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I. RESUMEN

En el presente trabajo se establecen las condiciones para desarrollar
cultivos primarios de células del cisticerco de Taenia crassiceps tanto in vitro
como in vivo. Es la primera documentacion de que los cisticercos pueden
disgregarse hasta células viables en cultivos de 15 dias de duracion y sefiala
 algunos factores que podrian favorecer su crecimiento, reproduccion y/o
agregacion in vitro. Se documenta ademds que a partir de células parasitarias |
inyectadas en la cavidad _peritoneal de ratones susccptibles, se pueden formar
~ cisticercos completos, Esto sefiala la posibilidad de una forma altemativa de - '
'repfoduccién' asexual del pardsito y permite proponer un nuevo modelo
| experimental para el estudio de la cisticercosis. Por otro lado, se reportan en

" esta tesis evidencias que sugieren la presencia del oncogen c-myc en el genoma'

del parasito, lo que ofrece la posibilidad de modificarlo genéticamente con el
fin de producir inmortalizacion de las células parasitarias y la posibilidéd de

aumentar el conocimiento de la biologia del cisticerco.
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Figura 1, Seroprevalencia de anticuerpos contra Taenia solium por entidad
fe’dcrativa en la poblacién de 1 a 98 afios, Tomado de Larralde, et al, 1992.




I, INTRODUCCION

La cisticercosis es una parasitosis frecuente en paisés en desarrollo,
donde prevalecen condiciones inadecuadas de vivienda e higiene, fecalismo al
aire " libre y‘ otras condiciones ambientales que favorecen la transmision
(Gemmel, et al, 1982), Las zonas mds afectadas por este pardsito se encuentran
| en Affica, Asia‘y Latinoamérica y de esta tltima México y Brasil son las zonas
de mayor mcldencna (Bll'd et al, 1962, Gajdusek, 1978; Coker-Vann, et al,
1981 Balasubramaniam, et a/, 1971). En Meéxico es un padecimiento frecuente,
- Las zonas de mayor seroprevalencia son las regiones centro occidental y
'sureste (an 1). Como se observa en la figura 1 los porcentajes de
seroposntmdad oscilan entre el 0.06 % en Baja Cahfomla y297 % en
‘Guerrero. En promedio- estos resultados obtenidos en la encuesta serolégica
'reallzada entre 1987 y 1988, indican que el 1.20 % de la poblaclén mexncana

o ha estado en contacto con este parésito.
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Figura 2. Ciclo de vida de Taenia solium.




La cisticercosis es una enfermedad causada por el establecimiento de las
formas larvarias de Taenia solium en el tejido de sus huéspedes, el cerdo y el
hombre, ’

1. solium es un helminto hermafrodita, de cuerpo aplanado y ala(gado

cuya reproduccion sexual se lleva a cabo en el hombre (huésped definitivo) y su

_ estadio larvario, el cisticerco, se aloja en musculo y cerebro principalmente,

tanto del hombre como del cerdo (Fig 2). La cisticercosis se adquiere por la

ingestion de huevecillos de 7. solium excretados en las heces de los portadores

del parésito adulto, que después eclosionan en el intestino. Los huevecillos son

la unica fase de vida que se puede encontrar (aunque no se desarrolla) en el

‘medio ambiente, por lo que tiene una serie de envolturas protectoras. La
envoltura mas extemna es la denominada vitelo o cdpsula. La siguiente envoltura

es el embridforo (que consiste en una serie de tébiques protci'cos'llamados
bloques embrioféricos, unidos mediante una proteina cementante) que se
origina de una envoltura celular méas profunda llamadas células embrioforales, '
las cuales se encuentran delimitadas por su propia membrana plasmﬁtica y
hacia adentro por la membrana oncosferal que envuelve directamente “al
embrion hexacantd b(que posee tres pares de ganéhos), llamado también

- oncosfera. El ciclo de vida continda cuando los huevecillos son ingeridos por el
' cerdo. El 4cido élorhidrico y la pepsina gastrica del tracto digectivo inician la
 disgregacion del embrioforo, liberandose la oncosfera, la cual atraviesa la

mucosa intestinal, alcanza los vasos sanguineos o linféticos por los cuales es
transportada a cualquier organo y tejido (como musculo, tejido subcutaneo,

sistema nervioso, ojo) en donde se desamolla hasta metacéstodo (larva o




cisticerco). El ciclo bioldgico se completa cuando el hombre ingiere came de
cerdo cisticercoso - insuficientemente cocida, de modo que las larvas
permanecen viables e infectantes. Las enzimas del aparato digestivo inducen la
activacion del cisticerco que evagina y se ancla en la pared del intestino para
desarrollarse en una tenia adulta, productora de proglétidos gravidos, los cuales
- son evacuados haci’a} el exterior en las heces fecales del hospedero. Al ser
ingeridos por el cerdo- o el hombre, los huevecillos contenidos en los
proglotidos maduros, pueden desarrollarse en cisticercos (Flisser y Malagén,
1989; Flisser, et al, 1982; Aluja, ef al, 1987). La alta frecuencia de infecciones
en humanos por el cisticerco de 7. solium resultan probablemente de su
ingestion a través de: ’ '

a. alimentos o agua contaminados (heteroinfeccion).

b. autocontaminacion por personas que tienen un gusano adulto en el

~intestino, o | ‘ | } ,

c. posiblenientc por autoinfeccién interna, debida a que un peristaltismo
~ inverso hace retroceder los huevecillos al duodeno o a estémago donde
' f‘eclds‘iai;n y tras la migracion al interior de Ids tejidos soméaticos o visceralés, -
producen cisticercosis.
‘ ~Los sintomas que produce el establecimiento del pardsito varia de
acuerdo al niimero y al tejido invadido. Se le ha encontrado en tejidoé
subcutaneos e intramusculares, en el ojo y también en el cerebro, donde se
; ‘puede desarrollar cn los ventriculos del tejido cerebral o en cépsulas quisticas -
g snnperﬁéiales. La presencia de larvas de céstodos en crecimiento provoca una

secuencia tipica de reacciones celulares locales, incluida infiltracion de




Tabla I, Frecuencia de cisticercosis porcina en 75 rastros de 22 estados de la

Reptiblica Mexicana. Tomado de Flisser, ¢t al, 1982.

Estado y localidad Frecuencia (%) Aflo Origen®
Agtiascalientes
Agtioscatlcntes 0.52 . 1950 §5A
Caittjeche Datos no facilitados
Chihualiva .
Chithughug TID 049 1980 SARH
Chilhuahte 342 1950 M
1,68 1981 M
Colive
Colima, Villa Alvasee,
Coguitaila, Comala 24 1950 M
Coahuila '
Torrcdn 237 1931 M
Digirlto Federal
{Mexiea Chy)
Ferreria 013 1980 NSA
0.6 1281 §54
Durango
© Durangu a2 1950 M
Goanefuate
Ocatipa 10.0 191 M
Sau Felipe a0 1981 Al
Jellsco
Guadualajaca 0.003 1950 NS
Mexico (statc)
39 rastros 0.22 {0.09-7.9) 1950 854
. Michoacdn
la Pledad 19.0¢ 1980 SARN
* Morclos
Quernavaca 0.7 1950 34
Jojutla, Zacatepee,
Tlalyutliengn, Miente .
de Ixtle Ly 1950 M
Nuew (edn
Motierrey 0.004 1980 39
0014 1981 854
Querctarn
Civretaro 0.86 1950 SSA
. on 1981 8§84 -
San Lavig Parori
_San Lnix Powsi 067 1950 s84
0.J9 1981 SSA
Sonanz
Harmaosifhs 0.07 1980 &5
Tabawa p— .
- Villdheoninisa Cordos o sacrificados on catos rastros
Tumantipay .
Cindoil Victurla 037 1y5e 854
Thaxeals
Tlaxcala 1.0 1981 M
Huamantla 063 1980 M
Apitaco 34 1980 M
Veeucotar :
Jelapa 0.1 1980 SSA
Vererns 0.2 1950 35A
Tuxpan 1.08 1980 554
Yoeandn
Mérida 004 1950 54
Zucatccas
Jerer 078 1950 8§54
Frewdlio 210 e SSA
Zacatecar 126 1950 S3A
* Datos no publicad idos de: SSA, S ia de Salud; M, Registros
del rastro municipal; SARH, Secretaria do Agricultura y R Hidrdulicos.

S TIF, rastros cn donde se prepara 1a came |.u7: exportacion, SARM,

¢ Valor Estimado,




neutrofilos, eosinofilos, linfocitos y células plasmaticas. Las alteraciones
histopatologicas son muy variables en tipo, severidad y localizacion
topografica. Los signos y sintomas causados rara vez permiten un diagndstico,
excepto cuando la cisticercosis es cutdnea, subcutdnea u ocular, en donde el
parés}to es facilmente identificable. En este sentido, en zonas de alta
~ prevalencia, un humano adulto que presente epilepsia tiene altas probabilidades
de ser neurocisticercoso.

El cerdo desempefia un papel muy importante en la transmision de la
teniasis por 7. solium a el hombre. La porcicultura ristica constituye un factor
de suma importancia en la transmision de la cisticercosis ya que la crianza de :
cerdos mantenidos en libertad, facilita que los animales tengan una mayor
'obortunidad de consumir heces de humano contaminadas. Mientras tanto, en la
- porcicultura altamente tecnificada la posibilidad de infeccién es muy baja. Una
forma de evitar la transmision de teniasis es la inspeccion sanitaria para evitar
el consumo de came de cerdo. De acuerdo al codigo sanitario, las canales
- afectadas por - cisticercosis deben ser decomisadas. Numerosos estudios
- demuestran la elevada frecuencia de decomiso de canales de cerdo en México,
lo que representa pérdidas econdmicas importantes (Aluja, et al, 1987). En la
" Tablal se inuestr_a la incidencia de la cisticercosis porcina en diferentes rastros
distribuidos en el pais. Sin embargo, son varios los factorés que contribuyen al
goxitrol illeticiclltc del consumo de cerdos criados nisticamente. Entre ellos
'ﬁguran el pohsumo directo, la falta de rastros suficientes, la corrupcion que -
*frecuentemente se'presenta en los mismos; la evasion de rastroé premeditada y
la poca efectividad de la forma de identificacion de canales infectados. Dada la




Figura 3. Aspecto de cisticerco de Taenia crassiceps variedad ORF.



importancia de la cisticercosis en la salud humana y en la porcicultui'a en
México, ha sido objeto de numerosos estudios relacionados con aspectos
clinicos y patolégicos asf como diagndstico, tratamiento y prevencién.

Como ‘estrate’gias para avanzar en el eStudio de la relacion huésped-
pardsito en la cisticercosis en una forma sistemitica y controlada, nuestro grupo
de investigacion (Dra. Edda Sciutto, Instituto de Investigaciones Biomédicas;
UNAM) comenzé a estudiar un modelo experimental de cisticercosis murina
causado por Taenia crassiceps, el que ademas de producir conocimientos sobre
Ia cisticercosis del raton, permitiera extrapolar las observaciones realizadas en
el modelo murino a la cisticercosis por 1. solium y facilitar asi el estudio de
esta compleja relacion. | .

Existen varios tipos de cepas o variedades de cisticercos de 7.
crassiceps. La cépa»de T. crassiceps llamada ORF (Fig 3), aislada en 1952
~ (Freeman, 1962) es una variedad anormal debido a que raramente produce -
escolex, lo que se ha acehtuado conforme la cepa se ha transferido de fatén en
| ~ratén (Dorais y Esch, 1969), por lo cual no puede infectar a su hospedero
 definitive~ La cepa ORF presenta abemaciones cromosbmicas (mutante
aneuploide) (Smith, et al, 1972). T. crassiceps cepa KBS, aislada en 1965
o (Dorais y Esch, 1969), presenta anormalidades frecuentes en el escélex y és '

‘posiblé que no sea infectiva en cdnidos; TOI, obtenida por Freeman (1961) a .

* partir de una infeccidn natural en marmotas (Marmota monax), ERS, obtenida

| por una infeccion en ratas a panir de parasitos de raton; HYG, aislada en 1974

~ por iilféccién de un ratén con huevecillos obtenidos de la tenia de una zorra y
, ‘DEB, aislada de un ojo humano en 1972 (Freeman, et al, 1973).




TABLA II, Induccion de inmunidad protectora en contra de la cisticercosis
murina e inmunoprevencién de la cisticercosis porcina por vacunacién con
antigenos de Taenia crassiceps. Tomado de Manoutcharian, et al, 1995.

RATON CERDO

CONTROL VACUNADO CONTROL VACUNADO

INMUNIZADO CON:

T. crassiceps

(Extracto total) ~ . °258*19
T. solium

(Extracto total) 258%19

T. crassiceps
(Fluido vesicular) 381%6.7

T. crassiceps
(Fracciones de 56,
66 y 74 Kd) 38167

KET¢l 282*18.38
KETc? 28271838
- KETell ~ 282%18.38
KETc12  282%18.38

0 519492 2168*538"
10"

14312 5*08S 25% 119

9.7%6.6" 508 016%0.17"

66472
76157
40.6*22.2
44*53

"Diferencias protectoras significativas con los controles.
* “Promedio * error estandard de los cisticercos recobrados. El nimero de animales de cada
grupo varia de 5 a 15. KETc 1, 7, 11 y 12 son antigenos recombinantes de 7. crassiceps.




El modelo experimental murino de 7. crassiceps ofrece caracteristicas
que favorecen su utilizacion, dentro de las cuales se encuentran:

a. La capacidad del cisticerco para reproducirse por medio de gemacion
exogena en su estadio larvario, propiedad que le permite mantenerse facilmente -
en ratones de laboratorio por pases intraperitoneales sucesivos. La velocidad de -
reproduccion varia dependiendo del sitio donde se desarrolla la infeccion, pero
en cavidad peritoneal es mayor, por lo que la inoculaqién intraperitoneal en
ratones ha sido seleccionada con fines experimentales (Freeman, 1962).

b. La similitud antigénica que existe entre el metacéstodo de 7. solium y
el de T. crassiceps (Larralde, ef al, 1989) lo que ha permitido utilizar los
antigenos de 7. crassiceps con fines de diagndstico. Asf los antigenos de T. |
solium se pueden reemplazar por los de 7. crassiceps en el inmunodiagndstico
de la cisticercosis humana (Larralde, et al, l_989; Ramos-Kuﬁ, et al, 1992).
También los antigenos de T’ crassiceps han demostrado inducir niveles altos de
proteccion al igual que los de T. solium en contra de la cisticercosis murina y
ser de utilidad en -la inmunoprevencion de la cisticercosis porcina
(Manoutcharian, ef.4/;-1995), como se ilustra en la Tabla II.

¢. Pricticamente no ofrece riesgos potenciales altos de infeccion para el

- humano. o

La cisticercosis en el raton es una parasitosis de tipo crénico, no mata a
su- huéspcd aln’ cuando puede continuar‘ multiplicindose hasta que la carga
paraSitaria superar el peso del propio raton. A consecuencia de las infecciones
cronicas, hay presencia de antigenos circulantes, estimulacién antigénica y

formacion de complejos inmunes. Es caracteristico que en este tipo de




TABLA II1. Diferencia de susceptibilidad (Promedio + SEM) a la infeccion con
10 cisticercos de Tacnia crasiceps variedad ORF entre hembras y machos en
diferentes cepas de ratones, a los 30 dias de infeccion. Tomado de Sciutto, ef
- al, 1991,

Haplotipo Cepa Promedio de la carga Promedio de la carga
H-2 parasitaria en hembras parasitaria en machos
d BALB/c 1103 £ 4.6 (70) 258+ 1.9 (58)
DBA/2 832+ 9.6 (9 ND
(BALB/cx - _ .
, DBA/2)Fl  123.6£17.3 (1) 34 +42(16)
a(l/d) Y 1153 £ 5.4 (478 30 +£25(45)
b BALBA 18.1+ 23 (180 0.9 104 (20)*
C57BL/6] 481 1.9 (28) 04 02(20)*
k BALB/k 31 8015 0.0 £00(15)*
: - C3HHel  218% 53(15)° 3.7 1345

C3HcB/Fe) ~ 6 . 2.2(10)F 27 £1.52N*

- Los nameros cn paréntesis representan los nimeros de ratones probados. )
sbed § og datos con las mismas letras no son significativamente diferentes entre cllos al contrario de
aquetlas ‘que tienen Ictras distintas (P=0.01). Los datos para los grupos con dos letras no son
significativamente difercntes de aquetios datos que ticnen al menos alguna de estas letras,



parasitosis se encuentren niveles elevados de inmunoglobulinas,
especificamente IgE (Roitt, ef al, 1991), }

Los estudios realizados por Freeman (1964) muestran el desarollo de un
alto grado de eosinofilia y leucocitosis general junto con una disminucion en el
nimero de células cebadas en el fluido de la cavidad peritoneal de ratones
inoculados con cisticercos, Esto también fue observado en sangre periférica,
aunque en menor grado. Los machos presentan eosinofilia _antes que las
hembras y en general, los animales que desarrollan mds rapido la eosinofilia
consiguen abatir a los parésitos con mayor éxito. '

Otro factor importante que interviene en la regulacién de la respuesta
inmune son Ihs hormonas sexuales. Se ha demostrado que existe un eje
hipotﬁlaxﬁo-hipéﬁsis—génadas-timo, que junto con el sistema inmune se puede

autoregixlar (Grossman, 1985). Se acepta generalmente que los machos son mas

| susceptibles que las hembras para las infecciones parasitarias y. lh
susceptibilidad se ve aumentada en varias parasitosis durante el embarazo

(Alexander y Stimson, 1988), aunque en la parasitosis murina producida por el
* metacéstodo de T, crassiceps.se abservd que las hembras son més susceptibles
* que los machés (Sciutto, et al, 1991) (Tabla III). Ademds de la respuesta
inmunitaria dirigida contra el parasito se observa inmunosupresion y efectos
inmunopatoldgicos, fenomenos que ocurren simultaneamente. Tanto el parasito
como el hospedero han sufrido procesos de coevolucion que los han llevado a
una convivencia muy especifica. Dentro de una misma especie existen también

variaciones individuales de resistencia a la parasitosis.




TABLA [V, Cepas de fondo genético B10 que son resistentes a la cisticercosis
murina. Tomado de Fragoso, et al, 1995.

H-2 Cargs Parasitaria
Promedio £ ES
i
Cepa K Aa A} Ea Ep S DL Qa2 Hembra Macho
BALB/CANN d ¢ d 4 4 d b . 132961 6.88° 1749+ 198°
CSTBL6I b b b b b .« b b o+ 18.60¢ 838 034+.0.14¢
CSTBLAI0J (BI0Y b b b b . b b o+ 23.00% 3.52° 0 20
Bio.D2 d d d 4 d 4 d ¢ 16.04 147 0o to °*
Bl0.D2 (R103) d d d d d d b o+ 1838 261° 0704 0464
B10.D2(R107) b b b b+ b d o+ 21684 447 0361 036
BI0.A(2R) Kk k kK kK k Kk b o+ 18,08 & 4.70° 0 %0

Promedio +. SE de cisticercos recuperados 30 dias despuds de retarlos con 10 cisticercos por ratén.
*bed patos con la misma letra no son significativamente difcrentcs entre cllos, micnlras que los datos con
difercate letra son significativamente difcrentes (P < 0.01),

Tabla 'V. Cepas con fondo BALB que presentan diferentes grados de
susceptibilidad a la cisticercosis murina. Tomado de Fragoso, et al, 1995,

v Carga parasitaria
Haplotipo Promedio + ES
Cepa’ H-2 Qa-2 Hembra Macho
BALB/cAnN  d - 122.1+8.07" 3029+2.15°
BALB/cBy]  d - 31.1+480° 446£1.84°
BALB/) + 102+298¢ 039£0.16°
BALR/B b + 23.7+3.76° 0.53+£027°
BALB/K k - 27.7+£549° 0 0 °

P‘mmcdiu +. SE de cisticercos recuperados 30 dias después de retarlos con 10 cisticercos por raton, -
*%<4 Datos con la misma letra no son significativamente diferentes entee ellos, micutras que los datos con
- diferente teira son significativamente difcrentes (P < 0,01),




Varios estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado que
existen diferencias de susceptibilidad a la cisticercosis experimental murina,
genéticamente determinadas. Los resultados obtenidos recientemente nos
sefialan que las cepas que tienen un fondo genético BI10 son resistentes a
cisticercosis (Tabla IV), mientras que las cepas que presentan un fondo BALB
tienen diferentes grados de susceptibilidad (Tabla V). Asi, entre las cepas
BALB, la cepa BALB/cAnN es la mas susceptible. La cepa BALB/ByJ resulté
de susceptibilidad intermedia, e igualmente susceptible que las cepas BALB/K
y BALB/B. La cepa BALB/cJ resulto la de mayor resistencia. Esta ultima cepa
presenta, entre otras diferencias genéticas reportadas, los genes codificadores
de la proteina no clasica de histocompatibilidad Qa-2 ﬁmcionahnente activos.

Como uno de los genes de resistencia probable, se evalué su capacidad

- funcional para transferir este fenotipo a través de transgénesis y se observé que

la transferencia del gen transferia efectivamente resistencia a la cisticercosis

murina (Fragoso, ef al, 1985). Este parece ser al menos uno de los genes qué

~ determinan la resistencia. Queda aun por evaluar la funcionalidad por medio de

la cuat-se determiv> la resistencia, -
T. crassiceps (Zeder, 1800; Rudolphi, 1810) es un gusano platelminto de

la clase Céstoda, que se encuentra cominmente en el intestino de las zorras

’krojas de Europa y Norteamérica, Las zorras rojas son los hospedeios mas

comunes, pero también se les ha encontrado en otros canidos como lobos,

~ coyotes y perros. El gusano mide aproximadamente 70 a 140 mm de largoy 2.4 - |

min de ancho. Presenta un escélex constituido por cuatro ventosas y un rostelo

o corona formado por dos anillos con 32 a 36 ganchos rostelares. El gusano
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Figura 4. Ciclo de vida de Taenia crassiceps.




alcanza la edad madura después de seis semanas de haber ingresado en el

" intéstino de canidos (Freeman, 1962). El estado larvario de 7. crassiceps es €l

Cysticercus longicollis y sus hospederos son pequeiios roedores de Europa y
Noneamérica,"los‘ cuales adquieren la infeccion al ingerir los huevecillos
presentes en las heces de cénidos infectados. La capa estriada de los
huevecillos es removida gracias a la accion de los jugos gastricos permitiendo

la liberacion del embrion u oncosfera de aproximadamente 0.02 mm de

~ didmetro y qué posee tres pares de ganchos (de aproximadamente 6 a 8 u de

longitud). El embrién migra al sitio donde se transformard en cisticerco,

generalmente en las cavidades pleural y subcutdnea y ocasionalmente en la

~cavidad peritoneal. El cisticerco presenta un escélex incipiente en uno de sus

“extremos y ‘por el lado opuesto comienzan un proceso de gemacion

(reproduccién asexual) que daran lugar a nuevos cisticercos (Freeman, 1962).
El ciclo de vida se cierra cuando un roedor con cisticercos es ingerido por un

canido. En la figura 4 se describe el ciclo de vida de T' crassiceps.

10




Figura 5. Etapas del desarrollo del metacéstodo de Taenia crassiceps,
(valor de la escala entre paréntesis); 1. Ganchos rostelares (0.1 mm),
2. Embrion (0.02 mm); 3. Vesicula joven (0.5 mm); 4. Cisticerco joven

(0.5 mm); 5. Cisticerco con gemas (0.5 mm); 6. Cisticerco totalmente

gemante (unidad gemante). Tamailo de las barras 1.0 mm,; 7, Cisticerco
evaginado. Tomado de Freeman, 1962,




El cisticerco es un pardsito complejo, que esta constituido por diferentes

tejidos bien diferenciados como lo son el muscular, el nervioso, excretor y

contiene una vesicula llena de fluido vesicular (Flisser, et al, 1982). La

morfologia de las diferentes etapas del desarrollo del metacéstodo se muestra
en la figura 5. Su tamailo y estructura compleja son factores que probablemente
han dificultado la posibilidad de identificar componentes inmunologicos que

sean 'capaces de daiiarlo. Al considerar este punto, se ha prdpuestb generar un

~ modelo experimental potencialmente sensible a las moléculas y células inmunes

con el cual avanzar en la identificacion de mecanismos inmunologicos

asociados a las condiciones de resistencia genética determinadas o inducidas
por vacunacion. Para ello se considera importante la produccién in vitro dé
células obtenidas a partir de cisticercos de 7. crassiceps. El disponer de células
parasitarias ofreceria un blanco més susceptible al ataque de diferentes

mecanismos inmunolégicos del huésped y probablemente resultaria mas

accesible a la identificacion de los componentes inmunoldgicos que participan

en el control del crecimiento parasitario.
Ademds-el contar con células parasitarias_permitiria disponer de una
version simplificada del parasito de donde se puede obtener informacion mas

amplia y profunda sobre su biologia celular, molecular y la fisiologia de su

desarrollo. La manipulacién de células provenientes de pardsitos ofrece un gran

potencial para ahondar en el conocimiento de la estructura y la fisiologia del
parasito y los esfuerzos por establecer lineas celulares parasitarias han
comenzado a tener éxito. Para el desarrollo de cultivos primarios de cisticercos,

se tomé como antecedente la produccion de lineas celulares de invertebrados
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Figura 6. Esquema del polipéptido c-Myc y sus dominios funcionales.
CUG, sitio de iniciacion dentro del exén; AUG, sitio de iniciacion
definido para el exén 2; P/Q, region rica en prolina/glutamina; No sp
DNA, regién de unién no especifica al DNA; NL, localizacién de la
seflal nuclear; BR, region basica, H-L-H, dominio de la hélice-asa-
~ hélice; LZ, el cierre de leucina (Marcu, 1992),



(Hink, 1979) y parésitos (Bayne, et al, 1994), las cuales se modificaron a fin de
encontrar las condiciones apropiadas para desarrollar cultivos celulares
provenientes del cisticerco de 7. crassiceps.

En el intento de inmortalizar las células parasitarias, se planea evaluar la
presencia de genes de interés que se puedan modificar con el propésito de
incrementar la proliferacion celular. En este sentido, se ha visto que existen
genes ‘eépeciﬁco_s (oncogenes) que intervienen en fenémenos de neoplasia,
tumores y proliferacion celular (Watson, et al, 1987), Algunos genes celulares
normales o proto-oncogenes tienen el potencial de convertirse en oncogenes.
Entre ellos figuran el gen c-myc (Fig 6), el cual se ha reportado que interviene
en procesos de proliferacion y diferenciacion celular. Varias de las formas de
activacion del oncogen myc, que dan lugar a estados cancerosos, incluyen
" translocaciones cromosomales no azarosas, como en la génesis de leucemias de

cé_lulas T, leucemia linfocitica de células B aguda e inmunocitomas de rata; la
amplificacion de genes (expresion elevada del gen c-myc) que se observa en la
progresion de un gran numero de tumores de humanos y generalmeme
" asociados a fenotnpos~altamente malignos como en.. células gdstricas
| adenocarcinomatosas, células pequeias de carcinoma de pulmon, glioblastoma,
carcmoma del colon y leucemia de células plasmdticas, entre otras y la
- actwacnén del gen c-myc por insercion proviral como en la linfomagénesis

“bursal en donde el locus c-myc se encuentra integrado en ¢l mismo sitio que el

~ virus de la leucosis en aves (Marcu, ef al, 1992). Ademds, en la mayoria de los E
X diferentes tipos celulares, c-myc se expresa de forma omnipresente (Kelly, H

1986);}EI gen c-myc se agrupa dentro de los oncogenes nucleares, por codificar
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proteinas nucleares que participan por un lado como transactivadores de la
transcripcion y por otro como agentes de inmortalizacion celular (Weinberg,
1985). Ademas, se le ha propuesto un papel potencial en la transcripcion y
posﬁanscn’pcién de otros genes celulares y en la duplicacion del ADN (Marcu,
et al, 1992; Watson, ef al, 1987). El gen c-myc codifica para dos polipéptidos
(Myc-1 y Myc-2). Myc-1 es el polipéptido mas largo y su transcripcion inicia
en el codén CUG cerca del extremo 3' del exon 1. El resto del exon 1 es una
secuencia larga, no codificadora, la cual se encuentra muy conservada entre los

genes de humanos y murinos y se propone que presenta miltiples funciones

‘ _regulaton'as.' El polipéptido més pequeilo Myc-2, es el predominante y su sitio

- de iniciacion es en el codén AUG que se encuentra en el inicio del exon 2

(Marcu, er al, 1992),

" Estos antecedentes permiten contemplar la posibilidad de modificar al

cisticerco con el uso de c-myc como una alternativa para la inmortalizacion de
-~ las células parasitarias. Con este objetivo se decidié en una primera etapa
identificar secuencias homdlogas del gen c-myc en el cisticerco de T.

_crassiceps para acceder, en un siguiente paso, a la modificacion génica de las
células del cisticerco.
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I11. OBJETIVOS

a. Obtener a partir de cisticercos de Taenia crassiceps células del pardsito
aisladas. '

b. Estudiar la capacidad de crecimiento de las células in vitro en diferentes

tiempos y circunstancias de cultivo.

" ’c. Evaluar la capacidad de crecimiento de las células in vivo en hospederos

- genética y sexualmente diferentes.

d. Identificar secuencias homélogas al gen c-myc en el genoma del cisticerco

- de Taenia crassiceps, a fin de considerarlo como una herramienta para la

inmortalizacion de las células.
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IV. MATERIALES Y METODOS

a 6n lul rasitari rtir del icerco

T rassiceps

a.1 Qbtencién de los cisticoreos

Los cisticercos utilizados fueron de 7. crassiceps variedad ORF,

-obtenidos a partir de la cavidad peritoneal de ratones hembras de la cepa

BALB/cAnN de 4 a 6 semanas de edad, proporcionados por el bioterio del IIB,
UNAM,

" La obtencion de los cisticercos se realizé siguiendo el procedimiento
siguiente:
‘a, Se infecté a los ratones: intraperitonealmente con 10 cisticercos que

medfan entre 1 a 1.5 mm y que no presentaban gemaciones, suspendidos en

aproximﬁ&nente 0.5 ml de amortiguador de fosfatos (PBS) 1x (0.15 M-de-

cloruro de sodio (NaCl), 0.01 M de amortiguador de fosfatos de sodio, pH 7.2).

- Alos 60 dias posteriores a la infeccion, se sacrificaron por dislocacion cervical.

~ b. Los ratones se sumergieron en una solucién de Benzal por 10 minutos

y posteriormente en una solucion de alcohol al 70 %.

¢. Se extrajeron los cisticercos de la cavidad peritoneal del ratén con una

solucion de PBS estéril. Se lavaron en la misma solucién 4 a § veces.
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a.2 Obtencién y cultive in vitro de células de cisticerco

Después de haber obtenido entre 450 y 500 cisticercos de un tamafio
aproximado de 5 mm de longitud y 2 mm en su parte mds ancha, se dejaron
durante una hora en una solucion de agua/antibidtico al 10 % (Penicilina 10.000

Ul/ml /Eétreptomicina 10,000 pg/ml). Este tratamiento se utilizé con el fin de

* lisar las posibles células que provenian del raton y hayan quedado adheridas a

los cisticercos.

Se lavaron nuevamente los cisticercos para eliminar el exceso de

. agua/antibidtico y se colectaron en 50 ml de RPMI 1640 (GIBCO)

complementado estéril, pH 7.4, Cada 87 ml de medio se complement6 con:
Suero fetal bovino (HyClone, Laboratories) 10 ml; Piruvato de sodio, 1

" ml; Penicilina/Estreptomicina (GIBCO), 1 ml, aminodcidos no esenciales

(GIBCO), 1 ml; L-glutamina (220 mM), 100 pl; B-mercaptoctanol (50 mM),

 3.25 ul; HEPES, 2.5 ul; bicarbonato de sodio (NaHCOs), 2 gr/l.

El RPMI 1640 es un medio que fue desarrollado especialmente para

cultivo de linfocitos, aunque también se utiliza para otros tipos de células y

para cultivo de cisticercos in vitro~(Bruckner, 1979; Laclette, et a~1981; - |

_ Taylor y Baker, 1987).

. Postex'iq'r_nnenxte los cisticercos se cortaron en pedacitos pequefios y se
pasaron afra§cbs' de cultivo de 50 ml (FALCON), a los que se adicion6 § ml de
medio de cultivo RPMI 1640 complementado. Se realizaron pruebas con

 diferentes nutrientes y mitdgenos, al igual que a diferentes temperaturas, con el

fin de identiﬁca; las mejores condiciones de cultivo. Los fragmentos se
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mantuvieron en cultivo durante siete dias para permitir la liberacion de las
células parasitarias,

Toda la metodologia anteriormente descrita se realizé en condiciones de
esterilidad. '

aswmmmwmw

' Tempernturas utilizadas:

- Las temperaturas que se probaron fueron de 27°C y 37°C, las cuales son
temperaturas ideales para el cultivo de insectos (Hink, 1979).
Mitégenos:

A los cultivos in vitro de células de cisticerco se les adicioné dos

diferentes mitégenos, con el fin de evaluar su capacidad de inducir division

celular;

. «Concanavalina A (Con A) a diferentes concentraciones: 1, 10 y 100 pg/ml.
-Acetato de forbol mmstato (PMA) (lO nM) - Ionéforo de calcio A23187

¢ mM),

Nutnentes adicionales al medio RPMI 1640 complementado

~En Ia busqueda de la optimizacién de los cultivos in vitro de células de _

: clstlcerco se les adlcloné diferentes nutrientes:

a. Liqundo pentoneal de raton parasitado al 10% (infectados con cisticercos de

T. crassiceps)

b, Lf(]llld() pentoneal de ratén (no parasitado) al 10%

Suero de ratona prefiada al 10%.
d. Suero de ratona (no prefiada) al 10%.
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e. Gonadotropina obtenida a partir de suero de yegua preiiada (Folligon) al 1%.
f. Gonadotropina obtenida a partir de suero de yegua prefiada (Folligon) al
10%. '

~g. Gonadotropina (Folligon) 10% - PMA (10 nM) -lonéforo de calcio A23187

(5 mM).

h. Estradiol 1 pg/m.
i. Estradiol 0.4 pg/ml.
j. Estradiol 0.2 pg/ml.

- Tiempos de cultivo in vitro.

Los tiempbs de cultivo in vitro evaluados fueron los siguientes: 1, 3, 5,

7,9, 11y 15 dias.

Pardmetros para definir el efecto de los diferentes tratamientos en el
cultivo;

Con el fin de comparar el efecto de los diferentes tratamientos en el

~ cultivo, se definié un pardmetro cuahtatnvo la presencna y la frecuencia de la

formacion de cimulos celulares, que permitiera cahﬁcar las condiciones del

cultivo. La alta frecuencia de cimulos” se definié con tres cruces (+++), la

" intermedia con dos cruces (++) y la presencia escasa se cahﬁcé con una cruz
* (+). Etsigno N_.E. identifica los pardmetros no evaluados.

| ad Culﬁv;)vs in vivo de células de cisticerco v evaluacion de su canacidad
, de crecimiento en ratones susceptibles (BALB/cAnN) '

“Con el fin de evaluar la posibilidad de mantener las células en la cavidad

peﬁtoneal de los ratones, a los siete dias de incubacion se agregé al cultivo




Tripsina-EDTA 1x (GIBCO) en una proporcion 1:1 al volumen total del cultivo
(V/V) y se agit6 suavemente por 15 minutos. Se centrifug6 a 2,000 rpm durante
10 minutos ‘pafa eliminar la tripsina-EDTA. Se lavo y resuspendio el botén 3
veces con medio RPMI 1640 complementado estéril. Se tuvo especial cuidado
de que en el paquete celular no hubieran pequefios cisticercos o restos de ellos
(fragmentos) y se inoculé 4 x 10%y 1.5 x 10° células por ratén en la cavidad
peritoneal de ratones hembras de la cepa susceptible (BALB/cAnN) y resistente

'(C57BL/6)) a la parasitosis por T. crassiceps. El volumen final utilizado para la
" inoculacion fue de 0.5 ml. Treinta dias mas tarde se sacrificaron los ratones y
‘s lavaron las cavidades peritoneales de los mismos, con los que se hicieron
~ frotis. |

Como control del experimento se inocul6é en la cavidad peritoneal ‘de

ratones de la cepa susceptible BALB/cAnN, 0.5 ml de medio RPMI 1640

complementado.

- .5 Cinética de crecimiento de células clonadas en ratones BALB/cARN

" Se procedié a inyectar 5 ratones hembras de la cepa BALB/cAnN, con
células clonadas obtenidas a partir de células parasitarias de un cultivo 7 dias,
e_h' medio RPMI 1640, complementado y adicionado con gonadotropina
(Folligon) al 10-%, por medio de una dilucion limitante. La dilucion se realizo

~ colocando en cada pozo (de una placa de cultivo de 96 pozos) la dilucién

adecuada par.d incluir 6 células. De los 60 pozos utilizados, en solo 3 se

~observo proliferacion, después de 3 dias de cultivo, en el medio anteriormente

referido. Las células de estos pozos se colectaron e inocularon en la cavidad
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peritoneal de los ratones. Cada uno de los animales fue inoculado con un
promedio de 5 a 10 células. Se sacrificaron a los 18 dias posteriores a la
inoculacion y se procedié a colectar el contenido peritoneal, con lo cual se

hicieron frotis.

Se realizo una cinética de crecimiento de células in vivo en ratones

previatﬁente'deﬁnid()s como susceptibles-y resistentes a la-infeccion parasitaria
‘experimental, con las células de cisticerco cultivadas durante 7 dias in vitro.

~ En ratones BALB/cAnN se inocularon 4 x 10° células resuspendidas en
* 0.5 ml de medio RPMI 1640 complementado y adicionado con gonadotropina
(Folligon) al 10 % por cada ratén. Se sacrificaron 5 animales a los 1, 3,5,7,15
5’.30 dias después de la inyeccién de células respectivamente y se procedio al
conteo de Ié carga parasitaria. Los ratones hembras C57BL/6J se inoéularon
“con 4 x 10°—células resuspendidas en 0.5 .mi-de medio RPMI 1640

com'plementado y adicionado con “gonadotropina (Folligon 10%). Se

sacrificaron 5 anifnéles alos 10, 15 y 30 dias respectivamente y se procedio al
“conteo de la carga parasitaria,

~ Todos los animales fueron sangrados previamente a blanco para colectar

el suero. Se tomaron muestras del contenido peritoneal y se hicieron frotis para

observar los tipos de células presentes.
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N° 2.- Muestra diluida (1/10),
N° 3.- Muestra mds diluida (1/100),
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b. Preparacién de la sonda ¢-myc de ratén

b.1 Obtencién del pldsmido
 El plismido utilizado fue facilitado amablemente por ¢l M en C Marco

Bonilla;

b.2 Cuantificacién de la concentracién del plismido pGEM 2 con el genc-
myc ’ | ’

Paré la cuahtiﬁcacién de la concentracion, se utilizé el Kit DNA DipStick '
(Invitrogen), de acuerdo al protocolo sugerido por el fabricante. El Kit
determina la concentracion de ADN mono o dicatenario, ARN u
oligonucleétidoé (de 6 bases 0 mds) a concentraciones muy bajas (0.1 ng/p).
Los resultados visibles se producen a los 10 o 15 minutos y el color de las tiras

“es permanente. El protocolo consiste en realizar diferentes diluciones . de la
muestra de ADN del que se quiere medir las concentraciones (las "
convencionales son 1/10 y 1/100). En las tiras se colocaron las dlfercmes

 soluciones y la muestra sirrdiluir (Fig 7).

Se colocé 1 ml de la solucion de lavado en la cubeta I, 1 mdela

'soluclén de acoplam:ento en la cubeta 2 y 1 ml de la solucion de revelado enla
cubeta 3; se realizé el siguiente protocolo:

- Se colocd la tira en la cubeta 1 por 10 segundos.
-Se trasferié a la cubeta 2 por 3 minutos.

- Se lavo en agua destilada/desionizada/estéril por 20 segundos
-Se pasé a la cubeta 3 por 2 minutos.

21




Figura 8. Plasmido pGEM 2 (3,000 pb) con el gen c-myc.

Fragmentos:

B: 1,000 pb.
C: 750 pb.
O: 500 pb.




- Se lavé en la cubeta 1 por 20 segundos.
- Se dejé secar. ‘ .
- Se compard la intensidad de la muestra con el estandar del Kit.

b.3 Digestién del plésmido pGEM2 con el gen c-myc
Con base en lo descrito en la introduccién y en el apéndice II se decidié
uﬁlizar como sonda la regién del exon 2, la cual puede obtenerse por digestion

‘con la enzima Pst 1 (10 U), lo que permiti6 obtener un fragmento de 500 pb
(Fig8). o |

Parala digeétién se utilizd el siguiente protocolo: ‘

Agua destilada/desionizada/estéril 315l

Plasmido pGEM2 con el gen c-myc (1ug)  12.5 i
Buffer (10 X) . 5.0ul |
‘Enzima (PST 1) o 1.0 Wl (10 U/ pg) -
50.0 pl

Después se incubd a 37°C durante 4 horas,
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b.4 Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa se utilizo para identificar y aislar el
fragmento de 500 pb (que se utilizé como sonda) y eliminar el ARN presente
en la muestra. '

Soluciones:

TBE 5 x (Tris-Borato-EDTA)

Trizma base (Tris [hidroximetil] aminometano hldroclorhidnco) 04M

Acido Borico 04 M

EDTA (Acido etilenodiaminotetracético) 10 mM

Se aforé a 1 litro con agua bidestilada/desionizada/estéril.

Pi'ocedimiento: ,

Se disolvié la agarosa (0.9 %) en TBE y se agregd 6 ml de Bromuro de
etidio. Una vez gelificado, se cargaron los pozos con la digestion obtem'da del
plasmido pGEM2/gen c-myc con la enzima Pst | y se aplicé una corriente de
150 volts, durante 1 hora,

b.S Extraccién del ADN de 500 pb (sonda c-myc) de la agarosa
Soluciones:
- TE :
( | Trizina base 1 ‘M, pH 8.0
EDTA  0.5M,pH 8.0
Solucion A: Fenol, cloroformo y etanol en una relacion 5:4:1

Procedimiento:
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o3 wm = } Fragmento que
' se cortd (500 pb)
PM Muestra ‘
(6ul)

* Figura 9, Esquema del producto obtenido a partiz.

de la digestion del plasmido pGEM2 con. la
enzima Pst 1. El fragmento de 500 pb se utilizé
como sonda para la identificacion del gen c-myc.




- Se cortd el fragmento de 500 pb del gel (Fig 9) y se colocd en un tubo
eppendorf. ' '

- Se disolvi6 el gel (bafto Maria a 65°C).

- Se estim6 el volumen y se agregd un volumen igual de fenol
(equilibrado con 0.2 M de acetato de sodio pH $.4).

- Se agito6 en el vortex y se centrifugd a 14,000 rpm, por 5 minutos.

- Se quit6 el sobrenadante y se Mdé. '

- Se agreg6 TE (volumen a volumen),

- Seagitd en el vortex y se centrifugo a 14,000 rpm, por 5 minutos.

- Se quité el sobrenadante.

-Se juntardn los sobrenadantes.

- Se hicieron dos extracciones més con fenol. '

- Se agregd la solucion A en una relacion volumen a volumen al
sobrenadante. |

. Se agitd en el vortex y centrifugd a 14,000 rpm, durante 5 minutos.

" - Se extrajo el sobrenadante.

- Se adicioné NaCl (que quedd 0.1 Mconel ADN)'y se agregd 2.5 x de

volumen de etanol absoluto.

- Se dejo a -70°C una hora,

- Se,c’ex'itri_fugé a 14,000 rpm, por 30 minutos a 4°C.
- Se desechd el etanol absoluto.

- Se lavd el boton con etanol al 70 % y se dejo secar.

- Se resuspendid en 10 a 20 ml de TE,
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- Se cuantificd la concentracion de la sonda utilizando el Kit DNA
Dipstick (Invitrogen).

b.6 Extraccién del ADN de los metﬁcéstodos de T. crassiceps, variedad
HYG y ORF

Soluciones:
SSC20xpH 7.6

Cloruro de sodio (NaCl) 3 M .

Citrato de sodio dihidratado (C¢HsNa;07.2H,0) 0.3 M

Se aford a un litro,

Las soluciones y ¢l material de cirugia que se utilizé fueron esterilizados.

Procedimiento:

Los cisticercos de 7. crassiceps tanto de la variedad ORF como HYG
ﬁiéfon extraidos de la cavidad peritoneal de ratones BALB/cAnN hembras de 8
a 10 semanas de infeccion. Los ratones fueron sacrificados por dislocacién
cervical. , |
Para la obtencién de los cisticercos se realizd lo siguiente;

- Se sumergi6 al ratén en benzal.

- Se extrajeron los cisticercos de la cavidad peritoneal con SSC 1x y se

lavaron los cisticefcos varias veces para eliminar al méximo las proteinas
murinas adheridas a su superficie, ' '

- Se lavaron los cisticercos varias veces, pero ahora con agua
bidestilada/desiouizada/estéril. |
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- Se quito el agua.

- Se coloco 1.5 ml de cisticercos en cada tubo eppendorf.

- b.7 Purificacion del ADN de los metacéstodos de 7. crassiceps, variedad
HYG y ORF '
La extraccion del ADN de los cisticercos se realizé con.el Kit "Genomic
DNA for cell culture DNA, protocol mini" (Qiagen). El Kit proporciona un
* procedimiento de purificacion seguro para el aislamiento de ADN‘genémico de
alto peso molecular (con un intervalo de tamafio de 50-140 Kb, con un
promedio de extension de 80 a 100 Kb); proveniente de cultivo de células, de
~ las que se ob_tiene un ADN gendémico muy puro, libte de contaminantes. El

- procedimiento se basa en la optimizacién de soluciones amortiguadoras para

una lisis cuidadosa de la célulay el micleo, combinada con una separacion por
resinas de Qiagen, lo cual propofciona una purificacion del ADN gendémico sin
el uso de extracciones con fenol y/o cloroformo.

- La cuantificacion de la concentracion del ADN se realizé con el Kit
DNA Dipstick (Invitrogen), | |

b.8 Exfracci(m 'yj;uriﬁcacidn del ADN de ratén de la cepa BALB/cAnN
EI'ADN fue proporcionado amablemente por la M en C Gladis Fragoso.
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b.9 Digestion del ADN de 7. crassiceps HYG y ORF y de ratén

BALB/cAnN
ADN purificado de 7. crassiceps y de ratén BALB/cAnN fueron

- digeridos con las enzimas Eco R1, Pst 1 y Hind I respectivaménte, con los

 protocolos siguientes:

ADN Ratén BALB/cAnN 13.3 pl
Agua bidestilada/desionizada/estéril 9.7 pl
Amortiguador (10 x) 30 u
Enzima . 40 W |
300 pl

Se incubd a 37°C durante 4 horas.

ADN T' crassiceps variedad ORF  78.0 pl
Agua bidestilada/desionizada/estéril 6.0 pl -

~ Amortiguador (10 x) 100 pl
- Enzima 6.0 ul
100 i

Se incubd a 37°C durante 4 horas.
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ADN 7. crassiceps variedad HYG ~ 60.0 pl
Agua bidestilada/desionizada/estéril 9.0 ul

‘Amortiguador (10 x) 9.0 ul
Enzima ; 6.0 ul
84.0 ul

~Se incubod a 37°C durante 4 horas.

~ b.10 Transferencia de ADN genémico de 7. crassiceps variedad HYG y

~ ORF y ratén BALB/cAnN (Southern, 1975)

Soluciones: .
Amortiguador alkali 0.5 M NaOH/1.5 M NaCl
 Amortiguador neutral 0.5 M Tris-HCI, pH 7.5/3 M NaCl
.20 x Dodecil sulfato de sodio (SDS) | M, al 10 %
Proceqilimiento.: |
Los fra:gmentds» del ADN se separaron por electroforesis en gel de
- agarosa al 1% con TBE y se desnaturalizaron con el amortiguador alkali
| durante una hora a temperatura ambiente y con el amortiguador neutral durante
otra hora. D'es'_pt'lés'.el ADN se transfirié por capilaridad del gel al filtro de
; nitrocelulosa (Southerh, 1975).

La transferencia se dejé transcurrir por 20 horas y después se fijo el

- ADN a la nitrocelulosa por irradiacién con luz ultravioleta.
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Para marcar la sonda se us6 el Kit "Random primed DNA labeling"
(Boehringer Mannheim Biochemica), siguiendo el protocolo sugerido por el
fabricante. El Kit se basa en la hibridizacion de una mezcla de todos los

hexanucledtidos posibles del ADN que seran -marcados. La hebra

complementaria es sintetizada desde el extremo 3'OH del primer
hexanucledtido fortuito utilizando la enzima Klenow. Los deoxinucledtidos

trifosfatos modificados (*’P}-, [S}-, ['H]-, ["** I]- o marcados con biotina) -
* presentes en la reaccion son incorporados en la nueva hebra complementaria

sintetizada. La longitud de los fragmentos del ADN que se marca no influye en
la reaccion, La muestra de ADN sirve como un molde para la sintesis del ADN
marcfa_do y no se degrada durante la reaccion, lo Que hace posible marcar por
este método una cantidad minima de ADN (10 ng).

. La placa se expuso durante 5 dias, en pelicula para diagnéstico (Kodak).
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Figura 10. Aspecto de las células parasitarias obtenidas a los 7 dias de cultivo
in vitro en presencia de medio RPMI-1640 complementado y adicionado con
gonadotropina al 10%, sin el tratamiemo de tripsina-EDTA. Se observan
células incluidas en los extrenios de los fragmentos de cisticercos aiin sin
liberarse. Aumento 60x,
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V. Resultados

- a1 Obtencién de células parasitarias 8 partiv de) cisticerco de Taenia
vifro

Con ¢l fin de obtener células parasitarias se evaluaron diferentes

procedimientos. Los primeros tratamientos no incluyeron tripsina-EDTA y a

consecuencia de esto, como se observa en la figura 10, las células no

alcanzaron a separarse de los fragmentos de los cisticercos, por ello se

consideré un tratamiento adicional con tripsina-EDTA.

Con el propésito'de encontrar las mejores condiciones 'para' los cultivos
~ celulares se evaluaron diferentes mitogenos y nutrientes adicionados al medio
~de cultivo, Las condiciones evaluadas se presentan en la Tabla VI. Como puede
obsei'varsé, se obtuvo un mejor desarrollo de ciimulos celulares a 27°C que a

37°C.. | | |
La Concanavalina A (Con A) es una de las tres lectinas mds
| B fte(;uentemente utiliéadas en cultivds, pues tienen la propiedad de activar a un
gran nimero de clonas de linfocitos T y B, sin importar la especificidad de
~ unién al _antigc'nb. Las iectinas presentan tres propiedades fundamentales: unién
'es‘péclﬁca a:azfxca'rés; yaglvutinacién de células y estimulacion de linfocitos por lo
: qual" ia'mbiéﬁ : Soti llamados activadores policlonales (Klein, 1990). Existen
‘ reportes en los cuales se describe que existe una reactividad entre la Con A y
o ~los anti[;cnbs parasitarios del cisticerco (Vidal Tamayo, et al, 1990). Se utiliz6
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Tabla VI, Obtencién de células parasitarias a partir del cisticerco de Taenia
crassiceps. Optimizacion de cultivos in vitro,

’ 37°C
ConA 1pg/ml +
Con A 10 pg/ml + ' +
Con A 100 pg/ml M +
PMA(10 nM)
Ionéforo de calcio(5 mM) -oH +
Liquido peritoneal ratn
no parasitado al 10% + ot
Liquido peritoneal raton
- parasitado 10% + +
Suero ratona no preflada : + ‘NE.
al 10%
Suero ratona prefiada 10% ‘ + NE. .
- Gonadotropina
(Folligon) 1% + : ot
Gonadotropina
_ (Folligon) 10% H+ +
Gonadotropina
(Folligon )10%-PMA- + NE.
lonéforo de calcio
Estradiol 1 pig/ml ++ ' NE
__Estradiol 0.4 pg/ml + NE.
Estradiol 0.2 pg/ml ‘ + NE,

- PARAMETROS EVALUADOS. Presencia y frecuencia de formacion de climulos celulares.

+++ Alta frecuencia de climulos celulares en el ‘medio de cultivo y alrededor de los

 cisticercos cortados (fragmentos). ++ Mediana frecuencia de cumulos celulares en el medio

de cultivo y alrededor de los cisticercos cortados, + Muy escasa frecuencia de cimulos
celulares. N.E. Pardmetros no evaluados. R




PMA-Ionéfdro de calcio A23187, ya que se ha descrito que cuando se emplean
anbos se activan linfocitos T y B, debido al aumento del calcio intracelular y la
activacion de la protein cinasa C (PKC) (Drexler, et al, 1990; Liu Lin, et al,
1992; Truneh, et al, 1985). Por lo anterior se decidié utilizar la Con A y el
PMA-lonéforo de calcio a diferentes concentraciones, con el propdsito de
observar si estos favorecian los cultivos de células parasitarias. Se encontré que
“laConAvyel PMA-Ionéfdro de calcio inducian una frecuencia mediana de
cumulos celulares a una concentracion de | ug/ml para la Con A y 10 nM/§
mM para el PMA-Ionéforo a 27°C, aunque estos no resultaron ser los factores
(que indujeron la mayor proliferacién celular (Tabla VI).

Al considerar Que los cisticercos se desarrollan éptimamente en la
cavidad peritoneal de los ratones, se procedié a utilizar liquido peritoneal de
ratones no parasitédos y ratones parasitados, con la esperanza de que existieran
factores que ayudaran al desarrollo y manutencion de las células parasitarias,
“En anjbos casos se encontrd presencia escasa de cimulos (Tabla VI). |

Se ha reportado que en las infecciones causadas por 7. crassiceps las
hembras son méas susceptibles que los machos (Sciutto, et al, 1991). Por este
motivo y al i;onside‘rar que las hormonas sexuales participan en el control de la
infeccion parasitaria, se procedié a la utilizacion del suero de ratonas prefiadas
y no prefiadas. En los cultivos con suero de las hembras no preiladas, se indujo
una presencia de cimulos escasa, mientras que en los cultivos con el suero de
las hembras prefiadas, la presencia de cﬁmuloé fue mayor, estas variables sélo
fueron evaluadas a 27°C, por ser la mejor temperatura encontrada para el

 desarrollo de los cultivos celulares parasitarios (Tabla VI).
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‘a.2 Cultivos in vivo de células de cisticercos

Al observar que el suero de hembra preiada mejoraba los cultivos, se
decidio evaluar una de las hormonas principales asociadas al embarazo. Se
utilizd gonadotropina comercial purificada a partir de suero de yegua preiiada
(Folligon) y los mejores resultados se obtuvieron a una concentracion del 10%
a 27°C (Tabla VI), .

Al encontrar que el PMA-lonéforo de calcio y la gonadotropina al 10%

por separado mejoraban las condiciones de los cultivos celulares, se procedié a

- utilizarlos en conjunto, a fin de mejorar las condiciones del cultivo, sin embargo

los resultados no indicaron efectos potenciadores (Tabla VI). -
~También se evalud la adicion de estradiol al medio de cultivo, ya que

esta liormona también participa en la susceptibilidad a la parasitosis. Se .

: utilizaron diversas concentraciones (0.4, 0.2 y | pg/ml) y se encontré que la

concentracion de 1 pg/mi favorecia la presencia de cimulos celulares (Tabla

vI);

~De las diferentes condiciones evaluadas en el cultivo de células

parasitarias se deduce que los mejores resultados consistieron esencialmente en

el medio RPMI 1640-complementado, adicionado con gonadotropina purificada
a partir de suero de yegua preiiada (Folligon) al 10%, a una temperatura de 27°

C. Las células en mejor estado se observaron a los siete dias de cultivo in vitro.

. de erecimiento en ratones BALB/cAnN

Con el fin de evaluar la posibilidad de mantener las células en la cavidad

peritoneal de los ratones, se inocularon 1.5 x 10° células por ratén en la cavidad
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Figura 11, Aspecto de las células parasitarias obtenidas a los 7 dias de cultivo
in vitro en presencia de medio RPMI-1640 complementado y adicionado con
gonadotropina al 10%, con el tratamiento tripsina-EDTA. Las células se
encuentran libres de los fragmentos de cisticercos. Aumento 60x,




peritoneal de ratones hembras susceptibles BALB/cAnN. En la figura 11 se
observa el aspecto de las células a los siete dias de cultivo in vitro antes de ser
inyectadas en la cavidad peritoneal de raton, con el tratamiento tripsina-EDTA.
Treinta dias mas tarde se sacrificaron los ratohes y se lavaron las cavidades
peritoneales de los mismos. Fue sorprendente encontrar un promedio de 120
cisticercos por raton, Este resultado sugirié que las células parasitarias se
multiplicaron y/o se agruparon formando cisticercos. Para confirmar este

hallazgo se procedio a repetir este procedimiento con un mimero de células

*menor y con 4 x 10° células se encontraron 15 cisticercos en promedio, después

de 30 dias de infeccion.

2.3 Cinética de crecimient lulas ¢l :

A fin de descartar la posibilidad de la presencia de fragmentos

parasitarios (Bunge, 1991) incluidos en las células utilizadas para inyeccion, se

decidio clonar las células parasitarias considerando que algunas de estas células

aisladas podian incluir a probables células capaces de proliferar y/o agregarse.

- Se procediélla inocutar—en la cavidad peritoneél» de-ratones hembras

BALB/cAnN, con células clonadas obtenidas a partir de un cultivo de células in -

~ vitro, por medio de una dilucion limitante. Cada uno de los animales fue

inoculado con un promedio de 5 a 10 células. Se sacrificé a un animal a los 18

dias posteriores a la inoculacién y se procedié a colectar el contenido

~peritoneal. Los resultados fueron satisfactorios:
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Figura 12. Aspecto de las células recuperadas de la cavidad peritoneal de
ratones BALB/cAnN a los 24 dias de haber sido inoculadas. con las células de
cisticerco clonadas. Se observan células binucleadas que aparentemente no
pertenccen al hospedero ya que en la cavidad peritoneal de un raton control no

-se observaron células con este aspecto. Cabe sefalar que a los 24 dias ya se

habian encontrado cisticercos macroscopicamente visibles. Aumento 32 y 80 x,
respectivamente. ‘




I. De las 360 células parasitarias aisladas (60 pozos de placa de cultivo con 6
células parasitarias en cada uno) solo el 5 % del total fueron capaces de

proliferar.

2. A los 18 dias después de haberlas inoculado en la cavidad peritoneal de

ratones hembras BALB/cAnN susceptibles (cepa y sexo reportados como los
mas susceptibles a la infeccion con cisticercos completos), se recuperé una
gran cantidad de células aisladas y agregados celulares, sugerentes de la
‘existencia de un  mecanismo de reagrupamiento reagrupamiento y/o
proliferacion probablemente en camino de formar un cisticerco completo.
3. Alos 24 dias de inyeccién se recuperaron 10 cisticercos macroscopicamente
visibles, al igual que una gran cantidad de células aisladas y agregados
celulares

En las figuras 12 y 13 se muestra el aspecto de células recuperadas dela
cavidad peritoneal de ratones BALB/cAnN a los 24 dias de ser inoculados con
 células clonadas de cisticerco.

“ En la Tabla siguiente se observa la cantidad de cisticercos recuperados

de la cawdad peritoneal para diferentes cantidades de células inyectadas:

5 a 10 (cdlulas clonadas) 80+282
4x10° 158 +294
1.5x10°¢ 120 + 28.28
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Figura 13. Aspecto de las células recuperadas de la cavidad peritoneal de
ratones BALB/cAnN a los 24 dias de haber sido inoculadas con las células de
cisticerco clonadas. Se observan células binucleadas que aparentemente no
pertenecen al hospedero ya que en la cavidad peritoneal de un raton control no
se observaron células con este aspecto. Cabe sehalar que a los 24 dias ya se
habian encontrado cisticercos macroscopicamente visibles. Aumento 80 x.
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a.4 Cinética de formacién de glsglggrgos a_partir gg células del ci !jgg €0

Con el fin de confirmar la observacion realizada y documentar el proceso

~ de multiplicacion celular y reconstitucion de cisticercos se realizo una cinética

de c‘recimierito de células in vivo en ratones previamente definidos como
susceptibles y rcsistcntes a la infeccion parasitaria experimental, con las células
de cisticerco cultivadas durante 7 dias in vitro,

En ratones BALB/cAnN se inocularon 4 x 10° células resuspendidas en
0.5 ml de medio RPMI 1640 complementado y adicionado con gonadotropina
(Folhgon) al 10 % por cada ratén. Se sacrificaron los animales a los 1, 3, §, 7

“15y30 dias después de la inyeccion de células respectivamente y se procedio
~ al conteo de. la carga parasitaria. En ratones hembras C57BL/6J se inocularon
" con 4 x 10° células resuspendidas en 0.5 ml de medio RPMI 1640 .

complementado y adicionado con gonadotropina (Folligon 10%). Se

sacrificaron los animales a los 10, 15 y 30 dias respectivamente y se procedio

al conteo de la carga parasitaria (Tabla VII, Fig 14).

| Como puede-observarse (Tabla VII, Fig 14) en-los ratones susceptibles,
durante lo“sp‘rimerosbs dias no se recuperaron cisticercos, sin einbargo al dia 7,
se observaron los primeros cisticercos macroscopicamente identificables, a los

| 30 dias de infeccion recuperamos un promedio de 15.8 cisticercos por ratén En

los - ratones res:;tentes no se observaron cisticercos macroscopicamente

- identiﬁcables en ninguno de los tiempos evaluados, pero a los 15 dias después

de la inyeccion de las células se detectd la presencia de agregados celulares

- compatibles con imégenes de cisticercos en formacion.
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BALB/cAnN C57BL/6)

1 0,0,0,0,0 10 0,0,0,0,0
3 0,0,0,0,0 15 0,0,0,0,0
5 0,0,0,0,0 30 0,0,0,0,0
7 0,0,0,2,3

15 7,5.5,7.,6
30 20,15,15,12,17

Tabla VII. Nimero de cisticercos recuperados de la cavidad peritoneal de
ratones BALB/cAnN y ratones CS7BL/6J después de diferentes dias de
inoculacion con 4 x 10° células parasitarias por ratén. El nimero de ammales
utilizados fue de 5 ratones. . - .
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Dias posteriores a la inoculacion

Figura 14. Cménca de formacion de cisticercos después de inyectar ratones
BALB/cAuN y C57BL/6J con 4x10* células parasitarias por ratén.



En la figura 15 se muestra el aspecto de las células de cisticercos de 7.
crassiceps, recuperadas de la cavidad peritoneal de ratones BALB/cAnN y
C57BL/6J a los 30 dias de inyeccion. En ambas cepas se. puede apreciai' la
formacion de agregados celulares de diferentes tamaflos, asi como células -

aisladas. .
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Figura 15. A, B, C.- Aspecto de las células de cisticercos de 7aenia crassiceps
recuperadas de la cavidad peritoneal de ratones BALB/cAN a los 30 dias de
inyeccion con 4 x 10° células parasitarias, Aumento 40 x.

D.- Aspecto de las células de cisticercos de Taenia crassiceps recuperadas de
la cavidad peritoneal de ratones CS7BL/6J a los 30 dias de inyeccion con 4 x
10° células parasitarias. Aumento 40 x.



T i ORF

Para evaluar la presencia del oncogen c-myc en el genoma del cisticerco -

de 7. crassiceps tanto de la variedad ORF como HYG se realizd una
hibridizacion utilizando una sonda del gen c-myc de 500 pb, que comprende la

region del exdon 2 del gen.

La cuantificacion de la concentracion del plasmido pGEM2 con el gen ¢-

‘myc fue de 0.08 pg/pl. Una vez digerido el plasmido pGEM?2 con el gen c-myc,
se obt'uvo la sonda c-myc, con una concentracion de 0,025 pg/ul.
El ADN de los metacéstodos de 7. crasssiceps HYG y ORF (con una
concentracion de 0.302 pg/ul y 0.255 pg/ul respectivamente) y el ADN de
:atbn BALB/c (con una concentracion de 1.5 pg/ul) utilizado comb control,
 fueron digeridos con las enzimas Eco R1, PST 1 y Hind III respectivamente e
' 'hibn'dizados con la sonda c-myc. La transferencia del DNA genomico sugiere
la presencia de este oncogen en el genoma de T, crassiceps tanto de la variedad
;HYG como ORF y en el ADN del fatén BALB/cAnN (Fig 16). |
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Figura 16. Hibridizacion de DNA de ratones BALB/CANN (a, b, ¢) y del
cisticerco de Taenia crassiceps ORF (d, f,h)e HYG (e, g,i)con la sonda
c-myc, se muestia la hibridizacion de este oncogen-en los genomas respeciivos,



VL DISCUSION

Este trabajo de tesis consistié en ¢l disefio de un blanco sensible y
épropiado para la identificacion de factores inmunolégicos asociados a
condiciones de resistencia o susceptibilidad a la cisticercosis experimental -
murina. Para ello, se trataron cisticercos murinos utilizando diferentes
procedimientos con el fin de obtener células parasitarias que podian modificar
su viabilidad o crecimiento en forma mds sensible que el cisticerco completo.
El tratamiento de los cisticercos por medio de un procedimiento mecénico
cortandolos para reducirlos a pedazos pequefios, aunado a un tratamiento :
posterior (7 dias) con tripsina-EDTA 1x, resulté ser el adecuado para la
~ obtencion de células in vitro. Se observaron mejores resultados cuando las.
células se cultivaban a 27 °C, que es una de las temperaturas ideales para el
cultivo de células de insectos (Hink, 1979), mientras que a 37 °C los resultados
: fueron muy poco alentadores. Las células requieren ademas de la presencia del
suero fefal bovino para su produccion.

Las células _produc1das permanecieron viables en cultivo in.vitro durante
los 15 dias p"o'steriores a su obtencién. Para optimizar este procedimiento se
considerd lavadiéién' de diferentes sustancias reportadas como mitégenos para
células de maniferos, entre las cuales se evaluaron: Con A (1, 10, 100 ug/ml) y
PMA-Ionéforo de calcio A23187 (10 nM/5 mM), ambos se han reportado
Lomq actlvadores de una gran variedad de tipos celulares en diferentes especies
que i‘ncluyen células T y B de mamiferos (Paul, 1984 y Guilan, et al, 1992). El
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PMA-londforo de calcio se ha descrito que tienen un papel muy semejante al
que realizan el inositol 1, 4, S-trifosfato (IP;) y el 1, 2-diacilglicerol (DG).
Estas moléculas tienen funcién de segundos mensajeros intracelulares, por una
parte el IP, participa en la movilizacion de calcio intracelular al incrementar la
concentracion citoplasmdtica y el DG activa a la protein cinasa C (PKC).
Ambas sefales actian sinérgicamente fosforilando diferentes proteinas -
celulares que regulan la funcion y proliferacion celular, especificamente el PKC
estimula la exprésién de genes c-myc y c-fos, los cuales se han sugerido que
participan en la transicion de Go a G en el ciclo celular (Hoshijima, er al,
.1988)‘ LaCon A enla dosis de 1 ug/mly el PMA-londforo de calcio resultaron
ser los que indujeron mejores resultados. Esto sugiere que las células
parasitarias presentan en su superficie glicoproteinas capaces de ser
reconocidas por Con A. La presencia de este tipo de glicoproteinas no es un
hallazgo original, existen reportes de una extensa reactividad entre esta lectina
-y los antigenos barasitarios de los cisticercos (Vidal Tamayo, et dl, 1990). Sin
~ embargo, este hallazgo constituye una primer eﬁdencia de la posibilidad de
favorecer el crecimiento o mantenimiento de algunas o todas las células
: parasitarias por medio de la fijacion a esta glicoproteina. La respuesta al PMA-
Ionéforo de caléid (10 nM/5 mM) sugiere que al menos algunas de estas
células ‘parasitarias poseen mecanismos de activacion compartidos con células
de mamifero‘s.. ,
in vitro se observé que las células parasitérias pierden viabilidad a partir
de los 15 dias de cultivo, Es probable que los cultivos carezcan de algunos de

los componentes que le brinda el raton que permitan su manutencién por
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periodos de tiempo mas grandes. Entre los intentos por prolongar su
supervivencia se uso la adicion de liquido peritoneal de ratones parasitados y
no parasitados al medio de culﬁvo, con la idea de que en este compartimento se
encontraran factores de crecimiento producido§ por los propios cisticercos y/o
el huésped. La evaluacion de contenidos de la cavidad peritoneal de ratones

susceptibles infectados no indicaron efectos positivos. El crecimiento in vitro

- de las células fue muy escaso y por periodos cortos. Asf, probablemente existen

otros cbmponentes del hospedero que pueden ser importantes en el desarrollo
de las mismas o bien que la muerte de algunas de las células durante la
reproduccion in vitro afecta el desarrollo de las células capaces de continuar
agrupandose y/d dividiéndose. _

En la consideracion de otros posibles candidatos para optimizar los .
cultivos célulares, se tomd en cuenta la informacion previa de la relevancia de

las hormonas sexuales en el crecimiento parasitario. Las hormonas sexuales

' tienen un papel importante tanto directo como indirecto en la regulacion de la

respuesta inmune y por ello probablemente participan en el control de la

infeccion parasitaria. Se acepta generalmente (aunque hay excepciones), que

los machos son mas susceptibles que las hembras a las infecciones parasiticas y

la susceptibilidad aumenta en varias parasitosis durante el embarazo. En

~algunas parasitosis como en la malaria, tripanosomiasis y toxoplasmosis, los
estrogenos y progesterona se asocian a la inmunosupresion durante el embarazo

‘(Alexander 'y Stimson, ef al, 1988) pues facilitan la instalacion de estas

parasitosis. Mientras tanto se ha reportado que en las infecciones causadas por

T. crassiceps las hembras son mas susceptibles que los machos en un extenso
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conjunto de cepas de ratones utilizadas (Sciutto, ef al, 1991). Se uso suero de
ratones hembras prefiadas y no prefiadas y se encontré que los cultivos se
mejoraban én presencia de suero de ratones hembras prefiadas. Entonces se
evalu6 una de las principales hormonas asociadas al embarazo, la
gonadotropina (Folligon), la cual es una glicoproteina obtenida a partir de suero
de yeguas prefiadas. Esta substancia puede ser substituida por la gonadotropina
foliculo estimulante de la glandula pituitaria anterior tanto de hembras como de
machos. El Folligon estimula el desarrollo del foliculo ovéarico en hembras y la
actividad espérmatogénica de los machos la cual se lleva a cabo en los tibulos
seminiferos. Con esta hormona se obtuvieron los mejores resultados, lo que
sugiere la capacidad de las células para interaccionar con ella, promoviendo su
proliferacion y/o agregacion. La identificacion de receptores capaces | de
reconocer especificamente esta hormona seria de gran interés para profundizar
en el conocimiento del componente enddcrino participante en la relacion
huéSpcd-parasito.

También se evalud la adicion de estradiol al medio de cultivo, ya que
esta hormona vambién panicipa en la susceptibilidad a la parasitosis. Se
utilizaron diversas concentraciones y se encontré que la concentracion de 1
ug/thl también favorecia la présencia de cimulos celulares (Tabla VI) pues
produjo una frecuencia mediana de cimulos celulares en el medio de cultivo y
alderedor de los cisticercos cortados, Aunque la respuesta a estradiol no fue tan

favorable como la respuesta a gonadotropina, resultaria interesante evaluar los

mecanismos de interaccion entre esta hormona y las células parasitarias. Cabe

seflalar que se ha observado que en cultivos in vitro de cisticercos de 7.

41




crassiceps las hormonas sexuales como el 17 B-estradiol, la testosterona y la
progesterona no afecta la reproduccion y crecimiento de los mismos (Huerta, et
al, 1992), ,

Estos resultados constituyen la primera documentacion de que los
cisticercos pueden disgregarse hasta células viables en cultivos de hasta 15 dias
de duracion y sefialan algunos factores que podrian favorecer su crecimiento,
reproduccion y/o agregacion in vitro. _

Al considerar que el cisticerco de T. crassiceps crece naturalmente en
raton y que ekperimentalmente se ha demostrado que hasta un cisticerco
inyectado intraperitonealmente puede dar lugar a decenas de cisticercos
depués de un mes de inyeccion (Freeman, ef al, 1962) se evalué la capacidad
de crecimiento de las células producidas in vivo, inyectdndolas en su h'uésped‘

natural, Para ello, se inyectaron aproximadamente 4 x 10° y 1.5 x 10° células

(resuspendidas en 2 ml de medio de cultivo) en la cavidad peritoneal de 'lbs

ratones. Sorprendentemente 30 dias después se recuperaron 15 y 20 cisticercos

en promedio respectivamente, por raton inyectado. Ante este resultado se

repitié el experimento controtmdo la posibilidad'de que en la-inyeccion no se
incluyeran cisticercos completos o fragmentos. Con este fin y a partir de un
cultivo celular de 7 dias, se aislaron células individuales, en el supuesto de que

algunas de estas células aisladas podian incluir a las probables células capaces

~de proliferar y/o agruparse 'y no incluir cisticercos pequefios o fragmentos. Se |

mantuvieron in vitro durante 48 horas con el fin de reproducir un conjunto de
células provenientes de seis células aisladas, que tuvieran asi mayores

probabilidades de establecerse en el raton, Los resultados fueron satisfactorios:
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Figura 17. Propuesta de un nuevo modelo del ciclo de vida de
Taenia crassiceps.




1. De las 360 células parasitarias aisladas (60 pozos de placa de cultivo con 6

células parasitarias en cada uno) solo ¢l 5 % del total fueron capaces de

| proliferar.
2. A los 18 dias después de haberlas inoculado en la cavidad peritoneal de

ratones hembras BALB/cAnN susceptibles (cepa y sexo reportados como los
mas susceptibleé a la infeccion con cisticercos completos), se recuperé una
gran cantidad de células aisladas y agregados celulares, sugerentes de.la
existencia de un mecanismo de reagrupamiento reagrupamiento y/o

proliferacion probablemente en camino de formar un cisticerco completo.

3. A los 24 dias de inyeccion se recuperaron 10 cisticercos macroscépicamen(é

visibles, al igual que una gran cantidad de células aisladas y agregados
celulares. o |

Este resultado seflala que en el cisticerco existen células capaces de
proliferar y/o agruparse y especializarse para formar un cisticerco completo in
vivo y permite proponer una forma adicional de reproduccion del parasito por
inedio de la liberacion de estas células. Asi, se propone una nueva version del

ciclo de vida de 7‘i»crassiceps como se puede observar enla figura 17.

Parece probable que se pudiera intentar cultivos mds prolongados a partir . .

de estas células aisladas, estos experimentos se encuentran en proceso.
Cabe seflalar que entre las 4 x 10° y 1.5 x10° células inyectadas por cada
raton, es muy probable que solo algunas de ellas presenten la capacidad para

regenerar nuevos cisticercos. Mientras tanto cuando se utilizan células clonadas

“se seleccionan aquellas con capacidad de crecer in vifro y si bien se inoculan

una cantidad tan pequefia como 5-10 células por raton, es probable que todas
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ellas puedan continuar dividiéndose y espécializéndose para formar un
cisticerco.

A fin de confirmar esta propuesta queda por identificar si existen células
parasitarias en el contenido de Ia cavidad peritoneal de ratones inyectados con
cisticercos completos, estos estudios se encuentran en proceso,
| Tomando en cuenta la relevancia biolégica que podria tener esta
observacion se procedio a realizar un estudio cinético después de la inyeccion
de las células parasitarias. Se observé la capacidad de formacion de cisticercos
a partir de células en animales de diferente composicion génica, determinada
‘con base eh informacion previamente reportada por nuestro grupo de
investigacion (Dra Edda Sciutto, IIB, UNAM), en la qué se sefialan diferencias
importantes de susceptibilidad en distintas cepas de ratones. Con este
propdsito, fueron inoculados ratones previamente identificados como
resistentes (CS7BL/6J) y susceptibles (BALB/cAnN) (ante un desafio con diéz
cisticercos por ratén), con 4 x 10° células parasitarias por ratén. La cinética de
crecimiento realizada en estos ratones permitid observar que en animales
susceptibles (BALB/cAllN) ‘l‘os primeros cisticercos aparecen siete dias
'despuvés de la inyeccién de las células, mientras que en los ratones definidos
previamente como resistentes (C57BL/6)) a la cisticercosis no se, recuperaron
cisticerco’s macroscopicamente observables, sin embargo se observaron células
aisladas de gran tamafio y agrupamiento de cimulos celulareé, lo cual indicé la
posible formacion  de cisticercos, Esto seflala que la diferencia de
- susceptibilidad podria deberse a mecanismos diferenciales o de distinta

eficiencia entre resistentes y susceptibles que se ejercen en el control del
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crecimiento parasitario a través de la liberacion de células. Entre ellos podrian
figurar el control a través de anticuerpos fijadores de complemento especiﬁcoé
contra antigenos tempranamente expresados por las células parasitarias e
importantes para su diyisién asi como el tipo de respuesta celular asociada a la
presehcia de estas células en el peritoneo. Estos diferentes mecanismos
posibles pueden ahora estudiarse cuidadosamente utilizando las células
parésitarias como blancos. ' A

Llamo la atencion la poca variabilidad en el nimero de cisticercos
fecuperados de cada ratén inyectado con células, respecto a las diferencias
observadas en el nimero de cisticercos recuperados cuando, los ratones son
infectados con 10 éisticercos (Tabla III). Estas diferencias podrian ser debidas
a'la existencia de mas de un fenémeno de reproduccion cuando se desafian los
ratones con cisticercos. En este tipo de desafio se analiz6 un fenoémeno de
;epfoduccién mas complejo que podria incluir: el crecimiento de fragmentos de

Cisticércos producidos por el pasaje de los mismos a través de la aguja de

~ inyeccion (Bunge, 1991), la reproduccion por gemacion de los cisticercos que

se establezcan, la liberacion-de.células capaces de transformarse en cisticercos

oy el proceso de muerte de cada una de las partes mencionadas, que

probablemente tenga lugar como resultado de su enfrentamiento con el huésped.

"0 como parte de un proceso natural,

Los resultados obtenidos permiten también proponer un nuevo modelo

experimental con el fin de identificar mecanismos inmunolégicos asociados a

' resistencia. Asi, con base en trabajos anteriores, se sabe que la respuesta

inmune participa en el control de la parasitosis, mientras la vacunacién con
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distintos antigenos parasitarios incrementa la resistencia del huésped (Sciutto,
et al, 1990), la infeccion induce una depresion inmunoldgica en los ratones la
cual parece favorecer el crecimiento y reproduccion del cisticerco. A pesar de

poder inducir por vacunacion una respuesta inmune protectora, aiin no se han

encontrado diferencias en mecanismos inmunoldgicos asociados a estas
~ condiciones de resistencia ni a condiciones de susceptibilidad. Es probable que

la dificultad en encontrarlos se deba al menos en parte al blanco al que estd

dirigido el mecanismo inmunolégico en estudio. Asi, el cisticerco resulta un
blanco macroscépico complejo con capacidad para evadir y recuperarse de los

dafios ocasionados por la respuesta inmune. El contar con este nuevo modelo

experimental basado en la formacion de cisticercos a partir de células

parasitarias, parece factible evaluar la identificacion de diversos componentes v
imhunolégicos que participan en el control del crecimiento parasitario. Ademds
la produccion de células parasitarias probablemente permitird conocer mis
acerca de la biblogia celular y molecular del cisticerco de 7' crassiceps y con

ello tamblén acceder a ahondar en el conocimiento de la cisticercosis por T.

» solmm El hallazgo de que unas células pueddn generar un cisticerco completo

resulta ademas de un gran interés bioldgico tanto en el estudio de este parasito

como para emplearlo como un modelo de diferenciacion.

El disponer de células parasitarias abre también la posibilidad de
modificar genéticamente el cisticerco, al menos en alguna de sus células,
p‘osibilidad que a la fecha no ha sido factible con el cisticerco completo. Para
comenzar a evaluar la posibilidad de inducir inmortalizacién celular a través de

modificacion génica se considerd la incorporacion en las células del parésito de
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genes que participan en la proliferacion celular como es el caso del gen c-myc.
Las secuencias homologas de oncogenes en el ADN de vertebrados se
encuentran muy conservadas en Drosophila melanogaster (Shilo y Weinberg,
1981) y en varias especies de Entamoeba (Leyva, et al, 1993). La
identificacion de secuencias homélogas de oncogenes de vertebrados en
invertebrados demuestra un alto grado de conservacion de estos genes en una
gran diversidad de especies, en vertebrados se ha reportado que el proto-
oncogene c-myc participa en procesos de proliferacion y diferenciacion celular
(Maréu, et al, 1992) y se ha propuesto que este pueda intervenir en la
regulacion de otros genes celulares. Asi, c-myc puede jugar un papel
importante en lo que se refiere al metabolismo de metazoarios, comd es el caso
de T. crassiceps. Para que este oncogen se incorpore eficientemente al genoma
del cisticerco en un alto nimero de copias simulando un estado del gen
activado se buscd si se encontraba presente en el genoma de 7. crassiceps. La
hibridizacion realizada, utilizando una sonda especifica de c-myc, sugiri6 la
presencia de este oncogene en el genoma de 7. crassiceps. Sin embargo, falta
por descartar que se trate de contaminacién-con material génico del huésped.
Esta posibilidad se descartard identificando las clonas correspondientes en una
biblioteca de ¢DNA de T. crassiceps producida en nuestro laboratorio
(Manoutcharian, ef al, 1995), e
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De confirmarse este hallazgo, el oncogene ¢-myc seria un gen de interés para
poder utilizarlo directamente para modificar ¢l genoma del cisticerco o como un
gen acarreador para modificar genéticamente el cisticerco. La relevancia

bioldgica de c-myc en la vida de este pardsito queda por evaluar.
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VII. CONCLUSIONES

Es posible obtener células parasitarias individuales a partir de cisticercos

completos de Taenia crassiceps.

Se encontré que las condiciones 6ptimas de mantenimiento in vitro son
en medio RPMI 1640 complementado y adicionado con gonadotropina
purificada a partir de suero de yegua preftada (Folligon) al 10%, a una

temperatura de 27° C.

Las células son capaces de mantenerse viables in vitro durante los 15
dias después de su obtenci6n.

Las células parasitarias son capaces de proliferar y/o agregarse para
formar un cisticerco completo in vivo, en la cavidad peritoneal de ratones-

susceptibles (BALB/CAnN) a la parasitosis por Taenia-crassiceps.

Las células parasitarias son capaces de mantenerse in vivo en la cavidad

purntoneal de ratones de cepas susceptibles (BALB/cAnN) y resnstentes

- (C57BL/6)) ala parasxtosns por Taenia crassiceps.
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La sonda canyc identifico la presencia de secuencias homologas en el
genoma del cisticerco de Taenia crassiceps tanto en la variedad HYG como en
la ORF y en el genoma de ratones de la cepa BALB/cAnN, utilizados como

controles, lo cual sugiere la presencia de este gen en su genoma,
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VIIL. APENDICES
APENDICE I: CULTIVOS CELULARES

a. cultivo de celulas de vertebrados
Establecimiento de células en cultivo
En los ultimos diez afios el desarrollo de cultivos celulares provenientes
de células animales se han encaminado al mejor desarrollo de técnicas que ‘
permitan una mejor mantencion y control de la proliferacion y diferenciacion de
una gran cantidad de tipos de células.
" Durante mucho tiempo solamente era posible cultivar masas de tejidos;
de tal forma dichos cultivos de tejidos, se podian multiplicar indefinidamente si
 la contaminacion debida a bacterias, hongos, etc. era controlada. Si bién se
- trataba de crear cultivos provenientes de células disociadas, este hecho era
~ bastante_infrecuente, hasta que pequefias cantidadeé de enzimas proteoliticas
como por ejemplo la tripsina fueron utilizadas para dis;ociar dichos tejidos, en
células individuales, Una vez logrado el proceso de disociacion se obtuvieron
‘céltxlas primarias, estas se mantenian en buén estado cuando eran cultivadas en
altas poncentraciox_ies, esto debido a que las células difundian nutrientes vitales
hacia afuera de la célula, realizandose asi una alimentacion reciproca entre
ellas, Otra de las alternativas utilizadas para incrementar la eficiencia en el

- crecimiento de las células consistio en colocarlas sobre una capa de nutrientes,
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las cuales eran células esterilizadas por procesos de exposicion a rayos X.
Ninguna de estas células nutrientes tenfan la capacidad de multiplicarse, pero
se encontraban en un estado metabolicamente activo, permitiéndoles liberar una
“gran cantidad de nutrientes para que las células primarias en cultivo pudieran
mantenerse, una vez logrado el proceso de establecimiento las células son
llamadas células secundarias. ,

Es conocido el hecho de que generalmente las células no tienen una
multiplicacién infinita y que pueden dividirse un nimero de veces finitas antes
de morir, por ejemplo las células provenientes de tejidos de pollo se pueden
multiplicar de 20 a 40 veces antes de morir; cultivos de piel humana usualmente
se dividen no mas de 50 a 100 veces antes de morir, ademas si contamos con el
hecho de que las céluas de piel o fibroblastos provenientes de individuos viejos
tienen tiempos de vida mds cortos. Afortunadamente, no todas las células
provenientes de- cultivos animales mueren, ya que algunas de ellas pasan el
périodo llamado "critico" y adquieren la habilidad  de multiplicarse
indefinidamente. A estas células que tienen la capacidad de crecer
mdeﬁnidaxnente, seb les refiere frecuentemente como. inmorﬁles (Watéon,.
1987), existe un nimero considerable de lineas celulares que han sido

derivadas de tumores. La posesion de un fenotipo cancerigeno a menudo

_ permite una més facil adaptacion de las condiciones de un cultivo celular. Esta

propiedad puede deberse a que tanto las células cancerigenas, como las células
normales, pueden adaptarse permanentemente en cultivos debido a un
incremento en el nimero de cromosomas, frecuentemente cerca del doble del

‘numero diploide normal, un ejemplo son las lineas celulares cancerigenas HeLa
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las cuales tienen alderedor de 70 a 80 cromosomas, comparado con un nimero
normal que es de 46 cromosoma por célula (Watson, 1987). Aparentemente, la
posesion de un numero extra de cromosomas (aneuploidia) favorece el
crecimiento de células en cultivo. El repentino cambio en las propiedades de
crecimiento, que tienen las células normales con respecto a una célula
cancerigena, se le conoce como transformacion celular; espontaneamente estos '
fenémenos ocurren raramente, generalmente la transformacion ocurre con
mucha mayor frecuencia después de una infeccion con virus tumurogénico o
después de la exposicion a carcinégenos quimicos o a una fuente de radiacién.
Independientemente de su origen las células transformadas a menudo tienen el
potenciél 0 la capacidad de crecer dentro de tumores, estas usualmente poseen

ciertas caracteristicas adicionales como son; a. tener formas redondas, b. crecer

‘a altas densidades de células, c. a menudo estan bajo la restriccion de crecer

bajo superficies solidas, y d. son exigentes en cuanto a requerimientos
nutricionales se refiere, particularmente con respecto a los sueros,

| La mayoria, pero no todas las células crecen mejor cuando se adhieren a
superficies solidas; raramentey sélo-algunas lineas celulares pueden-crecer y
multiplicarse en suspension, estas ultimas generalmente, producen' un mayor
nimero de células, que cuando se les restringe a crecer en superficies sélidas.
Recientemente, ha sido posible aumentar e! crecimiento de las células que sélo .
podfan crecer cuando se encontraban adheridas a superficies solidas, esto se ha
logrado gracias a la utilizacién de esferas microacarreadoras. Estas esferas
permiten una gran drea de contacto para que las células se adhieran dentro de

wa pequeiia cantidad de volumen de medio de cultivo; esta nueva técnica
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permite una alta concentracion de células que se dividen de una forma similar a

un cultivo en suspension.

Requerimientos nutricionales
Una fuente de caracterizacion de cultivos celulares es por medio del

control de los requerimientos nutricionales experimentales. En un principio, las

- células provenientes de tejidos eran incubadas en la presencia de soluciones

basicas compuestas por sales, las cuales se encontraban complementadas

generalmente con una gran variedad de fliidos biolégicos dentro de los que se
inclufan al suero, linfa, plasma, fluidos amnidticos, fluido eSpinal, leche,

extracto de embriones, etc. Se logrd un gran avance en el conocimiento de los

- medio de cultivo cuando se lograron establecer las condiciones para el

desarrollo de células in vitro, ya que fueron desarrollados medios bésales,

“constituidos con la cantidad exacta de sales, aminodcidos, aziicares, vitaminas,

precursores de dcidos nucléicos y otros componentes como los sueros fetales,
tanto dé'becerrgs, como de bovinos. Con respecto a estos Giltimos, existen una
gran cantidad de componentes potencialmente activos presentes en el suero, los
cuales ayudan al desarrollo de cultivos de células de animales (Bames, 1987),
algunos de ellos son:

a. Vitaminas, fas cuales incluyen al 4cido ascorbico, retinol, acido
retinoico y caleiferol. .

b. Lipoproteinas, como son las lipoproteinas de alta densidad (HDL), de

“baja densidad (LDL), y la de muy baja densidad (VLDL).
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¢. Hormonas, como son las pancredticas (insulina, somnatostatina,
glucagén), factores de crecimiento peptidicos, hormonas esteroidales
(glucocorticoides, estrégenos, andrégenos y progesterona), hormonas
pituitaﬁas (adrenocorticotropina, hormona del crecimiento, hormona foliculo
estimulante, hormona luteinizante y gonadotropina), hormonas de la tiroides y.
paratiroides, y productos leucocitarios (interferon, factores de necrosis tumoral
e interleucinas), v

Los requerimientos de suero son casi universales para todas las lineas
celulares de vertebrados, estos juegan uno o varios papeles en la regulacién de
lzi multiplicacién in vivo. In vitro la densidad final de las células obtenida es :
frecuentemente una funcién de la concentracién del suero; por tal motivo este
es de suma importancia en cuanto a su contribucién nutricional. Existen
tanibién medios basales los cuales se encuentran libres de la presencia de
Sueros fetales, estos utilizan una combinacion de distintos tipos de nutrientes
los cuales pueden suplir en alguna medida la presencia de suero, por ejemplo la
adicién de distintos tipos de hormonas, enzimas extracelulares y factores de
unién a proteinas, permiten el desarrollo de lineas celulares derivadas de
células de Leydig, células de ovario granulosas, células de préstata, etc.

(Bames, 1987); generalmente estas células tienen una respuesta especiﬁca a .

factores endécrinos, y también tienen la habilidad de crecer en un medio libre

- de suero, esta habilidad nos sugiere que existe una complicada interrelacion

“entre la accion de varios de los factores anteriormente mencionados, dentro de

los cuales el sinergismo es bastante comin, las comsecuencias de este

sinergismo pueden ser positivas o negativas, dependiendo frecuentemente del
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tipo de célula y del protocolo de investigacion. Quizas una de las mejores
contribuciones que ha tenido el uso de medios basales exentos de sueros es en
la biologia celular ya que en esta se aprovechan las técnicas para separar y
propagar células que no pueden crecer normalmente en medios que contienen
suero, un ejemplo de esto es el cultivo de células mamarias epiteliales de
humano y el cultivo de células de tiroides de rata (Allegra, 1978 y Hammond,
1984).

lgualmehte_ importante es la regulacion exacta del pH del medio en el
cual las células van a desarrollarse, este puede variar de una linea celular a otra,
ain cuando la maybria de las células normales crecen mejor a un pH alrededor
de 7.6 (Watson, 1987).

b. cultivo de celulas de invertebrados

~ Existen aproximadamente 70 lineas celulares provenientes de diferentes

especies de invertebrados, muchas de ellas son derivadas de insectos, pero

diversas lineas han sido obtenidas a partir de 4caros y caracoles. Estas lineas

fueron desarrolladas a partir de cultivos primarios de embriones, ovarios,

macerados de liirvas, pupas y adultos. (Hink, 1979). .

Mantencion de las llrleds celulares

Las lineas celulares de invertebrados crecen méds rdpidamente en un

rango de temperatura entre los 25°C y 30 °C, generalmente se aéepta que una

temperatura de 28°C es la adecuada para el cultivo y desarrollo de todas las
células de invertebrados (Hink, 1979). Como se sabe muchas de las lineas
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celulares de vertebrado crecen en una atmésfera de 5% de CO2 de aire, a
diferencia de las células de invertebrados que son capaces de crecer en
condiciones atmosféricas normales.

Las células pueden mantenerse en frascos 0 Botellas de cultivo teniendo
aproximadamente § ml de medio de cultivo por cada 25 cm? de superficie de
crecimiento, los subcultivos se realizan traspasando una alicuota de células a un
nuevo frasco que contiene medio fresco. Las células de invertebrados al igual
‘que muchas otras células deben ser subcultivadas en la fase exponencial de
crecimiento o justo antes de que las células entren en su estadio estacionario;
para poder determinar el momento en el cual deben ser subcultivadas se debe
realizar una curva de crecimiento. ,

Muchas de las lineas celulares de insectos pueden crecer tanto adheridas
‘a superficies solidas o bién pueden encointrarse sueltas en ¢l medio de cultivo,
~ en este sentido es recomendable agitarlas levemente antes de proceder a
subcultivarlas con el fin de obtener una suspension homogénea de células. Las
células que. tienen la capacidad de fijarse pueden ser despegadas de las
superficie, ‘yaTsea por medio de un procedimiento mecanico (raspando las
- paredes del frasco de clutivo o simplemente pipeteando el medio de cultnvo :
sobre la capa de células) (Hink, 1979). '

Si las‘._células se dafian con alguno de los procedimientos anteriorment»e
descritos, pueden utilizarse enzimas, como la tripsina la cual es una de las mas
com(mment_é utiliz@as, a una concentracion de 0.1 a 0.2%, las células junto
con la tripsina son incubadas durante 2 a 5 minutos, dependiendo de la linea

celular de que se trate, agitando suavemente para asi poder lograr una adecuada
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separacion de células, para detener la accion de la tripsina se sugiere afiadir

suero fetal bovino inactivado.

Medios de cultivo para células de invertebrados

Los medio de cultivo de las células de invertebrados difieren de los de
células de vertebrados en que estos tienen diferencia en balance de iones,
tienen elevadas concentraciones de aminodcidos, generalmente sus
amortiguadéres son de fosfatos mas que de bicarbonatos, el pH usualmente es
menor‘y la presion osmética es mds elevada. No existe un medio de cultivo
definido para el cultivo de las células de invertebrados, todos los medios

basales pueden ser complementados con una gran cantidad de componentes

~ naturales, como lo son el suero fetal novino (FBS) en concentraciones de S a

20%, el cual se utiliza inactivado (56°C por 30 minutos), otros componentes

~ complejos como lo son la lactoalbumina, los aminoacidos y el hidrolizado de

levadura.

- Los antibidticos generalmente utilizados son la penicilina G en una
concentracion dé 100 U/l y la estreptomicina en una concentracion de 100 p
ol » : o

Por ejemplo las células de mosquito generalmente tienen la capacidad de

crecer en ¢l medio de Mitsuhashi, el cual esta constituido entre otras cosas de

- un medio basal formado por sales de fosfatos y cloruros, azucares, penicilina,

estreptomicina, FBS, e hidrolizado de lactoalbimina; pero también se han

adaptado a crecer en un medio desarrollado para cultivos de células de
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vertebrados como lo es el medio Eagle, con un 1% de aminodcidos no
esenciales, 10% de FBS y 1% de hidrolizado de lactoalbiimina.

Las células aisladas a partir de la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster, también estan adaptadas a un medio de cultivo para células de -
invertebrados como lo es el Dulbecco modificado, el cual se encuentra
complementado con 10% de FBS, 0.5% de hidrolizado de lactoalbiimina y

" aminodcidos no esenciales,

¢. cultivo de celul rasitos

La manipulacion in vitro de células de pardsitos, tienen un gran potencial

y hasta la fecha se han realizado grandes esfuerzos a fin de poder establecer

lineas continuas a partir de diferents especies de pardsitos, ya que muchos de
ellos son causantes de importantes enfermedades humanas. Debido a la gran
complejidad que representa el cultivo de céluas continuas , estos han sido poco

- realizados, y generalmente cuando se trata de cultivo de.pérésitos in vitro, estos

se encuentran encaminados a establecer en cultivos a los pardsitos en su forma
larvaria o adulta. Con respecto a loafterior existen multiples reportes-acerca
del cultivo de cestodos (Taylor, Baker, 1987), que incluyen al género Taenia
sp, dehtro de las cuales se incluyen por ejemplo:

Taenia pisiformis, la cual ha sido cultivada in vifro obteniendo
metacéstodos a partir oncosferas (Voge, 1978), y mds recientemente cultivos
de cisticercos a formas adultas (Osuna y Mascaro, 1982).

Taenia taeniformis ha sido mantenida in vitro, con el propésito de

determinar la naturaleza de las substancias que se liberan al medio de cultivo,
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dentro de las que se encuentran, factores de crecimiento que estimulan el
desarrollo de células gastricas de rata y de perro, e inhiben la produccion de
testosterona de las células de Leydig.

En el afo de 1982 Morales y Canedo intentaron cultivar in vitro

metacéstodos de Taenia solium con el proposito de obtener el parasito en su

forma adulta. El medio de cultivo utilizado fue, un medio minimo esencial, el
cual estaba complementado con glucosa, penicilina, estreptomicina y

gentamicina. Los cisticercos fueron seleccionados a partir de misculo de piema

~de cerdo; la incubacion se llevo a cabo a 37°C, en presencia de 5% de CO2. El
 crecimiento maximo obtenido fue de 39 mm de longitud en 31 dias, después del

cual ya no hubo crecimiento.

‘Cisticercos racemosos de T. solium, obtenidos a partir de pacientes
neurocisticercosos, fueron cultivados en medio RPMI-1640, complementado
con el 10% de FBS por Bruckner en 1979, los cuales se mantuvieron por
periodos de hasta 3 meses observandose un rearreglo de la vesicula del
cisticerco, llendndose esta nuevamente de fluido vesicular.

~Los recientes avances ¢n la parasitologia molecular han permitido

 desarrollar lineas celulares provenientes de pardsitos, tal es el caso de los

cultivos de Schistosoma mansoni, basandose en técnicas de cultivo ya

desarrolladas con anterioridad (Weller y Wheeldon, 1982; Newport y Weller,

1982; Clemens y Basch, 1989; Blair, et dl, 1991), Hobbs y colaboradores
establecieron protocolos para la obtencion y mantenimiento de células a partir

de formas juveniles de S. mansoni, permitiéndoles mantener a los cultivos por

- periodos de 6 meses o mads, estos cultivos presentaban las caracteristicas y
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propiedades del organismo a partir del cual fueron originados, las células
aisladas fueron de una gran variedad teniendo células en flama, células con

formas alargadas las cuales tienen un fino flagelo, células en racimos, células

~con formas poligonales y células germinales, estas ultimas con caracteristicas

que hacen facil su identificacion ya que presentan un gran nicleo y su
citoplasma es rico en mitocondrias y ribosomas. Los cultivos a partir de S.
mansoni son uno de los primeros reportes que se tienen en cuanto al desarrollo

de cultivos celulares a partir de parésitos, de ahi su importancia y trascendencia

-en el conocimiento de la biologia y fisiologia de los pardsitos.

Finalmente el poder contar con cultivos de células de pardsitos por

periodos de tiempo largos, provee de un sistema potencial en el cual se podrian

realizar y evaluar numerosas manipulaciones in vitro como por ejemplo

ensayos bioquimicos, inmunolégicos, farmacolégicos, biologia molecular, como
es la introdhc,cién de ADN exégenb seguido de una transfeccion,
permitiéndonos esto conocer y ahondar mas sobre la biologia celular de los
pardsitos. | A
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APENDICE li: ONCOGEN C-MYC

Los oncogenes virales son derivados de genes normales del hospedero
que se encuentran involucrados en la proliferacion celular, a estos tltimos se les
ha llamado proto-oncogenes (Roitt, 1991) o genes celulares. Existen genes
especificos (oncogenes) que intervienen en fendmenos .de neoplasia, tumores y

proliferacion celular (Watson, et al, 1987), Algunos genes celulares normales o

proto-oncogenes (que sus productos colaboran en el funcionamiento normal de

la célula) tienen el potencial de convertirse en oncogenes. Los oncogenes
fueron aislados de genomas de ARN de virus tumorales, llamados virus
transformantes agudos, los cuales transforman eficientemente células en cultivo
y en animales. Estos virus son distintos a los virus transformantes lentos, los

cuales no presentan oncogenes, son comunes en la naturaleza, pero no

- transforman células en cultivo y ocasionalmente causan tumores in vivo. Las

células de los vertebrados normales contienen copias similares, aunque no

idéificas, de los oncogenes que llevamr-los retrovirus agudos, Los oncegenes

- virales surgen como consecuencia de recombinaciones genéticas entre
retrovirus lentos y oncogenes celulares (Kelly, 1986) que se encuentran en el

~ genoma de animales vertebrados (Bishop, 1981). Los oncogenes celulares se

encuentran presentes en especies muy separadas filogenéticamente, lo cual
implica la gran importancia de su funcion en el metabolismo celular, asi como
los oncogenes virales estan generalmente restringidos a una sola cepa de

retrovirus que es aislada de una especie en particular, por lo que los retrovirus

62




| preexistentes asimilan los proto-oncogenes por recombinacion (Bishop, 1981).
Muchas proteinas provenientes de los oncogenes pueden ser agrupadas en
clases funcionales en base a sus efectos en el metabolismo celular. El término
usado para oncogenes "nucleares" o "citoplasmaticos" en vez de referirse a la
localizacién del gen, el término mas bién se refiere al sitio de accién de los
productos genémicos. Cuando el oncogen nuclear o citoplasmtico se encuentra
en el ADN dé virus tumorales, es un oncogen viral, si el oncogen nuclear o
citoplasmatico se encuentra en un proto-oncogen, es un oncogen celular. Los .
oncogenes citoplasmaticos son generalmente débiles para la inmortalizacion de
células y fuertes en su abilidad para asegurar la promocion independiehte de
fibroblastos. Se ha encontrado que los oncogenes ‘nucleares presentan una
colaboracion efectiva con oncogenes citoplasmaticos en transformaciones
malignas de células normales, Hay sugerencias de que las actividades de los
oncogenes nucleares y celulares son complementarias mis que aditivas
(Weinberg, 1985). |

El gen c-myc es un miembro de una familia de genes, pero es el tnico
miembro que se encuentra en el genoma de un retrovirus (Watson, ef al, 1987).
El gen ¢-myc se encuentra involucrado tanto en la proliferacion como enla
diferenciacion de células eucariotas (Leyva, ef al, 1993) y junto con Ids genes
c-jun y c-fos cbdiﬁcan proteinas que son requeridas para iniciar la cascada de
los eventos de induccion genética que Hevan a la célula de fase G1 a fase S.
: Expreéién constitutiva de estos genes pueden iniciar un ciclo celular continuo.
La expresion del gen c-myc se encuentra apagada en células diferenciadas y

retiradas del ciclo proliferativo y la expresion continua de c-myc se encuentra
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fuertemente implicada en transformacion celular (Hunter, 1991), Asi, se sabe
que el proto-oncogen ¢-mye se encuentra implicado en la proliferacién celular,
diferenciacion y neoplasia, pero el mecanismo de la funcion a nivel molecular
ain se desconoce. Por ello se ha tratado de describir la estructura de las
proteinas Myc. En la region del carboxilo terminal se ha descubiertos una
region basica (b), un cierre de leucina (LZ) que consiste en 20 a 30 residuos
anfipaticos a-hélice y un motivo hélice-asa-hélice (H-L-H). El dominio H-L-H
consiste en dos sucesivas o hélices anfipaticas y juxtapuestas. Proteinas que
contienen ambos dominios muestran en numerosos casos secuencias especificas
de union al ADN, régulando funciones tales como la duplicacion,
recombinacion y transcripcién (Landschulz, et al, 1988; Marcu, 1992). Las
proteinas que incluyen una region bH-L-H son méis de 60 en vertebradbs,
plantas, insectos y levaduras y muchas exhiben localizécién nuclear, unién a
| secuencias especificas a ADN y funcion de regulacion de la transcripcion
(Blackwood y Eisenman, 1991). Las proteinas del cierre de leucina poseen una
khélice estrecha de aminodcidos acidos llamadas region basica (BR) (Marcu, -
1992). Este cierre de leucina ademds de interactuar con un' sitio especifico al
ADN, puede formar dimeros con diferentes polipéptidos que contienen este
motivo (Landschulz, e/ a/, 1988). Los dominios anfipaticas LZ o H-L-H son
directamente requeridos para el juxtaposicion estable de las dos regiones
basicas (superficie de contacto) que facilitan la formacion de un complejo
protefnico homo o heterodimero con una secuencia especifica de ADN. La
familia de oncoproteinas Myc poseen una arquitectura quimérica (BR) H-L-H

(LZ) (Mareu, 1992). Mye, las proteinas nucleares Jun y Fos y proteinas con




unién especifica al ADN, muestran secuencias similares de los dominios de
unién al ADN (Landschulz, ef al, 1988).

»

No solamente se han identificado los sitios de unién de las proteinas al
ADN, sino también proteinas acompafiantes de las proteinas Myc, como seria
la llamada Max (proteina "X asociada a myc") en el humano. Tanto Myc como
Max forman un heterodimero estable que requieren los motivos H-L-H y ZL de
cada proteina para unirse de manera eficiente. EI complejo Myc-Max se une al
ADN de manéfa secuencia-especifica, con lo que regula funciones bioldgicas
- (Blackwood y Eisenman, 1991; Marcu, 1992). Cuando se forma el
heterodimero Myc-Max, la célula se encontrard en proliferacion celular,
mientras que si se forma el heterodimero Max-Max se“ lleva a cabo el descanso
o diferenciacion celular. En el raton, la proteina homologa a Max es Myn, la
‘formacién del dimero estable Myc-Myn reconoce el sitio de union al DNA con
mayor afinidad que la proteina por si sola, lo cual es necesario para la accién
de Myc in vivo (Prendergast, et al, 1991; Marcu, 1992). -

La familia de genes mnyc tienen-tres miembros bién definidos: ¢c-myc, N-
myc y L-myc, los cuales presentan las mismas caracteristicas en la estructura y
- organizacién de los tres exones y los transcritos son muy similares. El primer
exon de ¢c-myc¢ no es conservado, pero posee funciones regulatorias. E! gen c-
- myc codifica para dos polipéptidos (Myc-1 y Myc-2) de 453 y 439
aminodcidos con un peso molecular de 68,000 y 65,000 respectivamente. Los
_ polipéptidos Myc-1 y Myc-2 solamente difieren su amino terminal por 14

aminb;icidoé. Myc-1 es la proteina ligeramente mas- grande, su sitio de
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iniciacion es en el codon CUG cerca del extremo 3’ terminal del primer exén
del gen. El resto del primer exdn es una secuencia muy larga no cods’ﬁcgdora, la
cual se encuentra muy conservada entre los genes myc humanos y murinos y
presenta multiples funciones regulatorias. La proteina mas pequeiia y abundante -
denominada Myc-2 comienza en el codén de iniciacion AUG en el segundo
exon y se extiende hasta el exon 3 (Marcu, 1992). Ambas proteinas difieren de
tamafio por 14 o 15 aminodcidos N-terminales y la proteina Myc-1 puede
regular negativaménte la funcién de la proteina chica (Hann, et al, 1988).
Existen evidencias de una tercera proteina Myc HEX1 codificada por el primer
exén humano (Marcu, 1992). El tercer exén es posiblemente requerido para la
actividad de unién de la proteina c-Myc al ADN (Sarid, et a/, 1987), El gen c-
myc presenta dos promotores principales (P1 y P2), en donde P2 es el promotor
principal (75 al 90% del ARNs) mientras que P1 genera del 10 al 25 % de
ellos. Existe un tercer promotor unico en el gen humano, PO el cual genera el
5%. Humanos, ratones y ratas contienen en el gen c-myc otro promotor menor,
P3 que genera 5% (Marcu, 1992),

La proteina ¢-Myc presenta localizacion nuclear, capacidad de union al

ADN y una amp!iadistribucién en diferentes tejidos y tipos celulares (Persson

-y Leder, .1984; Stone, et al/, 1987, Eisenman, et al, 1985; Keath, ef al, 1984,

Sclnnid, et al, 1989) y por si sola es suficiente para la induccién de re-entrada
al ciclo celular, Ademnas se encuentra implicada en la induccién del programa
de mtier& celular (apoptosis), mientras que el gen supresor de tumores pS3 es
un regulador negativo que arresta a las células en la fase G1, asi la expresion

destegulada de c-myc y la pérdida de la funcién del tipo silvestre de la proteina




pS3 se ha encontrado en muchos tipos de tumores (Hermeking y Eick, 1994).
.Otro regulador de la transcripcion de c-myc in vitro es una proteina de unién al
ADN llamada PUF, la cual se ha encontrado que tiene un 99% de homologia al’
gen nm23-H2 humano que se ha descrito como un regulador negativo potente
de la metdstasis potencial de tumores, lo que sugiere que nm23-H2 tendria un
papel directo en la activacién y regulacién a nivel transcripcional de la
expresion del gen c-myc humano in vitro, lo cual es una nueva hipétesis para
relacionar la sobre-expresion de c-myc y la metdstasis de tumores (Postel, ef al,
1993). La proteina con dedos de zinc Yin Yan-1 (YY1) es una proteina de
unién al ADN que regula la transcripcion de varios genes, pues dependiendo en
el contexto en que se encuentre puede activar, reprimir o iniciar la
' iranscripcién, incluyendo a los oncogenes c-fos y c-inyc. Por otro lado, YY1
forma un heterodimero con Myc, en donde este ﬂltimo funciona como un
represor de YY1 activado (Shrivastava, ef al, 1993). |

Se han encontrado secuencias homéloéas a c-myc en diferentes especies

de invertebrados como el parasito protozoario Entamoeba (Leyva, etal, 1993);

- en Drosophila (Bishop, 1983; Shilo y Weinberg, 1981) y en el nemitodo
Caenorhabditis elegans (Bishop, 1983), por lo que la proteina Myc se -
encuentra conservada evolutivamente. También la fosfoproteina nuclear Myc-2
se expresa temprano en el desarrollo (Persson y Leder, 1984), se produce a

“niveles bajos en células normales (Eisenman, ef al, 1985), tiene una vida media
corta y una actividad de union no especifica al ADN (Blackwood y Eisenman,
1991). El proto-oncogen celular myc es ¢l homélogo al gen transformante del
retrovirus agudo en aves MC29 (Corcoran, ef al, 1984; Shilo y Weinberg, |
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1981; Dalla, et al, 1982, Vemnstrom, ¢t al, 1982) y juega un papel critico en la
géllesis de linfoides B malignos en aves y mamiferos por un mecanismo de
translocacién cromosomal. Las alteraciones proximas o en el gen c-myc pueden

ser por translocaciones cromosomales con el loci de inmunoglobulina, insercion

" retroviral producida por la insercion de un promotor retroviral fuerte en la

vecindad de c-myc y por amplificacion del ADN (Kelly, 1986; Persson y
Leder, 1984; Keath, e al, 1984; Corcoran, et al, 1984). Las células que han
sufrido’ una amplificacion del ADN o que contienen una translocacion
cromosomal que involucran al gen c-myc, tienen niveles incrementados de la
‘prbteina Myc-2 (p65K™°) comparado con células normales (Persson y Leder,
1984). Uno de los mecanismos méis estudiados que  conciemen a la

desregulaéién de la expresion de c-myc es la provocada por translocacién

- cromosomal, lo cual es muy comiin en plasmocitomas murinos y en el linfoma

humano de Burkitt (Corcoran, et al, 1984) en el cual las trandocaciones no
ocurren al azar. El alelo myc (ubicado en el cromosoma 8) es translocado

reciprocamente con un fragmento de! loci de la cadena pesada o de la cadena

ligera de inmunoglobulina, hacia arriba del primer exén del gen c-myc

(Weinberg, 1985; Rabbitts, er al/, 1983). Solo el alelo myc translocado se

-expresa en esta malignicidad, mientras que el alelo normal permanece

- transcripcionalmente silencioso (por exclusion alélica), asi las seflales normales

de autoregulacion pueden perderse en el alelo translocado. Se ha propuesto que
éste mecanismo de translocaciones no azarosas es debido a que el locus c-myc

puede servir como sustrato para la maquinaria de recombinacién especifica de

~ las células linfoides normalmente responsable de los reareglos de locus para la
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cadena pesada de inmunoglobulina, durante la ontogenia de las células B. Esta
re-organizacion genética rara vez priva al gen de su regulacion normal de la
transcripcion (Promotor/enhancer) y las repone con secuencias de genes de

inmunoglobulina (Weinberg, 1985). En el linfoma de Burkitt's, si se compara la

- secuencia de nucledtidos del gen murino normal de c-myc con el translocado,

' se muestra una secuerncia completa idéntica, excepto en la posicién 235, en

donde hay diferentes nucledtidos. El significado de ésta sola diferencia se
desconoce. La falta de diferencias soporta la idea de que el producto del gen c-
myc es cualitativamente normal en los plasmocitomas. Los cambios

cuantitativos en la expresion de c-myc pueden ser de la ruptura de las

: secuencias reguladoras y del promotor como resultado de la translocacién o de

la translocacion de regiones con gran actividad transcripcional, lo cual implica

" una regulacion a nivel transcripcional del control de la expresion de c-myc.
~También puede ser que la translocacién del alelo c-myc en el linfoma de |

‘Burkitt's lo haga mas susceptible a mutaciones somdticas proximas al gen de
inmunoglobulina (Lawrence, et al, 1984). La translocacion rara vez quita el
exoén thicial del gen, pero si esto sucede, el ARN mensajero resultante-se
encontrara reestructurado (Weinberg, 1985). También se propone que seria

interesante saber como actian los genes RAGI y RAG2 (propuestos como

- genes activadores de la recombinacion) para el ensamblaje del gen de la cadena

‘variable‘ de inmunoglobulina y que papel juegan en los reareglos de c-myc

~ (Marcu, 1992). Por otra parte puede suceder que el gen c-myc se encuentre

desregulado por la accion de un retrovirus el cual se integra muy préximo a
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“éste, dando un segmento de promotor-enhancer el cual anula la regulacion

normal (Weinberg, 1985).

El gen c-myc se encuentra en la categoria de los oncogenes

. inmortalizadores como Ela, p53 y la proteina grande del virus del simio 40

(SV40), los cuales pueden transformar parcialmente células primarias en
cultivo pero no inducen un fenotipb tumorogénico. Una expresion anormal de
myc puede alterar la regulacion de genes celulares, lo cual implica que la célula
sea mds susceptible a la transformacién hacia un fenotipo maligno. La accién
de otro oncogen o la pérdida de un gen supresor tumoral puede promover o

acelerar la twﬁorogénesis Se han descubierto genes supresores tumorales,

como el gen de la susceptibilidad al retinoblastoma (pRB) lo cual sugiere la

presencia de mecanismos relacionados a estos genes supresores (Marcu, 1992).
Existen evidencias de que la expresién de RB actia en Gl y previene la -

- progresion del ciclo celular y se encuentra regulada su funcion por TGF-B. RB
" puede actuar por unioén y secuestro de los factores de transcripciéh necesarios
g para la progresion de G1 a S y reprimir de esta forma la induccién del gen c-

‘myc¢ (Hunter, l99'1). De esta manera se ha propuesto que los productos de estbs

gehes supresores pueden interactuar directa o indirectamente con genes
celulares nornales involucrados en el crecimiento y/o proliferacion, Los genes

supresores podrian regular la actividad de estos genes asociados a resistencia.

La pérdida de la funcion de estos genes supresores tumorales propuestos a

través de una gran delecion o algunas otras mutaciones pueden perturbar la
autoregulacion normal de estos genes asociados al ciclo celular, como ¢-myc,

llevandolos a una expresion inapropiada o a una posible progresién tumoral
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(Marcu, 1992). El oncogen c-myc no produce un foco de formacion en los
primeros pases en las células de FR3T3 (10 generaciones) pero puede dar lugar
a fenotipo tumorogénico en pases tardios (60 generaciones), lo cual indica que
es necesario un segundo evento, el cual ocurre en cultivos prolongados in vitro
(Marcu, 1992). La cooperacién de c-myc con otros oncogenes es consistente
con la idea de que c-myc solo no causa malignicidad, pero es el primer paso
para la progresion a un estado maligno, ademds estudios han indicado una
regulacion potencial de la proteina Myc a otros genes, la sobreexpresion y/o la
expresion deSregulada de c-myc se encuentran correlacionados con una
expresion baja de una gran variedad de diferentes genes celulares (Marcu,
1992). El gen chyc Jjunto con el oncogen Ela son los unicos ejemplos de
oncogenes Que codifican proteinas nucleares, las cuales pueden tener por un
lado, un papel potencial en la transcripcion y postranscripcion de otros genes
celulares y en la duplicacién del ADN, pues los polipéptidos Myc tienen un
~ efecto significativo en el crecimiento y diferenciacion de una gran variedad de
diversos tipos de células y si se expresan inapropiadamente, la proteina normal
‘puede contribuir a la-neoplasia (Marcu, 1992) y por el-otro, como agentes de
inmortalizacion celular (Weinberg, 1985). Ademds presentan una asociacion a '

componentes nucleaies estructurales, idea que se refuerza al observar proteinas
B Myec redistribuidas durante la mitosis, al mismo tiempo que otros componentes

estméturales nucleares también se dispersan (Eisenman, et a/, 1985) durante la

fase S (Maicu, 1992) y presentan una gran imponancia en los linfocitos y otras

células para el paso del estado de reposo Go al ciclo celular (Roitt, 1991). Una

expresion elevada de c-myc se encuentra asociado con una amplia variedad de
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enfermedades malignas de diferentes tipos celulares. Tanto el mensajero como
la proteina especifica del gen c-myc tienen un promedio de vida relativamente
corto (Kelly, 1986).

Los oncogenes celulares (ej. myc, jun, fos) son rapidamente inducidos
cuando las células en reposo son tratadas con mitégenos (Hunter, 1991). La
forma en que myc induce el establecimiento de lineas celulares de fibroblasto
ha sido muy estudiado, se ha demostrado la activacién de c-myc en respuesta al
factor de crecimiento plaquetario (PDGF) y otras sustancias que mimetizan los
efectos del PDGF en fibroblastos incluidos en el suero (el factor de crecimiento
fibroblastico y ei promotor de tumores 12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetato o
TPA ). La induccion de ¢c-myc por una estimulacién mitogénica no es tnica en
células fibrobldsticas (Marcu, 1992). En otros trabajos se ha amplificado la
expresion de c-myc en sublineas celulares de BALB/c-3T3 por la adicion de
PDGF, el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y/o insulina en el medio de
cultivo (Armelin, ef al, 1984). Niveles abundantes de ARNm c-myc puede

-Templazar los requerimientos de-PDGF al medio de cultivo mediando la
respuesta de crecimiento de la célula. Las células que expresan c-myc y c-myb
pueden crecer en medio de cultivo libre de suero en ausencia de factores de
crecimiento exogenos (Armelin, ef al, 1984; Hunter, 1991). El ARN mensajero
(ARNm) de c-myc también se puede inducir por agentes que inician la primera
fase de la respuesta proliferativa en linfocitos (Concanavalina A y
lipopolisacdridos, mitogenos especificos para células B o mitégenos
linfocitario), ademas los niveles d¢ ARNm de c-myc se encuentran modulados

en células primarias por factores de crecimiento como EGF e interleucina 2

7




(IL-2) (Kelly, 1986). La pérdida en la expresion de c-myc ocurre en las células

que se encuentran en estados terminales de diferenciacion. Altemativamente,

~ decrementos importantes en la sintesis de ADN puede estar asociada con un

supresion de ¢-myc.
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