex

Para obtener los productos de ES, se aislaron L3 de 4. simplex vivas y se lavaron repetidas
veces con agua destilada estéril hasta que no quedaron restos de pescado ni de capsulas, todo
ello en el interior de una campana de flujo laminar.

A continuacion, manteniendo las condiciones de esterilidad, 50 larvas, aproximadamente,
se sembraron en tubos de 30 ml con 20 ml de Medio Minimo Esencial de Eagle con sales de
Earle (Sigma®) y se incubaron a 28°C, realizando cambios semanales del medio, aspirandolo
asépticamente y reemplazandolo por un volumen igual de medio estéril.

El medio obtenido se dializo (membranas de didlisis Dialysis Tubing-Visking 24-32"" —
19.0 nm: 30M, Medicell Internacional Ltd.) frente a PBS durante 48 horas a 4°C, realizando
un cambio de PBS a las 24 horas. Tras concentrar el antigeno mediante una célula de
concentracion bajo presion positiva (célula de concentracion Amicon), provista de su
correspondiente membrana de concentracion (membranas para concentrar YM-10, Amicon) y
valorar la concentracidon de proteinas mediante el método de Bradford (1976), los productos

de ES se conservaron congelados a -20°C hasta su posterior utilizacion.
9. VALORACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD

Se prepard una curva patrén de albumina sérica bovina (BSA) en PBS, a partir de una

concentracion de 1 mg/ml, mediante diluciones de la misma.
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Se anadieron 200 ul de reactivo de Bradford (Bio-Rad protein assay, Cat.No. 500-0006,
Bio-Rad Laboratories GmbH) por cada 800 pl de muestra (diluciones patrones, diluciones
problema y blanco) y se dejo reaccionar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, se realizaron las lecturas de las absorbancias de las muestras en el
espectrofotometro a 595 nm (Pharmacia LKB-Ultrospec I, Pharmacia).

Finalmente, tras realizar la curva patrén de concentraciones/absorbancia con los datos
obtenidos para las diluciones de BSA, se extrapolaron en la misma curva los valores
obtenidos para las diluciones problema, determinando de esta manera la concentracion de

proteinas.

10. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL COMPLEMENTO POR LA ViA
CLASICA

Para la realizacion de estos ensayos de siguid la técnica descrita previamente por Klerx y

col. (1983).
10.1. PREPARACION DE L0OS ERITROCITOS DE CARNERO

Los eritrocitos de carnero se diluyeron en solucion salina en proporcion 1:4 y se
centrifugaron durante 5 minutos a 2.500 r.p.m. (Centrifuge 5403, Eppendorf). Después de
eliminar el sobrenadante, se resuspendio el sedimento en 5 ml de solucién salina y se volvid a
centrifugar en las mismas condiciones anteriormente sefialadas. El lavado del sedimento se
realizé una vez mas, tras lo cual se mantuvieron los eritrocitos en hielo.

A continuacion, se resuspendié una alicuota de 200 pl de sedimento en 9,8 ml de tampon
VSB™, ajustandose la concentracion de eritrocitos de esta suspension a 4 x 10° células/ml.
Para calcular el volumen de tampon VSB™" a adicionar, se tomé una alicuota de 100 pl de esta
suspension y se hemoliz6 con 4,9 ml de agua destilada, midiendo a continuaciéon su
absorbancia a 410 nm en un espectrofotémetro (Pharmacia LKB-Ultrospec III, Pharmacia).
Una DOy de 0,522 corresponde a una suspensién de eritrocitos de 4 x 10° células/ml. Por
tanto, el volumen adicional del tampon VSB™" que se afiadié a la suspension de eritrocitos se

determind mediante la féormula siguiente:

Absorbancia — 0,522
0,522

Volumen adicional de VSB™ = (Vol. Inicial — 100 pl) x
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.. . 4+ ., . .
Tras adicionar el volumen necesario de VSB ', se mantuvo la suspension de eritrocitos en

hielo.
10.2. SENSIBILIZACION DE LOS ERITROCITOS

Una vez obtenida la concentracion adecuada de eritrocitos, se procedio a su sensibilizacion
con anticuerpos anti-eritrocitos de carnero (Hemolisina, Sigma, Product No. S1389). Para ello
se incubo una alicuota de 7,5 ml de esta suspension de eritrocitos con el mismo volumen de
una dilucion del anticuerpo (1:800) en tampén VSB™, durante 10-15 minutos a 28°C.

Tras dicha incubacion, se centrifugd 5 minutos a 2.500 r.p.m. y se resuspendieron los
eritrocitos sensibilizados en 15 ml de tampon VSB™, obteniéndose una concentracion final de

2 x 10® células/ml.
10.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA

Cada concentracion de los productos larvarios problema (50 pl/pocillo) se ensay6d por
triplicado en placas de 96 pocillos de fondo conico (Nunc Plate Cod. 442587, InterMed
Nunc). Para realizar diluciones seriadas se partio de 100 pl de muestra y se traspasaron 50 pl
de éstos a los pocillos siguientes, a los que previamente se habia adicionado 50 pl de tampén
VSB™.

A dos de los tres pocillos de cada concentracion se afiadieron 50 pl de una dilucion de
suero humano fresco (120 pl de suero activo + 10 ml de tampén VSB™), mientras que al
tercer pocillo (pocillo control) se le afiadié el mismo volumen de una dilucion (63 pl de suero
inactivo + 5 ml de tampén VSB™) de suero inactivado previamente (56°C durante 30
minutos).

En cada placa se establecieron, por triplicado, pocillos control de hemolisis en el suero
activo (tampén VSB™ con suero activo en proporcion 1:1), pocillos control de hemolisis en el
suero inactivado (tampén VSB™ con suero inactivado en proporcién 1:1), pocillos control de

100% de hemolisis (agua destilada) y pocillos control de 0% de hemolisis (tampén VSB™™).

18



p
m ) Anisakis simplex: Actividad de los productos larvarios sobre el sistema del complemento

\
4

-
()
-
=
-
N

COC00000®
COC00000
@OCOC0OO0OOO

0000000 -
0000000
.| 9eee e e e -
C0000000
C0000000
| 000|®|®|de -
Q0000000 -
Q0000000 -
@O0 00000

@)
O

N J
Control suero activo 0% Hemolisis PL+SA+GR
(SA+GR) (tampon+GR) (Diluciones seriadas)

O Control suero inactivo O 100% Hemolisis O PL+SI+GR
(SI+CR) (agua+GR) (Diluciones seriadas)

SA: suero activo GR: glébulos rojos
Sl: suero inactivo PL: productos larvarios

A continuacién, se preincubaron las placas durante 30 minutos a 37°C (condiciones
estandar), tras lo cual se afadieron a cada pocillo 50 pl de la suspension de eritrocitos
sensibilizados, volviéndose a incubar las placas, en esta ocasion, durante 60 minutos.

Finalmente, se centrifugaron las placas a 2.500 r.p.m. durante 2 minutos y se transfirieron
50 ul de los sobrenadantes a placas de fondo plano (Cod. 655111, PCS 50) que contenian 200
ul/pocillo de agua destilada, midiéndose las absorbancias a 405 nm en un lector de placas (Elx
800, Bio-Tek instruments, inc.).

Una vez realizados los ensayos bajo condiciones estandar de preincubacién (30° 37°C), se
modificaron los parametros de tiempo y temperatura con el objeto de observar posibles
variaciones en la actividad de los productos larvarios a estudio. Estas nuevas condiciones de
preincubacion fueron 0 y 15 minutos a 37°C, y 30 minutos a 4°C (Halkes y col., 1997).

Otro de nuestros objetivos fue conocer la posible quelacion de calcio y/o magnesio por
parte de los productos larvarios de A. simplex; para ello se aumentaron 2, 4 y 8 veces las
concentraciones normales de dichos iones, empleandose tampones 0,3, 0,6 y 1,2 mM de
calcioy 1, 2 y 4 mM de magnesio (Halkes y col., 1997).

Por ultimo, se utilizaron sueros deficientes en el componente C3 del complemento, con el
fin de clarificar el posible mecanismo de accion de estas sustancias. Al protocolo, en esta

ocasion, se le afadidé un nuevo paso, la adicion a todos los pocillos de 25 pl del suero
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deficiente (dilucion 1:10 con tampén VSB') tras la preincubacion (Halkes y col., 1997),
afladiendo seguidamente la suspension de eritrocitos sensibilizados e incubando 60 minutos a
37°C.

Para el célculo de la actividad del suero expresado como porcentaje de lisis, se utilizé la

siguiente formula:

Actividad del d o lisis = DO control hemolisis SA — DO control hemolisis SI
ctividad del SUero expresado como 7o 1815 B3 control 100% hemolisis — DO control 0% hemolisis

Y para la determinacion del porcentaje de la actividad inhibitoria de las muestras

problemas frente al control se llevaron a cabo los siguientes calculos:

DO pocillos SA — DO pocillos SI
DO control hemolisis SA — DO control hemolisis SI

Inhibicion (%) =

DO: densidad 6ptica
SA: suero activo
Sl: suero inactivo

11. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL COMPLEMENTO POR LA ViA
ALTERNATIVA

11.1. PREPARACION DE L0OS ERITROCITOS DE CONEJO

Para la obtencion de los eritrocitos de conejo se realizaron extracciones de sangre de la
vena marginal de las orejas de conejos sanos, recogiéndose sobre solucion de Alsever en
proporcion 1:1. A continuacion se afiadieron 7,5 ml de solucion salina y se centrifugd durante
5 minutos a 2.500 r.p.m. (Centrifuge 5403, Eppendorf). El sedimento obtenido se resuspendio
en 12,5 ml de solucidon salina y se volvio a centrifugar. Este procedimiento se repitié una vez
mas, tras lo cual se mantuvo el sedimento de globulos rojos en hielo hasta su posterior
utilizacion.

Posteriormente se calculd, como se hizo en el ensayo de la via clésica, la dilucion necesaria
del sedimento para conseguir, en este caso, una concentracion de eritrocitos de 1,15 x 108
células/ml suspendidos en tampén EGTA-VB. Para ello se resuspendieron 400 pl del
sedimento en 7,1 ml del tampoén. De esta solucion se tomaron 100 pl y se hemolizaron con 6,4

ml de agua destilada, determinando a continuacion su absorbancia a 410 nm en un
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espectrofotometro (Pharmacia LKB-Ultrospec IlI, Pharmacia). El volumen adicional de
tampon EGTA-VB se determind mediante la siguiente formula:

Volumen adicional de EGTA-VB = (Volumen Inicial-100 ul) x £bsorbancia — 1,230

1,230

11.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA

Como en el protocolo descrito en el ensayo de activacion del complemento por la via
clésica, las distintas concentraciones de los productos larvarios se dispusieron por triplicado
en las placas de fondo conico (Nunc Plate Cod. 442587, InterMed Nunc), pero afiadiendo,
para realizar las concentraciones seriadas, un volumen de 200 pl/pocillo, inicialmente, y
traspasando 100 pl a los siguientes pocillos, a los que previamente se habia adicionado 200
ul/pocillo de tampén EGTA-VB.

Se establecieron los mismos pocillos control que en el ensayo anterior: control de
hemolisis del suero activo, control de hemolisis del suero inactivado, control de 100% de
hemolisis y control de 0% de hemolisis, pero utilizando, en este caso, tampén EGTA-VB en
lugar del tampén VSB'" empleado para la via clasica.

Tras la adicion de 25 pl de suero normal (dilucién 50% en EGTA-VB) en los pocillos
problema y 25 pl de suero inactivado (dilucion 50% en EGTA-VB) en los pocillos control, las
placas se preincubaron bajo condiciones estandar (30 minutos a 37°C).

A continuacion, se afiadieron 25 pl/pocillo de la suspension de eritrocitos y se incubaron
durante 30 minutos a 37°C, tras lo cual se procedio a la centrifugacion de las placas durante 2
minutos a 2.500 r.p.m. Posteriormente se transfirieron 50 pl de los sobrenadantes a placas de
fondo plano (Cod. 655111, PCS 50) con 200 ul de agua destilada, midiéndose sus
absorbancias a 405 nm en un lector de placas (Elx 800, Bio-Tek instruments, inc.).

Al igual que en los ensayos de la via clésica, se variaron las condiciones de preincubacion
(0 y 15 minutos a 37°C y 30 minutos a 4°C (Halkes y col., 1997)), para observar, del mismo
modo, posibles variaciones en la actividad de los productos larvarios a estudio.

Debido a que sobre la via alternativa solo influye el i6n magnesio, se aument6 al doble la
concentracion normal de este i6n, empleandose tampones de 1 y 2 mM de magnesio (Halkes y
col., 1997), para conocer su posible quelacion por parte de los productos larvarios de A.

simplex.
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Y por ultimo, también se realizaron pruebas sobre esta via utilizando sueros deficientes en
el componente C3 del complemento. Al protocolo, al igual que en el caso de la via clésica, se
le afiadi6 el paso de la adicion de 25 pl del suero deficiente (dilucion 1:10) a todos los
pocillos tras la preincubacion (Halkes y col., 1997), tras lo cual se continu6 con el protocolo
anadiendo los 25 ul/pocillo de la suspension de eritrocitos e incubando 30 minutos a 37°C.

Las formulas empleadas tanto para la determinacion de la actividad del suero como
porcentaje de lisis, como para el célculo del porcentaje de inhibicidon, son idénticas a las

utilizadas para la via clasica.

IV. RESULTADOS

1. EFECTO DE LOS PRODUCTOS LARVARIOS DE Anisakis simplex SOBRE LA
ACTIVIDAD DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO POR LA VIiA ALTERNATIVA

El presente trabajo de investigacion ha tratado de poner de manifiesto la actividad de los
productos obtenidos a partir de las L3 de Anisakis simplex, extracto total y productos de
excrecion-secrecion (ES), sobre el sistema del complemento, mediante la cuantificacion de su
actividad hemolitica producida tras la formacion del complejo de ataque a la membrana.

Para ello, en primer lugar, se realiz6 un ensayo para determinar si dichos productos
larvarios producian o no una inhibicion de la lisis mediada por la activacion del sistema del
complemento por la via alternativa.

Tanto el extracto total como los productos de ES, produjeron una inhibicion dosis-
dependiente de la lisis producida tras la activacion del sistema del complemento por esta via
(Figura 1). Se determinoé la concentracion inhibitoria 50 (ICsp) de los productos larvarios,
concentracion necesaria para producir el 50% de inhibicion de la lisis, utilizando el programa
informdtico descrito por Tallarida y Murray (1987), mostrando unos valores de 0,74 mg/ml

para el extracto total, y de 0,069 mg/ml para los productos de ES (Tabla 1).
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Figura 1. % de inhibicion producido por el extracto total (A) y los productos de ES (B)
de A. simplex sobre la lisis mediada por la activacion del sistema del complemento por la
via alternativa en condiciones estandar de preincubacion (30’ 37°C).

Posteriormente, con el fin de comprobar si esta inhibicién se producia mediante un proceso
enzimatico o bien por depleccion o consumo de los factores del complemento, se realizaron
nuevos ensayos donde se modificaron las condiciones estdndar tanto de tiempo como de

temperatura de preincubacion.
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Figura 2. % de inhibicién producido por el extracto total (A) y los productos de ES (B)
de A. simplex sobre la lisis mediada por la activacion del sistema del complemento por la
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via alternativa a diferentes temperaturas de preincubacion (37°C' y 4°C)

Al realizar el ensayo a 4°C comprobamos que se producia una disminucién en el porcentaje

de inhibicidon, aunque no total, por lo que la actividad de los productos larvarios parece

depender, en parte, de procesos enzimaticos (Figura 2).
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Figura 3. % de inhibicion producido por el extracto total (A) y los productos de ES (B)
de A. simplex sobre la lisis mediada por la activacion del sistema del complemento por la
via alternativa a diferentes tiempos de preincubacion (30’ 15" y 0).

Al disminuir los tiempos de preincubacién comprobamos que el efecto sobre la actividad
del sistema del complemento por la via alternativa es debido, también, a la depleccion de uno
o varios factores, ya que se producia una disminucion en el porcentaje de inhibicion que, sin
embargo, tampoco fue completa (Figura 3).

Los valores de ICsy mostraron que, a condiciones estandar de preincubacion (30° 37°C), la
actividad que presentan los productos larvarios es la mas elevada (Tabla 1). Asimismo, se

pudo observar que, el efecto inhibitorio de los productos de ES, era alrededor de 10 veces

superior al obtenido con el extracto total.
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Tabla 1. Actividad de los productos
larvarios de A. simplex sobre la via
alternativa. Comparacion de la
IC5¢ sobre la actividad hemolitica a
diferentes condiciones de
preincubacion.

| Viaalternativa | gTomerpmpy

30°37°C 15'37°C 0’ 37°C 30" 4°C

Extract
074:022 >5 >5 >5
Productos) 0,069+005 0,4+001 >03 >0.3
de ES

Posteriormente, para verificar un posible efecto quelante de cationes magnesio,

imprescindibles para la activacion del sistema del complemento por la via alternativa, se

estudid la influencia de concentraciones crecientes de este catidn sobre las actividades del

extracto total y de los productos de ES.
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Concentraciéon (mg/ ml) B

Figura 4. % de inhibicion producido por el extracto total (A) y los productos de ES (B)
de A. simplex sobre la lisis mediada por la activacion del sistema del complemento por la
via alternativa en presencia de concentraciones crecientes de magnesio. Condiciones

estdndar de preincubacion (30’ 37°C).

26



~
m ) Anisakis simplex: Actividad de los productos larvarios sobre el sistema del complemento

100 Mg 0,5 mM—e—
Mg1lmM
80
60
=
S
S 40
=2
= 20
e
0
220 1
40 - 5 25 1,25 0,625 0,313 0,156 0,078 0,039 0,02
Concentracién (mg/ ml) A
100 Mg 0,5 mM—e—
Mg 1mM
80
60 -
N
S 40 -
-~
=
= 204
=2
0 < i
-20
0,3 0,15 0,075 0,038 0,019 0,009 0,005 0,002
40
Concentracién (mg/ ml) B

Figura 5. % de inhibicién producido por el extracto total (A) y los productos de ES (B)
de A. simplex sobre la lisis mediada por la activacion del sistema del complemento por la
via alternativa en presencia de concentraciones crecientes de magnesio. 15’ 37°C' de
preincubacion.

Tanto en los ensayos de 30’ como en los de 15 de preincubacion a 37°C, observamos una
disminucién en el porcentaje de inhibicion de ambos productos larvarios al realizar las
pruebas con una concentracion doble de magnesio (Figura 4 y 5), con respecto a la

concentracion normal de este cation, con lo cual se confirma el efecto mediado por quelacion

del cation magnesio (Tabla 2).

CID  (Cwam)

Tabla 2. Actividad de los productos 05 mM 1mM
larvarios de A. simplex sobre la via Baede

alternativa. Comparacion de la ICgg il
sobre la actividad hemolitica a Prod

diferentes concentraciones de I('ie lﬁ%os 00690015 >03
magnesio.
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Por otro lado, se ensayo el efecto del extracto total y de los productos de ES sobre el

componente C3 del complemento por la via alternativa. En este caso, no se observo variacion

alguna en la ICsy de ambas muestras problema (Tabla 3).

Suero normal Suero C3 deficiente

Tabla 3. Actividad de los productos ' =
larvarios de A. simplex sobre la via 074+0,22 116031

alternativa. Comparacion de la IC5p
en suero completo y suero C3

Productos ) 0,069+0,015 0,057+0,011
e

o gk ||
m o
tn =

deficiente.
100
80
g @
=
A
=40
S
x® 20 -
0
2075 2.5 125 0625 0313 0,156 0078 0039 002
Concentracién (mg/ ml) A
100 Suero | ——
Si C
o PRI
= 60
9
22
2 40
=
e 20
0 ~§
03 0,15 0,075 0,038 0,019 0,009 0,005 0,002
-20 -
Concentracién (mg/ ml) B

Figura 6. % de inhibicion producido por el extracto total (A) y los productos de ES (B)
de A. simplex sobre la lisis mediada por la activacion del sistema del complemento por la
via alternativa. Comparacion entre suero completo y suero C3 deficiente. Condiciones

estdndar de preincubacion. (30’ 37°C).
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En estas pruebas, durante la preincubacion, los productos larvarios estaban actuando sobre
algln o algunos de los componentes del sistema del complemento. Tras dicha preincubacion,
se anadio el suero C3 deficiente, no observando recuperacion en la actividad litica del
complemento (Figura 6), lo que demuestra que las sustancias ensayadas deben actuar sobre el
componente C3, ya que si actuaran sobre otros, al anadir suero depleccionado en C3, pero con
el resto de los componentes intactos, se observaria una recuperacion en la actividad litica del

complemento.

2. EFECTO DE LOS PRODUCTOS LARVARIOS DE Anisakis simplex SOBRE LA
ACTIVIDAD DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO POR LA ViA CLASICA

Para cuantificar el efecto de los productos obtenidos a partir de 4. simplex (extracto total y
ES), sobre la actividad hemolitica del sistema del complemento por la via clésica, se siguio el
mismo procedimiento que en el caso de la via alternativa.

Al igual que en el caso anterior, lo primero que se realizé fue un ensayo para determinar en
qué medida se producia la inhibicion de la lisis mediada por el sistema del complemento por
la via clésica, utilizando el extracto total y los productos de ES (Figura 7).

En primer lugar, se observo que, partiendo de las mismas concentraciones de productos
larvarios, el descenso de la inhibicion sobre la lisis mediada por la activacion del sistema del
complemento, se producia a concentraciones inferiores, como asi refleja la ICs

correspondiente (Tabla 4).

EECD ICs0 (mg/m

Via alternativa  Via cldsica

Tabla 4. Actividad de los productos Extracto
larvarios de A. simplex sobre el sistema Uil DLl

L
del complemento. Comparacion de la
IC50 en la via clasica y alternativa de P ﬁog%%tos 0,069+0,015 0005+0,0005
activacion.
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Figura 7. % de inhibicion producido por el extracto total (A) y los productos de ES (B)
de A. simplex sobre la lisis mediada por la activacion del sistema del complemento por la
via cldsica en condiciones estdndar de preincubacion (30’ 37°C).

Con el objeto de determinar si este efecto se debia a procesos enzimaticos o a la depleccion
de factores del complemento, se llevaron a cabo los ensayos donde se modificaron tanto las
condiciones estandar de tiempo como de temperatura de preincubacion.

Cuando la preincubacion se realizd a 4°C (Figura 8), se observo una disminucion en los
porcentajes de inhibicion de la hemolisis respecto a los ensayos donde la preincubacion se
desarroll6 en condiciones estandar (Tabla 5), lo que indica que los productos larvarios de A.
simplex parecen actuar mediante procesos enzimaticos, no siendo €stos el inico mecanismo,

ya que si no la disminucion seria total.

IeE (ginill

Tabla 5. Actividad de los productos 30 37°C 5°37°C 0 37°C 30 4°C

larvarios de A. simplex sobre la via
clasica. Comparacion de la ICgp sobre 0024+0004 035013 087032 077036

la actividad hemolitica a  diferentes
condiciones de Pfc‘fdll}:%os 0,005+00005 0022+0008 >03 >03
e

preincubacion.
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Figura 8. % de inhibicion producido por el extracto total (A) y los productos de ES (B)
de A. simplex sobre la lisis mediada por la activacion del sistema del complemento por la
via cldsica a diferentes temperaturas de preincubacion. (37°C'y 4°C).

Al disminuir el tiempo de preincubacion a 15 y 0 minutos —manteniendo la temperatura a
37°C- (Figura 9) se observé un descenso en los porcentajes de inhibicién de la hemolisis
(mayor a 0 que a 15 minutos) respecto a los ensayos donde la preincubacion se desarrollo en
condiciones estandar (Tabla 5). Esto indica que, la depleccion o consumo de factores del
sistema del complemento, también es un mecanismo de accion del extracto total y de los

productos de ES de A. simplex sobre la via clésica.
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Figura 9. % de inhibicion producido por el extracto total (A) y los productos de ES (B)
de A. simplex sobre la lisis mediada por la activacion del sistema del complemento por la
via cldsica a diferentes tiempos de preincubacion (30, 15" y 0).

Posteriormente, para verificar un posible efecto quelante de cationes calcio o magnesio,

imprescindibles para la activacion del sistema del complemento por esta via, se estudid la

influencia de concentraciones crecientes de ambos cationes sobre el efecto inhibidor, tanto del

extracto total como de los productos de ES.
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Figura 10. % de inhibicion producido por el extracto total (A) y los productos de ES (B)
de A. simplex sobre lisis mediada por la activacion del sistema del complemento por la
via cldsica en presencia de concentraciones crecientes de magnesio. Condiciones
estdndar de preincubacion (30’ 37°C).

En el caso del magnesio no se observo variacion alguna en el porcentaje de inhibicion de
los productos larvarios de A. simplex sobre la lisis inducida tras la activacion de via clésica
(Figura 10), como se aprecia al observar los valores de ICsy (Tabla 6). Esto excluye, por tanto,

que la actividad inhibitoria observada se deba a la quelacién de magnesio.

| 3037°C 1C50 (me/mD

Tabla 6. Actividad de los productos 05 mM 1mM 2mM 4 mM
larvarios de A. simplex sobre la Extracto

via clasica. Comparacion de la 0024:0004  000£0002 009004 003001
IC5¢ sobre la actividad hemolitica a

diferentes concentraciones de 0005+00005 00050002 0,004+0,001 0,005+0001
magnesio.
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En el caso del calcio tampoco se observéd ninguna variacion en la ICsy (Tabla 7), al realizar

los ensayos con concentraciones crecientes de este cation, por lo que se excluye también que

el efecto se deba a la quelacion de calcio (Figura 11).

Tabla 7. Actividad de los productos
larvarios de A. simplex sobre la

via clasica. Comparacion de la
IC5¢ sobre la actividad hemolitica a
diferentes concentraciones de
calcio.

03mM 0.6mM
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Figura 11. % de inhibicion producido por el extracto total (A) y los productos de ES (B)
de A. simplex sobre la lisis mediada por la activacion del sistema del complemento por la
via cldsica en presencia de concentraciones crecientes de calcio. Condiciones estdndar

de preincubacion (30’ 37°C).
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Finalmente, para estudiar la interferencia de los productos larvarios de 4. simplex con el

componente C3 del complemento en la via clasica, se utilizd suero depleccionado

especificamente (C3 deficiente) y se llevaron a cabo los ensayos.
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B

Figura 12. % de inhibicion producido por el extracto total (A) y los productos de ES (B)
de A. simplex sobre la lisis mediada por la activacion del sistema del complemento por la
via cldsica. Comparacion entre suero completo y suero C3 deficiente. Condiciones

estdndar de preincubacion (30’ 37°C).

A diferencia de la via alternativa, donde no apreciabamos variacion alguna entre las curvas

de inhibicién de la lisis obtenidas con suero completo y con suero C3 deficiente, en la via

clasica, observamos una elevada disminucion en el porcentaje de inhibiciéon causado por

ambos productos larvarios (total y ES) al realizar los ensayos con suero depleccionado en C3

(Figura 12). Esto indica que, dichos productos de A. simplex, ademas de actuar sobre el

componente C3 (como ya se vio en la via alternativa), poseen actividad sobre otro u otros de
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los componentes del complemento previos al C3 de la via clasica. Asi, es posible explicar la
recuperacion de la actividad litica del complemento en este ensayo.

En las fases tempranas de la cascada del complemento, las vias alternativa y clasica no
comparten componentes, sino que es a partir de la molécula C3, donde ambas vias de
activacion del complemento confluyen. De este modo, en la via clésica, al afiadir el suero C3
deficiente (pero con el resto de componentes intactos), observamos una recuperacion de la
actividad litica del complemento, ya que el resto de componentes han sido afiadidos (C1, C2 'y
C4), y es uno o varios de los mismos los que permiten la recuperacion.

Por el contrario, en la via alternativa, al estudiar el efecto sobre el componente C3
mediante el empleo de suero depleccionado especificamente, no se produjo recuperacion de la
actividad del complemento, debido a que en su fase temprana carece de los componentes que

permiten la activacion del complemento por la via clésica.

V. DISCUSION

El conocimiento del sistema del complemento, como mediador de la respuesta inflamatoria
aguda, ha conducido a la busqueda de mecanismos de control de su activacion o de inhibicién
de sus componentes, que permitan reducir el dafio producido sobre los tejidos en
enfermedades inflamatorias. El sistema del complemento interviene en los procesos
inflamatorios a través de diversas proteinas, principalmente las anafilotoxinas C3a y C5a.
Ademas, la activacion del complemento estd relacionada con la activacion de otros
mediadores como los sistemas de las quininas y la coagulacion (Frank y Fries, 1991). Los
péptidos C3a y C5a han sido las proteinas del complemento més intensamente estudiadas.
Estas moléculas son capaces de producir los efectos que contribuyen al proceso inflamatorio o
alérgico, como son la degranulacién de basoéfilos, y consiguiente liberacion de histamina y
otras sustancias vasoactivas, el aumento de la permeabilidad vascular y formacion de edema
(Williams y Jose, 1981), la estimulacion de la quimiotaxis de leucocitos (Ward y col., 1979),
la liberacion de enzimas lisosomales (Becker y col., 1974), la agregacion plaquetaria (Becker
y col., 1978) y la generacion de prostaglandinas a partir de macrofagos (Hadding y col., 1982;
Hartung y col., 1983). Ademads, C5a estimula la secrecion de la citoquina proinflamatoria IL-1
a partir de los macrofagos, la liberacion de PAF (del inglés platelet-activating factor) y el
metabolismo oxidativo de los neutréfilos y del acido araquidonico (Maly y col., 1983;

Schindler y col., 1990; Frank y Fries, 1991). Sin embargo, la participacion del sistema del
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complemento no se debe exclusivamente a las anafilotoxinas; asi, otros productos derivados
de su activacion, como el complejo C5b-9, en pequeiias cantidades, son capaces de estimular,
del mismo modo, el metabolismo del acido araquidénico y liberar prostaglandina PGE2,
leucotrieno LTB4 y tromboxanos, mediadores secundarios, que contribuyen a la inflamacioén
inducida por la activacion del complemento en los tejidos dafiados (Frank y Fries, 1991).

Una inapropiada o excesiva activacion del sistema del complemento puede conducir a la
destruccion del tejido inflamado. Puesto que el sistema del complemento es uno de los
principales mediadores de la respuesta inflamatoria (Dias da Silva y Lepow, 1967; Goldstein,
1988), se asume que la inhibicion de la actividad del complemento inhibiria modelos
inflamatorios en los cuales el complemento participa. Por lo tanto, la modulacién de la
activacion del complemento, por inhibidores del mismo, permite contrarrestar el progreso de
ciertas enfermedades infecciosas, pudiendo tener un valor terapéutico en el control de la
inflamacion, asi como jugar un papel importante en areas como los trasplantes. De este modo,
han surgido varios estudios sobre la utilizacion de una proteina no téxica aislada del veneno
de cobra, denominada CVF (del inglés cobra venom factor), que es capaz de formar un
complejo estable con las C3 y C5 convertasas (Fritzinger y col., 1994), produciendo un
consumo incontrolado de complemento. Pero, a pesar de su efecto protector en daios
pulmonares, neuritis alérgica y vasculitis, su elevada inmunogenicidad ha excluido su
aplicacion terapéutica. Actualmente, el CVF se emplea en la evaluacion de la eficacia de otras
moléculas inhibidoras.

Anisakis simplex es un nematodo que infecta accidentalmente al hombre cuando éste
consume pescado parasitado por L3, crudo o poco cocinado, produciendo enfermedad por dos
mecanismos: a) debido a la hipersensibilidad inmediata mediada por IgE, y b) mediante el
efecto local del parasito sobre la pared del tubo digestivo. En cuanto al primer mecanismo, el
parasito posee varios antigenos capaces de inducir la sintesis de IgE y ocasionar diversos
cuadros alérgicos, cuya gravedad varia desde una simple urticaria hasta un angioedema e
incluso un shock anafilactico. La afeccion del tubo digestivo se produce cuando el parésito se
fija a la mucosa, dando lugar a fendmenos irritativos locales. Estudios con microscopia
electrénica han demostrado que el pardsito produce agujeros y tuneles en la mucosa y
submucosa gastrica (Sakanari y McKerrow, 1990). Las larvas pueden enclavarse y producir
inflamacion o, en los casos mds graves, llegar a perforar el estomago y el intestino o migrar a
otros organos y tejidos. La existencia de serin proteasas e hialuronidasas en el parésito,
capaces de degradar macromoléculas, favorecerian su capacidad invasiva en las formas

gastrointestinales y gastroalérgicas, mientras que antigenos de excrecion-secrecion (ES), tales
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como el inhibidor de serin proteasas, permitirian al nematodo la inhibicion de ciertos sistemas
enzimaticos presentes en el huésped facilitando su entrada. Asimismo, Sakanari y McKerrow
(1990) afirmaron que los productos de ES de las larvas degradan, in vivo, macromoléculas
similares a las que se encuentran normalmente en la mucosa y submucosa del estobmago e
intestino. De este modo, después de que la larva invade los tejidos del hospedador, contintia
liberando los productos de ES alrededor de los tejidos, causando infiltracion de eosinofilos.
Estos autores describieron la existencia de una aminopeptidasa y una tripsina-/ike proteasa
que son capaces de atacar macromoléculas y facilitar la penetracion.

El denominador comin de estas patologias causadas por A. simplex son los fenomenos
inflamatorios locales. El parasito penetra en la mucosa y desencadena una reaccion
inflamatoria de tipo predominantemente alérgico, hasta que es extirpado o bien muere
destruido por las defensas del huésped. La respuesta inicial del huésped se observa en las
primeras 24 horas tras la infeccion, con la formacion de edema, erosiones, ulceraciones e
infiltrados hemorragicos de la mucosa y submucosa. A partir de entonces, tanto el parasito
como sus restos, son rodeados de un importante infiltrado eosinofilico, al que con frecuencia
se afiade un componente variable de linfocitos, células plasmaticas y neutrofilos
polimorfonucleares. Este infiltrado eosinofilico se describe en todos los estudios, es constante
e invariable, en las diferentes localizaciones del parésito, y es debido a la produccion de
potentes factores quimiotdcticos para eosindfilos (Tanaka y Torisu, 1978). El hospedador
adquiere la capacidad para destruir las larvas mediante el desarrollo de una respuesta
inmunitaria tanto humoral como celular (del Pozo y col., 1999).

La inflamacion se acompafia de un notable edema y afecta predominantemente a la mucosa
y submucosa, aunque, en ocasiones, es transmural. Caracteristicamente, la pared del tramo
afectado se halla muy engrosada e incluso, a veces, adquiere un aspecto pseudotumoral. En
los casos avanzados, existe un grado variable de necrosis, que se manifiesta en forma de
ulceracion mucosa, y que puede ocasionar incluso la perforacion de la viscera (Louredo y col.,
1997).

Por otra parte, evidencias clinicas y experimentales implican al complemento en la
patogénesis de numerosas enfermedades. La urticaria es una reaccion cutanea que cursa con
intenso prurito o sensacion de quemazon, y que se acompaia de la aparicion de lesiones
habonosas en la superficie cutdnea y, en ocasiones, también en mucosas. Se trata de una
dermatosis de alta prevalencia, ya que se calcula que llega a afectar a un 15-25% de la
poblacion en algin momento de la vida. El edema que se origina es secundario a la

vasodilatacion y al aumento de la permeabilidad de los capilares y vénulas, por la accion de la
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histamina y otros péptidos vasoactivos contenidos en los granulos de los mastocitos y
liberados al medio extracelular. Entre los posibles mecanismos implicados en la activacion de
los mastocitos cutdneos nos encontramos la alteracion del sistema del complemento. El déficit
de la proteina reguladora C1INH es el responsable de un tipo de urticaria denominada edema
angioneurotico hereditario (EAH), cuyas manifestaciones clinicas comprenden la
acumulacion aguda e intermitente de liquido en piel y mucosas. La proteina C1INH es capaz
de inhibir elementos relacionados con los sistemas de las quininas, la plasmina y la
coagulacién. De este modo, los mediadores de la formacion del edema comprenden un
fragmento proteolitico que se produce en la activacion de C2, denominado quinina de C2,y la
bradiquinina. Debido a la falta de regulacion por parte de C1INH, tanto la calicreina como el
factor XII de la coagulacion activados, pueden favorecer la formacion de bradiquinina, que es
capaz de contraer las células del endotelio vascular, permitiendo la extravasacion de plasma 'y,
asi, originar el edema tisular. Existen dos formas genéticas de EAH, la forma tipo I,
caracterizada por niveles disminuidos pero funcionales de C1INH, y la forma tipo II que
presenta una sintesis normal de proteinas disfuncionales (Davis, 1988). Esta ultima no puede
diagnosticarse, solamente, mediante la determinacion cualitativa de la concentracion de
C1INH, sino que se debe determinar, simultaneamente, la concentracion de C4, ya que se
encuentra siempre reducida en pacientes con EAH. Durante las crisis, se observan
concentraciones elevadas de C1 activado y concentraciones reducidas de C2 y C4. Esta
enfermedad se corrige completamente reemplazando el C1INH. Ademas, este déficit se puede
adquirir en fases avanzadas de la vida. En algunos casos, se ha detectado la presencia de
autoanticuerpos frente a C1INH, mientras que, en otros, existe una proliferacion monoclonal
de células B, como ocurre en la leucemia linfocitica cronica (Agostoni y Cicardi, 1992). Estos
pacientes sintetizan antiidiotipos frente a las inmunoglobulinas producidas en exceso; las
interacciones idiotipo-antiidiotipo provocan, por razones aun desconocidas, consumo de Cl1,
C4, C2 y del C1INH, sin que se llegue a formar una C3 convertasa activa.

Por otro lado, tanto la urticaria como el angioedema, pueden constituir uno de los sintomas
de la anisakidosis. Asi, Kasuya y col. en 1990, observaron que las larvas de Anisakis eran los
agentes etiologicos reales en algunos pacientes con urticaria, pero sin dolor abdominal ni otra
indicacion clinica de anisakidosis. Asimismo, se estan llevando a cabo estudios que ponen de
manifiesto la asociacion entre urticaria crénica e infecciones parasitarias. De este modo,
diversos autores sugieren que dichas infecciones deberian ser consideradas como una causa
importante de urticaria cronica, por lo que los métodos seroldgicos deberian encaminarse a la

deteccion de parasitos, tales como, Toxocara, Fasciola, Echinococcus o Anisakis en casos de
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urticaria (Humbert y col., 2000; Demirci y col., 2003; Cannistraci y col., 2003; Lopez-Saez y
col., 2003).

En este trabajo, nos hemos planteado el estudio de la posible actividad de los productos
larvarios de A. simplex sobre el sistema del complemento, como posible mecanismo de accién
para evadir la primera linea de defensa del hospedador, en su intento por fijarse a la mucosa e
impedir la atraccion de células, mediada por el complemento, como eosindfilos (que se fijan a
su cuticula) o macréfagos, que favorecen su destruccion.

El estudio de la actividad sobre el sistema del complemento de los productos larvarios de
A. simplex, se realizd a través de ensayos hemoliticos que nos permitieran establecer la
actividad funcional del mismo. Aunque se han descrito numerosas modificaciones, estos
ensayos se basan en el protocolo descrito por Mayer en 1961. En nuestro caso, se siguid la
técnica descrita por Klerx y col. (1983), mediante la cual varias diluciones de las muestras a
estudio se incubaron, bajo determinadas condiciones, con suero humano como fuente de
complemento y globulos rojos de carnero sensibilizados con hemolisina, para la via clésica, o
globulos rojos de conejo, para la via alternativa. Los resultados se han expresado como
porcentajes de inhibicion de la hemolisis.

Tanto el extracto total como los productos de ES de A. simplex mostraron un efecto
inhibidor de la hemolisis dosis-dependiente, producida por la activacion del sistema del
complemento por ambas vias. Los productos de ES manifestaron, tanto en la via alternativa
como en la via clasica, una actividad mayor a la obtenida por el extracto total (con valores de
ICsy de 0,069 y 0,005 mg/ml frente a 0,74 y 0,024 mg/ml). Por otro lado, las concentraciones
necesarias para obtener un efecto inhibitorio maximo de la lisis sobre la via clasica fueron
menores a las requeridas para la via alternativa. De este modo, concentraciones superiores a
0,313 mg/ml, en el caso del extracto total, y a 0,019 mg/ml, para los productos de ES
larvarios, no produjeron un aumento en el porcentaje de inhibicion de la lisis. Sin embargo,
para obtener un efecto inhibitorio de la hemolisis de la misma magnitud en la via alternativa,
las concentraciones requeridas fueron de 5 y 0,3 mg/ml, de extracto total y productos de ES,
respectivamente. Esto indica que los productos larvarios de 4. simplex presentan una mayor
actividad moduladora sobre la via clasica del complemento que sobre la via alternativa.

Los resultados obtenidos por Jeong y col. (2004), al ensayar la actividad
anticomplementaria de biopolimeros extraidos de los aparatos fructiferos del hongo Coriolus
versicolor (Polyporaceae), coinciden con los nuestros, ya que la actividad anticomplementaria
sobre la via clasica del extracto CV-S2 era mucho mayor que el obtenido sobre la via

alternativa. Estos autores sefialaron que dicha actividad se debia principalmente a los
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carbohidratos presentes en los biopolimeros, lo cual coincidia con los resultados obtenidos
por Yamada y col. (1985) al estudiar la actividad anticomplementaria de los polisacaridos de
la umbelifera Angelica acutiloba. De igual forma, Irigoin y col. en 1996, sefialaban que la
activacion del complemento producida por distintos extractos de Echinococcus granulosus
(obtenidos tanto del liquido como de la membrana del quiste hidatidico y de los
protoescolex), estaba asociada a componentes carbohidratados y propusieron dicha activacion
como un mecanismo de evasion, ya que ello supondria un consumo del complemento
alrededor del parasito. Asimismo, Schistosoma mansoni es capaz de provocar la activacion de
la via alternativa, produciendo un consumo del complemento (Marikovski y col., 1986). Y los
metacestodos de Taenia solium, por su parte, a través de polisacaridos sulfatados, también son
capaces de activar el complemento lejos de su superficie (White y col., 1997).

Por otro lado, Cimanga y col. (1995) observaron que los extractos metanolicos de las hojas
de Morinda morindoides (Rubiaceae) mostraban una inhibicidén dosis-dependiente sobre la via
clasica, no asi sobre la via alternativa, donde el efecto inhibitorio no era dependiente de la
dosis y era menor. Por el contrario, la proteina inhibitoria de la via alternativa (ACPIP)
aislada en la hemolinfa de la larva del gusano de seda Bombix mori, se encontrd que inhibia
selectivamente dicha ruta, sin tener efecto sobre la via clasica (Sekijima y col., 2001). Por su
parte, Deng y col. (2003) demostraron que la paramiosina de S. mansoni presentaba una
actividad anticomplementaria sobre ambas vias, con una inhibicion significativa dosis-
dependiente. Asimismo se han citado casos en los que un mismo compuesto es capaz de
inhibir la via clasica y activar la alternativa de forma dosis-dependiente, como ocurre con el
acido rosmarinico de M. morindoides (Cimanga y col., 1995).

Al investigar el mecanismo de accion de los productos larvarios de 4. simplex, se planted
la posibilidad de que las sustancias implicadas actuaran mediante un proceso de inhibicion
enzimdtica. Con dicho fin, realizamos nuevos ensayos disminuyendo la temperatura de
preincubacion de 37°C a 4°C. En el caso de la via clésica, se observo un descenso notable en
los porcentajes de inhibicion de la lisis al disminuir la temperatura. Esto sugiere que los
procesos enzimaticos constituyen un modo de actuacion de los productos de las larvas de A.
simplex. Sin embargo, el extracto total, a las concentraciones de 5, 2,5 y 1,25 mg/ml, no
mostro dicho descenso, lo que parece indicar que deben estar involucrados otros mecanismos,
o que el sistema se encuentra saturado a dichas concentraciones. En el caso de la via
alternativa, el efecto inhibidor de la lisis, tanto del extracto total como de los productos de ES,
no fue dosis-dependiente, lo que podria indicar, bien que existen mecanismos no enzimaticos

cuya accion se enmascara en presencia de dichas actividades enzimaticas, porque éstas los
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degradan, o bien que existen mecanismos enzimaticos alternativos que actiian a 4°C. Para
poder dilucidar la causa de estos fendémenos, deberian llevarse a cabo estudios mas detallados.
A pesar de ello, debe existir una actividad residual enzimatica, ya que, tanto a 5 y 2,5 mg/ml
de extracto total como a 0,3, 0,15 y 0,075 mg/ml de productos de ES, se observo un descenso
de los porcentajes de inhibicidon de la lisis respecto a los obtenidos a 37°C. Sin embargo, la
actividad alcanzada a 4°C no super6, a ninguna de las concentraciones ensayadas, la obtenida
a 37°C, ya que el porcentaje de inhibicion de la lisis nunca fue mayor del 50%.

Kapil y Moza (1992) indicaron que el efecto inhibitorio del acido bosvélico sobre el
complemento, que permanecia constante a concentraciones elevadas del mismo, era una
caracteristica de inhibicion enzimatica, sugiriendo que dicho efecto inhibitorio era debido a la
inhibicion de la C3 convertasa de la via clésica.

Asimismo, para profundizar en el mecanismo de accidén, se variaron los tiempos de
preincubacion de 30 a 15 y 0 minutos, manteniendo constante la temperatura (37°C). Los
ensayos realizados sobre la via clasica mostraron un descenso evidente en los porcentajes de
inhibicion de la lisis al acortar dicho tiempo de preincubacion, por lo que el consumo de
factores del complemento parece ser un mecanismo de actuacion de los productos larvarios de
A. simplex. En el caso de la via alternativa, se pudo observar un descenso proporcional en los
porcentajes de inhibicion de la lisis cuando el tiempo se disminuyé a 15 minutos, con respecto
a los alcanzados a 30 minutos, debido, probablemente, a proteasas presentes en los productos
larvarios de A. simplex, las cuales degradan moléculas propias. Sin embargo, a pesar de que
este hecho se observd cuando se anulaba el tiempo de preincubacion a las concentraciones
mas altas, las curvas de inhibicion de la lisis no mostraron una relacion dosis-dependiente a 0
minutos, al igual que ocurria a 4°C. Esto sugiere que, debido a que no existe degradacion de
proteinas del parasito, dado que no ha habido preincubacion, los mecanismos enzimaticos
podrian estar actuando sobre productos intermedios del sistema del complemento. En
cualquier caso, los productos de ES mostraron una actividad enziméatica y depleccionante de
factores del complemento mayor que el extracto total, lo cual coincide con el hecho de que,
dichos productos de ES, presentan una mayor actividad sobre el sistema del complemento que
el extracto total.

Hay que tener en cuenta que, en este caso, nos referimos a inhibicion de la lisis mediada
por el sistema del complemento y no a inhibicion de dicho sistema, debido a que los ensayos
realizados variando el tiempo de preincubacion, no nos permiten conocer si los productos
larvarios estan destruyendo factores del complemento, o bien estdn produciendo una

activacion de los mismos, que tendria como consecuencia un agotamiento de dichos factores
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previo al contacto con los eritrocitos, lo que se traduciria en una inhibicion de la hemolisis. El
CVF, una proteina activadora del sistema del complemento, act@ia de igual forma que C3b,
formando un complejo con el factor B (CVFB), que posteriormente se une al factor D,
promoviendo la escision del factor B y originando la convertasa CVFBb (Vogel y Miiller-
Eberhard, 1982). Esta convertasa activa C3 y C5, de forma anédloga a C3bBb y, a pesar de que
sus estructuras presentan una gran similitud, la convertasa CVFBb es mas estable y mas
resistente a la inactivacion por los factores H e I, por lo que puede hidrolizar a los
componentes C3 y C5 durante mas tiempo. Todo ello provoca un consumo incontrolado del
sistema del complemento, que se traduce en la inactivacion del mismo. De la misma forma
podrian estar actuando los productos larvarios de A. simplex durante la preincubacién, de
modo que, al afadir los eritrocitos, tanto de conejo como de carnero, no observamos
hemolisis debido a que los componentes del sistema han sido consumidos previamente.

En contraposicion con nuestros resultados, Pinto y Nascimento (1997) no encontraron
variaciones significativas al disminuir el tiempo y la temperatura de preincubacion al estudiar
la actividad anticomplementaria de diversas hidroxi- y metoxixantonas por la via clasica.
Debido a que estos compuestos no mostraron actividad sobre la via alternativa, pero si sobre
la via clasica, estos autores sugieren que esta inhibicion selectiva podria deberse a la
depleccion de iones calcio, los cuales son imprescindibles para la activacion del complemento
por esta ultima via, ya que quedan descartados los fendmenos enzimaticos y la depleccion de
factores del complemento. A la misma conclusion llegaron también Nascimento y col. (1997;
1998), al estudiar distintos flavonoides obtenidos a partir de la corteza de Artocarpus elasticus
(Moraceae) y compuestos diterpénicos de la corteza de Endospermum diadenum
(Euphorbiaceae).

Cimanga y col. en 1999, encontraron variaciones significativas, en las ICsg, al disminuir el
tiempo de preincubacion cuando estudiaban la actividad anticomplementaria de extractos
obtenidos de la euforbiacea Bridelia ferruginea, que contenian flavonoides. Los valores de
ICso descendian de 29,4 mM a 0 minutos, hasta 26,3 mM a 15 minutos y 10,8 mM a 30
minutos. Este aumento en la inhibicion de la actividad hemolitica producida por el sistema del
complemento, se debia al consumo de proteinas del sistema, durante la preincubacién, que
produce el extracto vegetal de B. ferruginea.

Posteriormente, y debido a la necesidad de pequefias cantidades de magnesio que requiere
la activacion del complemento por la via alternativa, estudiamos el efecto que se producia al
aumentar las concentraciones normales de dicho cation de 0,5 mM a 1 mM, para asi

determinar si su quelacion constituia un posible mecanismo de accion. De este modo,
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observamos que, al realizar los ensayos con una concentracion doble de magnesio, se
producia una disminuciéon en el porcentaje de inhibicion de la lisis, a todas las
concentraciones de los productos larvarios de 4. simplex ensayadas, tanto a 30 como a 15
minutos de tiempo de preincubacion, confirmando el efecto quelante de este cation por parte
de los productos larvarios de A. simplex. Este hecho se vio confirmado cuando se realizo el
estudio a 0 minutos, ya que no existia diferencia en los porcentajes de inhibicion, debido a
que no hubo tiempo para que se produjera la quelacion de los iones magnesio. Y, cuando
disminuimos la temperatura a 4°C, tampoco se observd variacion alguna debido a que, como
ya hemos mencionado, a dicha temperatura deben intervenir otros mecanismos.

Los resultados obtenidos al aumentar las concentraciones de magnesio a 2 mM y 4 mM
revelaron valores negativos de porcentajes de inhibicion de la lisis, de magnitud muy superior
a las alcanzadas en el resto de condiciones (valores no mostrados). Esto podria indicar que las
altas concentraciones de magnesio potencian la lisis, sin embargo, serdn necesarios otro tipo
de estudios basados en porcentajes de activacion para dilucidar la causa de dichos resultados.

En el caso de la via clasica, se estudio la influencia de concentraciones crecientes de calcio
y de magnesio sobre el efecto inhibidor de los productos larvarios de A. simplex, para, de este
modo, verificar un posible efecto quelante de dichos cationes, imprescindibles para la
activacion del complemento por esta via. Por lo tanto, se llevaron a cabo los ensayos
aumentando las concentraciones de magnesio de 0,5 mM a 1 mM, 2 mM y 4 mM, y las de
calcio de 0,15 mM a 0,3 mM, 0,6 mM y 1,2 mM, no observandose variaciones significativas
en los porcentajes de inhibicion de la lisis en ninguno de los casos. Por lo tanto, la quelacion
de estos iones (calcio y magnesio) queda excluida como posible causa responsable de la
actividad anticomplementaria de los productos larvarios de A. simplex en la via clasica.

Tampoco observaron variacion alguna en los porcentajes de inhibicion Kroes y col. (1997),
al estudiar la actividad anticomplementaria del 4cido f-glicirretinico obtenido a partir de la
raiz de Glycyrrhiza glabra (regaliz), ya que, aumentando hasta ocho veces la concentracion de
dichos cationes, no se producia ninguna variacion significativa en la ICsy con respecto a las
concentraciones normales. Asimismo, Halkes y col. (1997) no encontraron variaciéon alguna
en las ICsy al incrementar las concentraciones de calcio y magnesio cuando estudiaban la
actividad anticomplementaria de la fraccion FU-3 del extracto etilacético obtenido a partir de
las flores de la rosacea Filipendula ulmaria.

A pesar de que Nascimento y col. (1998), en su estudio de la actividad anticomplementaria
de E. diadenum, observaron una disminucion en la actividad inhibitoria al aumentar las

concentraciones de calcio, estos autores afirmaron que, en los casos en que la quelacion de
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calcio es el principal mecanismo de accion, la disminucion de la actividad con
concentraciones crecientes de este cation debe ser mucho mas sustancial que la encontrada
por ellos.

Finalmente, procedimos a investigar una posible interaccién con el componente C3, que
participa en ambas vias de activacion del complemento, y que constituye un elemento
fundamental del sistema. Para ello, empleamos suero deficiente en dicho componente, y
siguiendo el protocolo propuesto por Halkes y col. en 1997, sometimos a los productos
larvarios de A. simplex a un ensayo hemolitico, tanto por la via clasica como por la
alternativa, en condiciones estandar de preincubacion.

En el caso de la via alternativa, el suero C3 deficiente no mostrd diferencia significativa
con respecto al suero normal. Debido a que, durante la preincubacion, los productos estan
actuando sobre algtn o algunos de los componentes del sistema del complemento, al afadir el
suero deficiente en C3, pero con el resto de componentes intactos, y no observar recuperacion
en la actividad litica del complemento, se puede concluir que los extractos actiian sobre dicho
componente, ya que si actuaran sobre otro u otros se apreciaria una recuperacion.

Por otro lado, y a diferencia de la via alternativa, las curvas de inhibicion obtenidas con
suero C3 deficiente en la via clasica, mostraron una notable disminucién en los porcentajes de
inhibicién de la lisis. Esto parece indicar que los productos larvarios de 4. simplex, ademas de
actuar sobre el componente C3, como se observo en la via alternativa, poseen actividad sobre
otro u otros componentes del sistema del complemento anteriores a la formacion de la C3
convertasa, ya que en este punto ambas vias convergen. De este modo, se puede explicar la
recuperacion de la actividad del complemento en este ensayo, ya que, al anadir el suero C3
deficiente (pero con el resto de componentes intactos), se observd una recuperacion de la
actividad litica. Los péptidos C1, C2 y C4 no participan en la via alternativa, sino que son
exclusivos de la via clasica, por ello, la diferencia observada entre ambas vias, al realizar los
ensayos con suero C3 deficiente, tiene que ser debida a la interaccion con uno o varios de
estos péptidos, que permiten el restablecimiento de la actividad en la via clasica, pero no en la
via alternativa. El hecho de que los productos larvarios muestren una inhibicion de la lisis
maxima, sostenida a lo largo de las primeras concentraciones en la via clésica, indica que
dichos extractos poseen mayor actividad sobre esta via, lo que sugiere que deben actuar sobre
algin o algunos de los componentes especificos de la via clasica. Esto coincide con la
diferencia observada al realizar los ensayos con suero C3 deficiente, ya que C1, C2 y C4, al
sufrir la accién de los productos larvarios en mayor medida y ser afadidos con el suero

deficiente, reestablecen la actividad del complemento.
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El hecho de que los productos larvarios de 4. simplex ejerzan una inhibicion de la
hemolisis producida por la activacion del sistema del complemento puede estar relacionado
con sus propiedades anticoagulantes como en el caso de la heparina, que ademas de sus
efectos anticoagulantes, presenta potentes efectos sobre el sistema del complemento (Moen y
col., 1997). Segtin Perteguer y col. (1996), los productos de ES de las larvas de 4. simplex
prolongan el tiempo de coagulacion sanguinea in vitro. Ademas, se ha visto que, tanto la
agregacion plaquetaria como la secrecion de plaquetas inducida por el zimosan, es eliminada
cuando se utiliza plasma deficiente en C3 como fuente de complemento (Breckenridge y col.,
1977). Del mismo modo, la agregacion plaquetaria mediada por trombina es potenciada en
presencia de C3 (Polley y Nachman, 1979). Por ello, el hecho de que los productos larvarios
de A. simplex produzcan una inhibicion de la hemolisis en la via alternativa del complemento,
podria estar relacionada con un consumo del componente C3 del complemento, lo que
produciria una alteracion en la agregacion plaquetaria, traduciéndose en una alteracion de los
procesos de la coagulacion sanguinea.

Dado que las larvas de A. simplex poseen proteasas que degradan el coldgeno (Sakanari y
McKerrow, 1990), se podria pensar que, estas mismas sustancias anticoagulantes, actuarian
mediante actividad colagenasa, traduciéndose en la pérdida de la actividad hemolitica por la
degradacion de la triple hélice similar al colageno del componente Clq del sistema del
complemento. Es previsible que la liberacion de sustancias inhibidoras de ambos sistemas de
amplificacion pueda prevenir o retrasar la aparicion de los procesos inflamatorios en los
tejidos que rodean a las larvas. A este respecto, Patthy en 1990, ya sefialaba que las cascadas
del complemento y de la coagulacion descienden de un sistema ancestral de defensa, cuyo
papel dual consistiria en inmovilizar y destruir las bacterias invasoras y prevenir la pérdida de
fluidos corporales.

Cimanga y col. (1999) demostraron que los extractos acetonicos de B. ferruginea inhiben
el componente C1, lo que coincide con el hecho de que, estos extractos, muestren inhibicion
sobre la via clasica. En el caso del acido f-glicirretinico el efecto inhibitorio es mas acusado
sobre el componente C2, mientras que, este compuesto, no presenta actividad sobre C1 y C4 'y
solo es posible observar una inhibicion sobre estos componentes a altas concentraciones (400
mM) (Kroes y col., 1997).

Inal y Sim (2000) evidenciaron que el dominio extracelular Sh-TOR-ed1 de la proteina Sh-
TOR de S. mansoni interaccionaba con el componente C2 de la via clésica, al evaluar su

efecto sobre la lisis de eritrocitos de carnero. Este péptido producia una inhibicion de la lisis
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dosis-dependiente. Estos resultados muestran que la proteina Sh-TOR se une especificamente
a C2, inhibiendo la via clasica de activacion del complemento.

Diversos estudios llevados a cabo con anterioridad, indican la existencia de una gran
comunidad antigénica dentro de los helmintos, ya que comparten numerosas actividades
enzimaticas, muchas de las cuales interactiian directamente con el sistema del complemento.
Un ejemplo lo constituyen las serin proteasas, una de las mdas importantes familias de
enzimas, distribuidas ampliamente en los nematodos pardsitos humanos. Estas proteasas estan
implicadas en la patogénesis de muchas enfermedades parasitarias por nematodos, entre las
cuales se encuentra la anisakidosis (Sakanari y col., 1989). En 1988, Kennedy y col., ya
sefialaban la relacion antigénica entre los antigenos somadticos y secretados de la L3 de A.
simplex, con Ascaris suum, Ascaris lumbricoides 'y Toxocara canis.

La paramiosina, una proteina estructural del musculo de los invertebrados (Elfvin y col.,
1976), es capaz de unirse al componente C1 e inhibir el comienzo de la via clésica, y se ha
encontrado en varios helmintos, como 7. solium, S. mansoni (Laclette y col., 1992),
Opisthorchis felineus (Shustov y col., 2002), E. granulosus (Muhlschlegel y col., 1993), y
Pérez-Pérez y col., (2000) han clonado la paramiosina procedente de A. simplex, describiendo
su estructura primaria y apuntando la posibilidad de considerar esta molécula como un
alergeno debido a su capacidad de unién a la IgE. Esta paramiosina también se ha observado
que esté presente en la cuticula y sobre la superficie de estos helmintos.

Deng y col. (2003) desarrollaron pruebas similares a las presentadas en este trabajo,
utilizando distintas cantidades de paramiosina recombinante de S. mansoni. Estos autores
observaron, ademas de una inhibicion de la hemolisis por la via alternativa dosis-dependiente,
una inhibicion de la activacion del complemento por unidon de esta molécula al menos a tres
componentes del sistema: Clq, C8 y C9. Al unirse al primero de ellos, la paramiosina fue
capaz de bloquear el inicio de la via clasica, mientras que, a través de su union a C8 y C9
provocod la inhibicion de la formacion del MAC. Por otra parte, la capacidad de la
paramiosina para unirse a las regiones Fc de la IgG, puede servir a este parasito como tactica
de enmascaramiento al bloquear la unioén de anticuerpos del hospedador (Loukas y col.,
2001).

Basandonos en todos los resultados y datos expuestos anteriormente, podemos afirmar que,
la actividad anticomplementaria de 4. simplex, constituye, probablemente, un importante
mecanismo de evasion de la respuesta inmune, que le permite enclavarse y penetrar en la

mucosa, favoreciendo la infeccion.
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VI. CONCLUSIONES

O Los productos larvarios de Anisakis simplex presentan actividad moduladora del sistema
del complemento, tanto por la via alternativa como por la clésica, siendo su eficacia, en este
ultimo caso, mucho mayor que para la via alternativa.

® Los productos de excrecion-secrecion (ES) de A. simplex muestran mayor actividad
moduladora del sistema del complemento que el extracto total larvario.

© Tanto la actividad enzimatica como la depleccion o consumo de factores del
complemento, constituyen un modo de accion de los productos larvarios de A. simplex, si
bien, estos mecanismos, no suponen el unico modo de actuacion de estos productos sobre el
sistema del complemento.

O La actividad inhibitoria sobre la hemolisis producida por los productos larvarios de 4.
simplex en la via alternativa del complemento se debe, en parte, a la quelacion de los iones
magnesio.

© La actividad inhibitoria de los productos larvarios de 4. simplex en la via clasica, no es
debida ni a la quelacion de iones calcio ni de iones magnesio.

® Los productos larvarios de A. simplex actuan sobre el componente C3 del sistema del
complemento, si bien, su actuacion sobre otros componentes exclusivos de la via clasica, es

mayor.
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