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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la respuesta inmune humoral contra T.
solium en el modelo experimental del hadmsler dorado (Mesocricelus auratus) y
establecer su papel en la expulsién del parasito. Con este propésito se infectaron dos
grupos de hamsteres con cuatro cisticercos de T. solium, uno de los cuales fue
inmunosuprimido con 2mg del esteroide acetato de metilprednisolona en el momento
de la infeccién y posteriormente cada 14 dias, se conté ademas con otro grupo de
animales que no se infectd pero si se inmunosuprimid, este grupo a su vez se inmunizé
con antigeno somatico de T. solium. Semanalmente se colectaron muestras de suero
y heces de cada animal, por medio del ELISA se determinaron coproantigenos y
coproanticuerpos, asl como antigenos y anticuerpos séricos, se buscaron ademas
proglétidos de la Taenia en tamizados de heces. Durante el tiempo que durd el
experimento se sacrificaron hamsteres para recuperar a los parasilos, analizar el
grado de desarrollo alcanzado y para preparar extractos antigénicos de ES y somaticos.
La taeniosis en los animales inmunosuprimidos se mantuvo hasta fas 17 SP! y en los no
inmunosuprimidos hasta la décima SPl; se obtuvieron ejemplares de T. solium
sexualmente maduros con Gtero ramificado y huevos en proceso de formacion en el grupo
no inmunosuprimido, en los hdmsteres tratados con esteroide el desarrolio de las (aenias
fue menor, aunque la carga parasitaria fue mayor. En los grupos de animaies infectados
los coproantigenos fueron positivos a partir de la primera SPi y se mantuvieron asi
mientras ios animales permanecieron parasitados; se detectaron antigenos circulantes
solamente en animales no inmunosuprimidos a partir de la tercera SP! y desaparecieron
una semana antes que la Taenia fuera eliminada. Todos los animales presentaron
anticuerpos séricos de clase IgG contra la Taenia a partir de ia segunda SPI, los tituios
disminuyeron cuando el parésito fue expuisado, aunque permanecieron por arriba del
punto de corte. Los coproanticuerpos de clase IgG se detectaron en la tercera SPl en los
animales no inmunosupromidos y en los hdmsteres tratados con esteroide fueron
medibles cuando el inmunosupresor fue retirado, en ambos grupos se observaron
incrementos de los anticuerpos IgG locales al momento que la Taenia fue expulsada,
disminuyendo tiempo después sin alcanzar el punto de corte. En cuanto a la presencla
de progldtidos en heces, s6lo en los animales inmunosuprimidos se observaron a partir
de la octava SPI hasta la eliminacién completa del parasito. La presencia de anticuerpos
IgG anti T. solium a nivel local y sistémico demuestra que el hdmster desarrolla una
respuesta inmune contra el parasito, los titulos altos de IgG en heces encontrados durante
la expulsion de T. solium nos indica que esta respuesta participa de alguna manera en
la eliminacién de la Taenia por parte del hliesped, sugiriendo ademds la presencia de un
proceso inflamaterio local. Sin embrago ia respuesta iocal se abate en los animales
inmunosuprimidos permitiendo la implantacién de T. sofium durante mdas tiempo
en el hamster.
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I. INTRODUCCION

JUSTIFICACION

El ser humano es el unico hospedero natural del parasito aduito T. sofium, aunque el
ciclo de vida de este céstodo se conoce por mas de un siglo, no se ha avanzado en el
estudio de la relacion hospedero-pardsito, esta falta de conocimiento se debe quizas a que
la identificacion del portador de T. solium es muy dificil. Una alternativa para poder
estudiar las caracteristicas de esta relacion es el desarrollo de modelos experimentales
para taeniosis. El modelo del hamster ha demostrado ser de gran utilidad, ya que las
taenias pueden implantarse y desarrollarse en casi el 100% de los animales durante
periodos cortos, puede lograrse un mayor tiempo de infeccion (hasta por cuatro meses)
cuando los individuos son inmunosuprimidos; en los cuales se ha logrado la obtencion de
parasitos sexualmente desarroflados con huevos inmaduros, este modelo permite la
oblencién con cierta facilidad de una buena cantidad de taenias y antigenos del parésito.

Por otra parte, el hdmster dorado ha sido usado como modelo experimental para los
céstodos T. crassiceps y Echinococcus mullilozulans, en el caso de T. craciceps se ha
logrado estudiar la respuesta inmune local y sistémica que ha permitido conocer algunos
de los factores que provocan la eliminacién de esta Taenia del intestino delgado del
hamster inmuno y no inmunosuprimido. Debido a la relacidn filogenética que tienen T.
solium y T. crassiceps y a su desarrolio en €l mismo modelo experimental, es factible
estudiar la respuesta inmune humoral en fos hdmsteres infectados con T.solium y poder
establecer la participacion de esta respuesta en fa eliminacion de la Taenia, en un modelo

de infeccion que trata de simular a la infeccién natural existente en el ser humano.



HIPOTESIS

La respuesta inmune es un factor determinante para la expulsion de T. solium en el
modelo experimental del hamster. En la respuesta inmune que se genera contra la Taenia
van a participar los anticuerpas de la clase 1gG, en el momento en que se elimine el
parasito los niveles de anticuerpos y anllgenos de la Taenia estaran a su maximo nive;
después de la expulsién de T. solium se mantendrén titulos altos de anticuefpos, mientras
que ias concentraciones de antigenos disminuiran hasta hacerse negativos en un tiempo

corto.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar a respuesta inmune humoral en el hamster infectado con Taenia solium
mediante 1a determinacion de anticuerpos especificos de ia clase 1gG en suero y en
heces, Asimismo, reaiizar la cinética de deteccion de antigenos de T. solium en heces

como medio para valorar la infeccién en el modelo experimental.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Infectar hdmsteres con cisticercas de T. solium, manteniendo la infeccién en animales
inmunosuprimidos y no iInmunosuprimidos.

2. Colectar muestras de suero y heces de cada animal semanalmente,

3. Realizar el ELISA para deteccidn de coproantigencs de 7. sofium en los hamsteres para
hacer ef seguimiento de ia taeniosis.

4, Obtener taenias de los modelos experimentales y producir antigeno somatico y de



excrecion-secrecion.

5. Realizar tamizados de heces semanalimente en hisqueda de proglétidos de T. solium.
6. Estandarizar un ELISA para |a deteccion de anticuerpos de clase 1gG en suero de
hamsteres infectados con T. solium.

7. Estandarizar un ELISA para la deteccién de anticuerpos de clase 1gG en heces de
hamsteres infectados con T. solium.

8. Estandarizar un ELISA para la deteccion de antigenos de Taenia circulantes en el
suero de los hamsleres.

9. Realizar las cinélicas de deteccion de anticuerpos en heces y en suero en todos los
animales.

10. Realizar la cinética de deteccion de antigenos circulantes de Taenia en el suero de los

hamsteres.



Il GENERALIDADES

Taenia solium es un céstodo hermafrodita que parasita tanto al ser humano como al
cerdo, presentando ademas un estadio de vida libre. La clasificacion zooldgica de T.
solium es la siguiente de acuerdo con Schmidt, 1986,

PHYLUM Platyhelminthes.
CLASE Cestoidea.
SUBCLASE Eucestoda.
ORDEN Cyclophyllidae.
FAMILIA Taeniidae.
GENERG Taenia.
ESPECIE Taenia solium (Linnaeus,1758).

La cisticercosis es la enfermedad parasitaria causada por el establecimiento del estadio
larvario o metacéstodo de T. solium en los hospederos intermediarios, el ser humano y el
cerdo.

La taeniosis es una parasitosis causada por ef establecimiento de! estadio aduito det
género Taenia en ef intestino delgado del ser humano. T. soliumy T. saginata son las dos
especies de Tasnia que pueden provocar fa taeniosis en ef hombre, sus ciclos de vida son
dependientes de la refacién hombre-bovino en T, saginata y hombre-porcino para T,
solium (Flisser, 1995).

1, MORFOLOGIA
T. solium es un parésito aplanado dorsoventraimente que tiene forma de cinta, es de

color bianco; el cuerpo de Ia Taenia se divide en tres porciones: el escolex, el cuello y el
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estrébilo. El escolex conltiene la principal concentracion de elementos neurales,
secrelores, asi como estructuras especializadas (ganchos y ventosas) para el ataque a
la mucosa intestinal del I1dspedero. El escdlex mide alrededor de 1mm de diametro, esta
provisto de cualro ventosas musculares y un rostelo armado con una doble corona de
ganchos en nimero de 22 a 28. Los ganchos grandes que conforman la corona interna
miden 0.13 a 0.16mm, la corona extermna esta integrada por los ganchos cortos y miden
0.1 a 0.12mm (Craig, C.F. y Faust, E.C., 1970). Estas estructuras sirven como drgano de
fijacion del parasito en la mucosa intestinal, le permite vivir y soportar los movimientos
peristalticos del intestino, asi como el pasaje def alimento parcialmente digerido (Smyth,
J.D. and Mcmanus, D.P., 1989).

T. solium carece de un aparato digestivo propio, todos los materiales nutritivos y de
desecho deben pasar a través de la superficie total dei cuerpo. La estructura basica de
absorcion puede ser comparada con la superficie intestinal, en el parasito se conoce como
tegumento, éste contiene sistemas especificos de transporte molecular y ibnico de
numerosos nutrientes. El sistema excretor o sistema protonefridiat consiste en una ampiia
red de canales tubulares los cuales se extienden a lo largo de todo e} parésifo, aicanzando
el exterior en la seccién posterior de los Ultimos proglétidos; otras estructuras son las
llamadas células flama tas cuales estan esparcidas a través del escolex y el estrébilo, que
posiblemente actian como “filtros” del fluldo extracelular, ambas estructuras, tibulos y
células flama se encuentran conectadas entre sl integrando todo el sistema (Lumsden,
R.D. and Hildreth, M.B., 1983). E! sistema nervioso de T, sofium es krudimentario.
concentrado principaimente en el ganglio del escdlex y tracto nervioso principal, los cuales

estdn mejor estudlados en el metacéstodo.
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La region del cuello es una porcidn poco diferenciada, contiene una masa ceniral de
células embrionarias activas mitoticarnente (Lumsden, R.D. and Hildreth, M.B., 1983); el
cuello da origen a la tercera region o estrébilo.

El estrébilo de T. solium es de dimensiones variables, puede alcanzar una longitud de
2 a 7 metros y esta dividido en unidades reproductoras independientes ltamadas
proglétidos, los cuales segiin su desarrollo sexual se clasifican en inmaduros, maduros o
gravidos. Los proglétidos inmaduros son fos mds cercanos al cuello, no tienen érganos
sexuales diferenciados; son seguidos por los progiétidos maduros, en los cuales se
encuentran fos 6rganos sexuales diferenciadas, son de forma cuadrangular, contienen
de 160 a 200 testiculos y puede observarse la presencia del itero parciaimente
ramificado en algunos de eflos (Lamoth,R., et al, 1985). Finalmente se encuentran los
proglotidos gravidos, son de forma rectangular, miden 8 a 16mm de ancho y 6.2 10mm de
largo y estan llenos de huevos, el Utero ocupa casi toda fa superficie def proglétido, T.
solium presenta como rasgo caracteristico de 7 a 13 ramas uterinas. En cada progtétido
gréavido se encuentran alrededor de 60 000 huevos, en diferente grado de madurez
(Lamoth, R., et al, 1985).

Los huevos de T. solium son esféricos y tienen una apariencia radial cuando son
observadas al microscopio de luz, miden aproximadamente de 30 a 40um de didmetro.
La capa mas extemna que rodea al huevo es el vitelo, generaimente esta ausente en
huevos aislados de la materia fecal; enseguida se encuentra la membrana embrioférica,
que tiene [a apariencia de un crater y rodea al embridforo; ef cual tiene una apariencia
poligonal irregular, es la envoltura mas prominente y es sintetizada por las células

embriofdricas internas (Laciett, J.P., et al, 1982). E! embri¢foro en los huevos maduros
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aparece como una estructura rigida que protege al embridén del ambiente externo, esta
formado por blogues de proteina unidos en forma contigua por una sustancia cementante.
Los blogques embrioféricos estan compuestos por una proteina parecida a la queratina, la
cual resiste a los jugos digestivos arificiales y naturales; en contraste, Ia sustancia
cementante es susceptible a la digestion enzimatica (Trejo, V., 1886). La capa mas interna
del huevo es la membrana oncosferal, es impermeable a las condiciones ambientales
externas pero llega a ser permeable cuando se pone en contacio con pancreatina y
permite al embridn hexacanto u oncosfera activarse para continuar su desarrolfo (Flisser,
A., 1994).

El metacéstodo o estado lavario de T. solium es de forma-ovoide mide de 5 a 10mm de
diametro, aunque su tamafio varia grandemente de acuerdo a su “edad” (Yoshino, 1930},
o componen una membrana vesicular translicida, un escélex invaginado con cuatro
ventosas musculares y una doble corona de ganchos idénlicos al estadio adulto, ademas
le acompafta un liquido vesicular que los rodea. El cisticerco tiene su cuello doblado en
un receplaculo formando un espiral, fos dobleces del cuelio contenidos en el receptaculo
forman seplos que se considera canstituyen el canal espiral. La superficie externa deia
vesicula estd rodeada por microvellosidades limitadas por una membrana p!asmética, la
cual esté cubierta por una capa no delimitada de glicocalix, esta pared vesicular también
contiene una red de estructuras excretaras y neurales similares a la del parasito adulto

(Flisser, A., 1994),

2. CICLO DE VIDA

La taeniosis por T. solium se adquiere por la ingestidn de carne de cerdo mal cocida o



8
cruda que contenga cisticercos vivos, en el intestino delgado las sales biliares y las
enzimas digestivas hacen que evagine el escolex y se fije a la mucosa inlestinal mediante
sus ganchos y ventosas. Una vez establecida la Taenia en el primer tercio del intestino
delgado, esta inicia su crecimiento; se ha observado que el tiempo en el cual el parasito
adulto alcanza su madurez sexual es de 3 a 4 meses (Gemmell, M., et. al, 1983), a partir
del cual comienza la liberacion de proglétidos gravidos y huevos a través de las heces del
hospedero, se considera en general que de dos a lres segmentos son liberados
semanalmente (Flisser, A., 1994).

El ciclo de vida del parasito se cierra cuando el ser humano o el cerdo ingieren los
huevos o embriones hexacantos, éstos sufren cambios fisioldgicos una vez que son
activados en presencia de las enzimas digestivas, que se manifiestan por el movimiento
de los ganchas, secrecidn de enzimas, las cuales permiten a la oncosfera escapar de la
membrana oncosferal y atacar el epitelio intestinal del hospederd hasta alcanzar los
capilares linfaticos y sangulneos por cuya corriente son transportados a cualquier tejido
del organismo. En el hombre 'y el cerdo la oncosfera se aloja principalmente en cerebro,

musculos, corazon, lengua y ojos.

3. CUADRO CLINICO

3.1 Cisticercosis humana

Las manifestaciones clinicas de la cisticercosis dependen del nimero, localizacion, y tipo
de pardsitos que se encuentren en el SNC y las meninges cerebrales. asl como de la

respuesta inflamatoria del hospedero. Existen dos tipos de cisticercos que pueden
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parasitar al hombre, el cisticerco celuloso y el cisticerco racemoso, que es una vesicula
de forma irregular que mide de 10 a 20cm de didmetro, que tiene forma de racimo de
uvas, no presenta escéiex , y pueden contener hasta 60mi de fluido (Berman, J.D., et al,
1981). Los cisticercos de tipo celuloso estan restringidos a espacios subaracnoideos o en
tejido cerebral, mientras el racemoso esta localizado en cavidades ventriculares y
cisternas meningeas basales, probablemente por su localizacion en espacios
relativamente grandes, los cisticercos son estimulados a crecer y transformarse en
racemosos, éstos por su tamario y localizacién suelen ser mortaies en los pacientes que
los presentan (Flisser, A., 1994).

En América Latina se reporta una mayor frecuericia de casos de neurocisticercosis,
mientras que en Asia la cisticercosis muscular o subcutdnea es la mas frecuente
{Schenone, H., et al, 1982; Flisser, A., 1994). En la neurocisticercosis se presenta una
gran variedad de signos y sintomas, entre fos que se encuentran: dolor de cabeza,
hipertensién endocraniana, alteraciones mentales, convulsiones, alteraciones vestibulo-
cerebrales, paralisis de miembros, calcificaciones intracraniales, etc (Flisser,A., 19886).
Aunque también Ja neurocisticercosis puede cursar en forma asintomatica y s6lo puede
ser delectada en autopsia por fallecimientos ajenos a esta parasitosis.

En la cisticercosis ocular el cisticerco se alberga dentro del globo ocular y debajo de Ia
reting, le sigue en frecuencia a la neuracisticercosis (Flisser, A., 1988). La localizacion del
parasito dentro del globo ocular genera una reaccién inflamatoria que conileva a la
disminucion de la agudeza visual o la ceguera.

La cisticercosis muscular o subcutdnea generalmente es asintomatica o es blen tolerada

por el paciente, probablemente por la baja carga parasitaria que se suele tener (Dixon,
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H.B.F., etal, 1961), sin embargo, existen casos reportados de pseudohipertrofia muscular
debida a cisticercosis, en los cuales se han encontrado gran cantidad de parasitos (Rim,
H.J., 1989).
3.2 Taeniosis
El estadio adulto de T. solium generalmente no causa problemas serios o es
asintomatico, aunque puede presentarse dolor abdominal, sensacion de hambre,
indigestion, debilidad y diarrea (Pawlosky, 1990). En general se considera que la patologla
y sintomatologla de la taeniosis por T. solium es menos obvia que la ocasionada por T.
saginata, debido a que T. solium es mas pequeia y menos activa y por eso pasa
inadvertida en los portadores (Yoshino, K., 1934; Gemmel, et al, 1983; Shantz, P., 1989;

Pawlowsky, Z.5., 1990).

4. EPIDEMIOLOGIA

Taenia solium esta ampliamente distribuida en todo ei mundo y es comun en ios palses
en desarrollo, se ha relacionado estrechamente con la pobreza, desigualdad social,
deficlencias sanitarias, y practicas primitivas de control porcino (Schenone, H.,1982;
Damonte, L.J., 1983; Sarlj, E.J., et al, 1988),

En México 1a neurocisticercosis tiene un impacto importante en los servicios de salud y
en laeconomia nacional, ya que el 75% de 1os pacientes con neurocisticercosis estan en
edades productivas, ademas los costos de un paciente con esta enfermedad se calcularon
en 2,173 ddlares y la erogacion anual ascendfa a 255 millones de délares (Velasco, M. et

al.,1982). Por otra parte el decomiso de las canales de cerdo con cisticercosis tamblén
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causan pérdidas econdmicas (Acevedo-Hernandez,A., 1982).

En Latinoamérica, Asia y Africa se ha reportado que la prevalencia de neurocislicercosis
en las autopsias oscila de 0.4 a 3.2% (Gemmel, H., 1983). En México, la incidencia de
casos clinicos de neurocisticercosis es del 7% (Flisser, A.,1988). En autopsias con
neurocisticercosis los parasilos causaron la muerte en el 13% de los casos, mientras que
el 40 a 80% fueron encuentros casuales (Bricefio, C.E., 1961, Rabiela, M.T., etal, 1972;
Rabiela, M.T., 1982.), el 11% de los casos neuroldgicos en hospitales son por
cisticercosis (Velasco, M., et al, 1982).

En estudios epidemioldgicos hechos recientemente se ha demostrade una asociacion
estrecha entre los portadores de Taenia y las personas con cuadros epilépticos o
seropositividad a la cisticercosis y con cerdos infectados. Los factores de riesgo asociados
con la seropositividad a cisticercosis incluyeron una historia clinica de haber expulsado
proglétidos de Taenia sp. por parte del paciente o de algin conviviente intradomiciliario,
consumo frecuente de camne de puerco asi como deficiente higiene personal del paciente.
La cisticercosis porcina fué asociada con el mal control que se tenia de los cerdos, al
permitirles el acceso a las heces de humanos posiblemente contaminadas con huevos de
Tasnia (Diaz-Camacho, S., et al, 1990; Dlaz-Camacho, S., et al, 1891). La conclusién mas
importante que han arrojado estos estudios epidemiologicos es que el principal factor de
riesgo para adquirir la cisticercosis es la presencia del portador de la Taenia en el nicleo
familiar (Sarti, E.J., et al, 1988; Keilbach, N.M., et al, 1989; Dlaz-Camacho, S., et al, 1990;
Dlaz-Camacho, S., et al, 1991) . Por otro lado, la respuesta inmune de anticuerpos anti

cisticerco ha resultado ser un indicador sensible para la identificacion de focos de
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infeccién en la taeniosis y la cisticercosis por T. sofium (Shantz, P.M., et al, 1989, Lara-
Aguilera,R., et al, 1992; Sarti, E.J., et al 1994),

L.a taeniosis por T. sofium tiene una prevalencia variable en diferentes regiones del
mundo,. En México se ha estimado una prevalencia del 1 al 2% para taeniosis, sin
embargo, esta porcentaje puede estar debajo de la cifia real, debido a los problemas de

diagndstico de esta parasitosis y a Ia falta de notificacion de los casos registrados.

5. DIAGNOSTICO

5.1 Cisticercosis humana,

En la (ltima década el diagnéstico de referencia para fa neurocisticercosis se hace por
tas técnicas de imagen como la tomograffa axial computada (TAC) y la resonancia
magnética nuclear (RMN) (Rodriguez-Carbajal, J., et al, 1982; Minguetti, G., etal , 1983;
Almeida-Pinlo, J., 1988; Jena, A, el al, 1988) y como procedimientos alternativos se han
usado los ensayos inmunolégicos, donde se detectan anticuerpos anti cisticerco en suero
o llquido cefalorraquideo (LCR), Las técnicas inmunoenzimaticas def tipo ELISA (Enzyme
linked immunosorbent Assay) y de inmunoelectrolranferencia (Western Blot) son usados
frecuentemente como apoyo al diagnéstico clinico de paclentes sintomaticos en varios
palses. ( Goftstein, B., et al, 1986; Plancarte, A, et al, 1887, Tsang, V.C.W.,, et al, 1988,
Baveja, VK., et al, 1980; Wilson, M., et al, 1961).

Tanto la TAC como la resonancia son dtiles para confirmar la etiologla de la enfermedad,
pero también para definir el nimero, estadio, localizacién y extension de las lesiones.

Estos exdmenes son seguros y precisos; sin embargo, tienen la desventaja de ser muy



13
costosos, poco accesibles y no pueden ser utilizados en estudios epidemiolagicos; en
contraste, las técnicas inmunodiagnosticas pueden aplicarse en estudios epidemiologicos
donde se analizan miles de muestras y su costo s menor.

El diagnaslico inmunoldgico de la cisticercosis por medio de la deteccion de anticuerpos
se hizo en un principio con la técnica de fijacidn de complemento (Moses, A., 1911), las
técnicas de inmunoprecipitacion, como la doble difusién radial también fueron aplicadas,
posteriormente se desarrolld la hemaglutinacion pasiva (Machnicka, et al, 1974),
inmunofiuorescencia indirecta (Flentje, B. and Padelt,, H., 1981) y lainmunoelectroforesis
(Flisser, A., et al, 1975), éstos métodos eran poco sensibles y presentaban reactividad
cruzada con otras parasitosis (Flisser, A., et al, 1994).

En los afios ochenta se estandarizé el ELISA para deteccidn de anticuerpos (Espinoza,

B., 1986; Flisser, A., et al 1990), en donde se empled como fuente de antigeno el extracto

total del cisticerco o un antigeno semipurificado (antigeno B), con estos antigenos se-

detectaron anticuerpos contra el cisticerco tanto en el suero como en el LCR de los
pacientes, con una sensibilidad del 80% y 90% respectivamente. Sin embargo, se

siguieron presentando problemas de reactividad cruzada con otras parasitosis cuando se
usé el extracto crudo. Posteriormente ' al utilizar el antigeno B purificado se abtuvieron

resultados similares de sensibilidad y especificidad (Flisser, A., et al, 1994).

Recientemente, Tsang, et al (1989), estandarizaron la inmunoelectrotransferencia, en -

donde emplearon una serie de antigenos glicoprotelcos especificos de T. solium. Estos
autores reportaron la presencia de slele glicoprotelnas diagndsticas reconocidas
comunmente por los sueras de los pacientes con neuracisticercosis. Esta técnica tiene un

100% de especificidad y un 98% de sensibilidad, puede utilizarse en la bisqueda de



14

anlicuerpos en muestras de suero, LCRy saliva (Tsang, et al, 1989; Feldman, et al, 1990).

Una alternativa para el inmunodiagnéstico de la cisticercosis humana es la deteccion de
moléculas de excrecidn y secrecion (ES) del cisticerco, en donde se confirma la presencia
del parasito en el paciente, se ha estandarizado un ELISA con doble anticuerpo de
captura, usando para ello anticuerpos monoclonales y policlonales contra antigenos de
ES y somaticos del cisticerco de T. sofium, esta técnica tiene una sensibilidad del
72% (Correa, et al 1989).
5.2 Taenlosis

El diagndstico de ia taeniosis humana hasta hace algunos aflos se hacla solamente por
métodos coproparasitoscopicos (CPS), en donde se busca la presencia de huevos por
técnicas de concentracion (Ritchie, 1948) o proglétidos del pardsito en tamizados de
heces. Estas técnicas son poco sensiblés. solo se logra detectar del 50 al 70% de los
portadores de Taenia ya que la liberacién de proglétidos y huevos no es constante y
ocurre (inicamente en el periodo patente de ta infeccidn. Aunado a |a baja sensibilidad de
los CPS, el diagnéstico séto permite la diferenciacion de género y no pueden distinguirse
morfolégicamente los huevos de T. solium de los de T. saginata. El diagndstico diferencial
entre estas dos especles de Taenia se basa en la observacién del namero de ramas
uterinas en los proglétidos gravidos o por la presencia de un rostelo armado en et escolex
(Flisser, etal, 1994). '

En cuanto al diagnostico inmunolégico se han probado técnicas intradérmicas y pruebas
seroldgicas como la fijacién de complemento, la doble precipitacidn radial.‘ donde se

detectaron anticuerpos contra la Taenia, estos ensayos tuvieron baja especificidad y
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sensibilidad (Gemmell, et al, 1983).

Recientemente, la deteccion de antigenos del pardsito en muestras fecales ha resultado
ser una técnica de diagnéstico muy Utit (Deplazes, et al, 1980,1991; Maas, et al, 1991,
Allan, J., et al, 1990,1992; Avila, G., 1992). Los métodos desarroliados se basan en un
ELISA de captura de doble anticuerpo policlonal producidos en conejo dirigidos contra
antlgenos somaticos de la Taenia (Allan, J., et al, 1990, 1992; Maas, et al, 1991; Avila, G,,
1992) o de ES (Deplazes, et al, 1990, 1991). La deteccion de coproantigenos de Taenia
tiene una sensibilidad y especificidad del 100% (Avila, G., 1892), aunque no se puede
diferenciar entre los portadores de T. sofilum y T. saginata. Las ventajas del ELISA para
coproantigenas de Taenia es que puede diagnosticarse la parasilosis atn en el periodo
prepatente, no es necesario la presencia de huevos o proglétidos del parasito y puede
demostrarse la eficacia del tratamiento antiparasitario (Avila, G., 1992). Existe una variante
de esta técnica que prescinde del uso de la placa de microtitulacién, el ensayo se conoce
como ELISA en mancha o Dipstick dot-ELISA, como soporte para los anticuerpaos se utiliza
una membrana de nitrocelulosa; ef método es mas rapido, permite su utilizacion en zonas
donde se carece de laboratorio, puede usarse incluso en el campo, aunque es menos
sensible, ya que se delecla al 89% de los casos positivos (Allan, J., et al, 1992),

Recientemente se desarrollé un métado certero para el diagnéstico de los portadores de
T. solium que se basa en la deteccidn de huévos del pardsito por medio de sondas
especificas que llegan a detectar la presencia de un sdlo huevo en fas heces del individuo;
aunque esta prueba puede diferenciar las especies de Taenia, su sensibilidad disminuye

en el perfodo prepatente de la infeccion, debido a la ausencia de huevos. (Flisser, et al
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1988, Harrison, et al, 1990).

6. INMUNOLOGIA
Las investigaciones sobre inmunidad y diagndstico en T. solium se han dirigido

primordialimente al estudio del estadio larvario del parasito, debido quizas a la gran
cantidad de sintomas y al desenlace fatal que puede tener un pacienle con
neurocisticercosis. Se ha estudiado ampliamente la respuesta inmune humoral y se han
hecha algunos trabajos sobre la repuesta inmune celular. En cuanto al estadio adulto de
esta Taenia se conace muy poco sobre la relacién hospedero-parasita y los informes que
se tienen se han generado de la infeccion por T. saginata principalmente (Gemmell, 1983).
Ademas debe tenerse presente que la respuesta inmune que genere el haspedero contra
T. solium va a depender de la naturaleza del sitio invadido, la intimidad del contacto
haspedero-parasito y del estadio de desarrallo del parasito (Smyth,J.D. and McManus,
D.P., 1989).

6.1 Cisticercosis humana

El paciente con neuracisticercosis genera una respuesta inmune heterogénea contra el
parasito, pueden reconocer mas de un antlyeno del metacéstodo y producir diferentes
clases de inmunoglobulinas contra ellos (Espinoza, B, et al, 1986), las cuales pueden
detectarse en suero, LCR y saliva (Flisser, A., 1980; Flisser, A., et al, 1982; Grogl, M., et
al, 1885; Feldman, et al, 1990). La igM se encuentra con menor frecuencia en LCR, y su
presencia puede indicar dafio de la bawrera hematoencefdlica (Flisser, A., 1994),

Los anticuerpos de clase IgA han sido reportadas en pocos casos tanto en suero como



17
en LCR (Flisser, A, etal, 1980; Espinoza, B, et al, 1986) y aunque ha sido investigada
su presencia principalmente en saliva, no se ha encontrado (Acosta, E., et al 1890); sin
embargo, la deteccion de inmunoglobulinas puede variar debido principaimente al ensayo
o a la fuente anligénica empleada (Flisser, A., 1994). Se ha demostrado la produccién
local de lgG especlfica contra el cisticerco en el SNC, pero los epitopes antigénicos que
reconoce 0 su concentracion relativa en suero y LCR se desconoce (Miller, B.I,, et al,
1983; Cho, S.Y., 1988). La presencia de |gG en suero corrobora que la enfermedad es
generalmente un proceso cronico y de larga duracidn (Flisser, A., 1994). En cuanto a la
inmunoglobulina de clase IgE, los pocos estudios existentes indican una elevacion en el
nivel de IgE total y especifica en individuos con neurocisticercosis (Goldberg, A. S., et al
, 1881; Cisneros, V., et al, 1982; Godorezky, C., 1987.).

El cisticerco de 7. solium tiene un antigeno inmunodominante conocido como antigeno
B, es una proteina de secrecion del parasito de 95-105 KD de peso molecular que se
encuentra también en varios platelmintos (Flisser, A., 1988) la mayoria de los pacientes
responden contra este antigeno (Espinoza, B., 1982, 1986; Plancarte, A, et al, 1987,
Correa, M.D., et al, 1989; Flisser, A., 1880, 1982, 1990), aunque también hay cierta
heterogeneidad en el reconocimiento contra este antlgeno en suero y LCR de pacientes
con neurocisticercosis y en sueros de animales inmunizados. Segln. la técnica de
inmunoelectrotransferencia estandarizada por Tsang, et al (1989) hay siete glicoprotelnas
comunmente reconocidas por anticuerpos de sueros y LCR de pacientes con cisticercosis,
las cuales son GP42-39, GP24, GP21, GP18, GP14 y GP13, la respuesta inmune es
bastante heterogénea, la mayoria de los sueros reaccionan con mas de una banda

diagnostica, siendo las de mayor peso molecular las mas comlnmente encontradas
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(GP42-39 y GP24) (Larralde,C., et al., 1989; Tsang, et ai, 1989).

Por otra parte, en cortes histologicos hechos de cisticercos se ha visto la presencia de
protelnas y de inmunoglobulinas adsorbidas a la superficie de la membrana del parasito,
aunque se desconace el papel que desempeiian y si estos anticuerpos son especificos
contra el cisticerco, se cree que es un mecanismq de evasion contra ia respuesta inmune
de! huésped que posee el parasito (Correa, D., et al, 1989).

Las iméagenes histologicas de cortes de tejido parasitado tanto en el hombre como en el
cerdo, demuestran la presencia de una reaccion inflamatoria alrededor del cisticerco, el
primer tipo de célula identificada como invasora en la reaccion es el eosindfito (Escobar,
A., 1872; Wilims, K. and Merchant, M., 1980, Rabiela, M. T., 1989). La inflamacion es mas
pronunciada cuando el cisticerco esta en contacto con las meninges basales, provocando
de forma progresiva un cuadro de hidrocefalia e hipertensién endocraniana.

La informacidn accesible sobre la inmunidad celular en los pacientes con
neurocisticercosis es escasa, sin emhargo, se ha observado una relacién anormal en las
poblaciones celulares CD4/CDB8, con un incremento en la subpoblacién de las células T
cilotoxicas, que sugieren alguna disfuncién de la respuesta inmune (Flisser, A, 1982,
1986, 1987). También se ha demostrado que ios productos de ES de los cisticercos son
genotoxicos en los linfocitos T humanos y de cerdo, corﬁprobado en linfocitos periféricos
de individuos con cisticercosis (Herrera, AL, et al, 1994).

6.2 Taenlosis

En infecciones experimentales y naturales con céstodos adultos se ha demostrado una
respuesta de anticuerpos especificos contra el parésito adulto, o que indica la presencia

de mecanismos efectores inmunolégicamente mediados que probablemente contribuyen
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a la relacidn hospedero-parasito en el intestino. No se conoce la inmunidad a la taeniosis
por T. solium, aunque se ha demostrado la presencia de anticuerpos circulantes
en pacientes con Taenia saginata (Machnicka, 1974). Por olro lado el papel de los
anticuerpos circulanies en el crecimiento o rechazo de los pardsitos no esta claro, al igual

que la produccién de anticuerpos locales.

7. ANTECEDENTES
7.1 Modelo Experimental

Debido a la dificuitad en ei diagnostico e identificacion del individuo con taeniosis,
particularmente por T. solium, y al poco conocimiento de ia relacion hospedero-parasito,
se han desarrollado modelos experimentales en donde se ha tratado de obtener el estado
adulto de ia Taenia con las mismas caracteristicas morfologicas que las ohtenidas de
infecciones naturales en el ser humano. Al respecto, Gnezdilov (1957) reportd el
modelo experimentai del hamster dorado para T. solium‘y Verster (1971, 1974), inici6 el
uso de agentes inmunosupresores para aumentar la susceptibilidad de los animales ala
infeccion. En el modelo del hamster se han obtenido ejemplares de T. solium con las
mismas caracteristicas morfoldgicas de las reportadas en el hospedefo natural, con
excepcion de la presencia de progldtidos gravidos (Avila, G., 1992; Aguilar, L., 1994). Se
ha observado que la aplicacién de medicamentos inmunosupresores y antihistaminicos
mejoran proporcionaimente el establecimiento de las taenias en el intestino delgado dei
hamster (Pathak, KM.L. and Gaur, S.N.S., 1985). Ei grado de desarroilo sexual del

pardsito est4 relacionado directamente con la cantidad de inmunosupresor administrado
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aunque también la carga parasitaria afecta negativamente el desarrollo de la Taenia
(Aguilar, L., 1995; Sato and Kamiya, 1989). En los hdmsteres no inmunosuprimidos puede
implantarse la Taenia, sin embargo, su permanencia en el intestino es muy corta y los
parasitos son rechazados rapidamente en comparacion con el grupo de animales
inmunosuprimidos (Avila, G., 1992; Aguilar, L., 1995; Sato and Kamiya, 1989).

7.2 Rospuesta inmune contra parasitos intestinales

Lo que se conoce hasta ahora sobre los parasitos es que en la mayoria de sus
hospederos naturales son capaces de producir una respuesta inmune de tipo cronica, que
es relativamente ineficiente en eliminar a los parasitos residentes. Esta resistencia llevada
a cabo en el hospedero puede ser de cuatro formas: 1) inmunidad concomitante, 2)
inmunidad esterilizante, 3) inmunidad modificada por el parasito y 4) resistencia natural
o innata, y los mecanismos efectores que intervienen son muy variados (Mitchell, G.F.,
1982).

Durante muchos aflos se creyé que los céstodos adultos no eran inmunogénicos o su
inmunogenicidad era muy poca, estas afirmaciones se basan en el hecho de que el
escdlex de la mayoria de los céstodos no tenfan una penetracion suficiente en la mucosa
intestinal y por tanto era minimo su contacto con el sistema inmune del hospedero (lto, A.
and Smyth, J.D., 1887). Echinococcus granulosus y E, multiloculares son dos céstodos
que se estudiaron en un inicio y se consideraron parasitos intestinales y tisulares por
penetrar su escolex la mucosa intestinal, como resultado de esta interaccion el hospedero
puede generar anticuerpos anti-E, granulosus y son detectados en suero de perros desde

los 14 dias post-infeccion (Jenkins, D.J. and Rickard, M.D., 1986). Sin embargo, en
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muchos céstodos el contacto del escolex es mas superficial y el rompimiento de la mucosa
puede ho ceurrir,

Par otra parte, no se ha establecido bien si los antigenos de parasitos intestinales son
realmente absorbidos a través de la pared intestinal, asl, los antlgenos liberados por
cualquier parte del parasito (cuello o estrobilo) podrlan ser absorbidos y posiblemente
estimular la respuesta inmune del hospedero. Se conoce que la inoculacion de antigenos
solubles no invasivos producidos por varios microorganimos, incluyendo a los parasitos,
al entrar en el tracto intestinal producen una respuesta inmune que es medible (Ayuya,
J.M. and Williams, J.F., 1979; Loyd, S., 1979; Rickard, M.D., et al, 1981).

Se han hecho una gran cantidad de trabajos con antigenos de ES obtenidos in vitro de
nematodos, trematodos y céstodos; los antigenos de ES proveen una estimulacion
antigénica que genera una respuesta inmune prolectora en el hospedero, expresada como
muerte 0 expulsion del parésito o el desarolio de inmunidad concomitante (Lightowlers,
MW. and Rickard, M.D., 1988). Alternativamente, con estos productos de ES el
parasito puede evadir la respuesta inmune del hospedero mediante multiples mecanismos
(Scott, P.A. and Sher, A., 1993). Sin embargo, la mayorla de los trabajos realizados estan
enfocados al estudlo del estado larvario del parasito, pero evidencias recientes sugleren
que el estadio adulto intestinal de varios céstodos también son capaces de estimular la
respuesta inmune local y sistémica (Williams, J., 1979).

Actuaimente, los estudios sobre la inmunologla del tracto intestinal esta recibiendo
mucha atencién, ya que la estimulacidn antigénica en el caso de los parésitos intestinales
se puede llevar a cabo a este nivel. Muchos de los estudios que se conocen se han

originado de los modelos experi'menta!es de ratas y ratones infectados con Hymenolepis
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diminuta principalmente, en estos modelos se han encontrado anticuerpos especificos
circulantes que tienen un papel importante en e! rechazo de infecciones secundarias
can H. diminuta (Harris, W.G., and Turton, J.A., 1972, Befus, 1974, 1975, Hopkins, et al,
1980). También se ha visto la participacién de inmunaglobulinas del hospedero y factores
del complemento adheridos a la superficle tequmental del parasilo adulto (Befus, D.,
1977), que se cree que tienen un papel importante en {a expulsién y en fa eliminacion
temprana de los parasitos en infecciones sucesivas. Los estudios inmunolégicos en los
modelos ratafratén para H. diminuta han sido muy utiles para averiguar el papel de la
respuesta inmune en la relacién hospedero-pardsito, la rata haspedero nalural para esle
céstodo puede albergar al parasito en el intestino hasta su estado adulto en forma
persistente, detectdndose inmunoglobulinas en suero y sobre la superficie del céstodo,
aunque su papel protector no esta claro. El rechazo del parasito que puede presentarse
en la rala es debido primordialmente a ia carga parasitaria (Rickard, M.D., 1983).

En el ratdn infectado con H. diminuta el parasito es expulsado rapidamente sin llegar a
su madurez sexual desde una primoinfeccion, y en infecciones sucesivas el tiempo de
rechazo se acorta, detectandose inmunoglobulinas de clase 1gG, IgA e IgM; en este
modelo se ha encontrado una relacidn mas estrecha entre la expulsién del parésito y la
respuesta inmune, puesto que los ratones atimicos no son capaces de rechazar a
infeccién y cuando estos mismos son reconstituldos con timocitos los animales
restablecen su capacidad para rechazar al parésito (Rickard, M.D., 1983).

Las investigaciones que se han hecho con E. granulosus, han demostrado que los

antigenos de ES obtenidos in vifro son capaces de generar una respuesta inmune
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protectora en perros, ocurriendo asf la estimulacidn antigénica a nivel intestinal (Herd,
R.P, et al, 1975), ademds con estos aniigenos puede realizarse una prueha
serodiagndstica altamente especifica (Heath, D.D., et al, 1985).

Por otra parte, en los animales inmunasuprimidos la relacion hospedero-parasito se ve
alterada de tal manera que se obtiene una mayor carga parasitaria comparada con
aquellos animales inmunoldgicamente normales, este fendmeno ha sido demostrado en
ratones infectados con H. nana y en hdmsteres con 7. solium o T. crassiceps (Verster,
1971, 1974; Sato and Kamiya, 1989; Avila, G., 1992, Aguilar, L.., 1995).

7.3 Respuesta inmune en la mucosa intestinal

En los Oitimos aios los estudios de la respuesta inmune asociada a mucosas han
aumentado considerablemente, en forma particular la mucosa intestinal ha llamado mas
la atencién debido al nimero elevado de microorganismaos infecciosos que tiene su
entrada por la via oral y al potencial que tiene como barrera flsica e inmunoldgica que
ofrece el intestino; por lo tanto, es de suma importancia conocer los mecanismos
inmunaldgicos que se llevan a cabo en la mucosa intestinal cuando es estimulada por los
exoantigenos liberados por parésitos intestinales,

La generacion de una respuesta inmune en el tracto gastrointestinal involucra estructuras
compartimentalizadas, cuya pablacién celular caracteriza sus funciones en la respuesta
inmune local. En primer lugar se menciona a los tejidos linfoides asociados al intestino
(GALT), el cual incluye a las placas de Peyer, los n6dulos linfoides y  al apéndice; y
tamblén se tiene a la ldmina propia y los leucocitos intraepiteliales (Befus, D. 1983),

Tejidos linfoides asociados al intestino.
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Sobre las placas de Peyer, el epitelio especializado de estos sitios se encarga de la
induccion de la respuesta inmune y difiere dramaticamente del epitelio del resto de la
mucosa; contiene un tipo Unico de células, las células M, que carecen del borde tipico en
cepillo de los enterocitos y continuamente endocitan material de! lumen. La arquitectura
de estas células es notable, su membrana basolateral esta profundamente invaginada
para formar una gran bolsa intraepitelial que generalmente contiene una agrupacidn de
linfocitos T, B y macrofagos, su membrana apical contiene numerosas vesiculas
membranosas que se encargan de endocitar el material del lumen intestinal, estd muy
cercana a la membrana basolateral debido a la invaginacién lo cual permite una rapida
endocitosis y el reparto del material en las vesiculas intraeplteliales, donde el antigeno
fagocitado es procesado. El paso de antigenos por las células M parece ser un
prerequisito para montar una respuesta inmune en la mucosa (Neutra, M.R., et al, 1987,
Neutra, M.R. and Kraehenbuhl, J.P., 1992), a Ia fecha no ha sido encontrada relacion
alguna entre estas células y cualquier helminto intestinal, sin embargo, pueden proveer
alguna sefal fisica o quimica que el helminto intestinal utiliza para sobrevivir y convivir con
su haspedero (Befus, D., 1995). Existen otras vias impartantes de captura de antigenos
en las células epiteliales, la via paracelular y la via transcelular a través de células
epiteliales, dado que es realmente desconocido el mecanismo por el cual actdan estas
Gitimas vias, se considera la captura de antigenos por las células M la via mas importante

(Befus, D., 1995).

| En la superficie de |as placas de Peyer se encuentran grandes cantidades de linfocitos
T CD4+ y CD8+, linfocitos B, y las células M, bajo este linfoepitelio inductivo de IgA, hay

un sitio de rapida proliferacion de céjulas B y células de muerte programada.
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En el GALT se lleva a caho la induccidon de la respuesta inmune, asi como
hiporespuestas especlficas que dan lugar a la llamada tolerancia oral. La respuesta de
anticuerpos en las mucosas se lleva a cabo en las placas de Peyer que incluye una
respuesta notable de IgA en su forma polimérica, aunque no es la Unica inmunoglobulina
producida en esta zona, otras clases de anticuerpos que también se presentan en las
secreciones en diferentes concentraciones son la IgM, 1gG e IgE. La IgG es sintetizada
principalmente en los tejidos linfoides periféricos, puede ser transportada al intestino por
un proceso de trasudacién o difusién directa a través de la superficie epitelial, se sabe que
cuando hay inflamacién en el tracto gastrointestinal se incrementan las cantidades de IgG
local.

Una vez hecha la activacién en los sitios precursores en las placas de Peyer, la
maduracién de las células inducidas se ileva a cabo fuera de la mucosa intestinal; los
linfoblastos se dirigen a los nédulos linfaticos mesentéricos, de ahl ai ducto linfatico
toracico y a la circulacién sistémica, donde circulan como células maduras que tendran
como destino final las superficies epiteliales, particularmente la ldmina propia del intestino
delgado (Walker, W.A. and Isselbacher, K.J., 1977; Hanson, L.A., et al, 1983).

Lamina Propia.

En contraste con el medio ambiente inductor de Placas de Peyer, la ldmina propia es
referida como un sitio efector, contiene un gran nimero de células plasmaticas
productoras de IgA, asi como linfocitos T (con sus correspondientes linfocinas) CD4+ y
CDB+, macréfagos, células cebadas, eosinéfilos y neutréfilos (Befus, D., 1995).

Leucocitos intraepiteliales

Hay mltiples componentes celulares en el sistema inmune de las mucosas, muchas de
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estas células son Unicas o parecen ser especialmente adaptadas al medio ambiente de
las mucosas. Las células circulan a lo largo de todo el cuerpo y pueden ser reclutadas
cuando se presenta la sefial de la presencia de gérmenes, un proceso inflamatorio u otro
estimulo (Befus, D., 1995).

La poblacién de leucocitos es muy heterogénea y en ef humano se conoce parciaimente,
sin embargo, se sabe que es muy parecida al repbrtado en el modelo murino; ta mayoria
de las células que se encuentran en esta zona son linfocitos T. En humanos el 80% de los
linfocitos son CD8+ y aproximadamente 10% son CD4+, aproximadamente el 70% de
estos son TCR alfafbeta y 27% son TCR gamal/delta, de los linfocitos CD8+ el 63% son
homodiméricos CD8 alfa/alfa y 37% son heterodimeros CD8 alfa/beta. Se sugiere que la
aestimulacién antigénica es importante en la expresion de células Thyl+, CD4+ y
alfa/beta+, pero la expresién de CD8+, CD3+ y TCR gamaldelta es relativamente
independiente del antigeno (Befus, A.D., 1986, 1993, 1995). Otras células presentes son
las células cebadas, células NK y precursores de células T.

Como se menciono anteriormente en la mucosa intestinal sé genera una respuesta
inmune contra los parasitos intestinales, que puede medirse mediante la deteccion de
anticuerpos en los contenidos intestinales y en forma particular por coproanticuerpos.
Desde hace ya varios afios se ha investigado la presencia de anticuerpos en la materia
fecal en infecclones bacterianas, virales y parasitarias a nivel intestinal, con el objeto de
conocer el papel de la respuesta inmune en este nivel y establecer su desarrollo enel
rechazo a infecciones intestinales, asl como el inicio de un nuevo campo de estudio para
la creacién de vacunas orales.

En parasitosis se han detectado coproanticuerpos en pacientes con amibiosis intestinal
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aguda, sin embargo los titulos encontrados no difieren de aquelios registrados en
pacientes sanos, siendo las inmunoglobulinas IgA e igM las mas frecuentemente
encontradas (Ximénez, C., et al, 1990).

Multiples estudios se han hecho para caracterizar la respuesta de coproanticuerpos
contra Cryptosporidium sp. tanto en modelos experimentales como en infecciones
naturales. Se han detectado anticuerpos de clase IgA e IgM anti Cryptosporidium sp. en
heces de pacientes con SIDA e infectados con criptosporidiosis, sin embargo, no se
ha establecido aun su actividad protectora (Kapel, N., et al, 1993). Un caso similar se ha
reportado en becerros infectados con Cryptosporidium parvum tanto en infecciones
naturales como experimentales, en donde el incremento en los niveles de
coproanticuerpos 1gA e IgM, (principalmente la primera) y de IgG en suero coincidieron
con la expulsién de ooquistes en heces (Hill, B.D., et al, 1890; Peeters, J.E., et al, 1992).

En los modelos experimentales de Hasmonchus contortus y Nyppostrongylus brasiliensis
también se han detectado anticuerpos en heces principalmente inmunoglobulinas de clase
lgA, tanto en animales vacunados como infectados experimentalmente (Wedrychowicz,
H., 1884).

El modelo experimental de Giardia muris en el ratén ha sido muy estudiade debido a que
el comportamiento de la infeccidn es muy parecido al de G. duodenalis (G. lamblia) en el
hombre, este pardsito es rechazado inmunoldgicamente del intestino del raton normal,
pero en ratones deficientes de linfocitos T se crea una infeccién crénica. Los resultados
de estos modelos sugieren que en ratones normaies el rechazo del parasito del intestino

estd relacionado- con la presencia de inmunoglobulinas especificas (IgA e IgG),
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encontradas como coproanticuerpos solubles y sobre la superficie de trofozoitos obtenidos
de materia fecal de ratones normales infectados (Anders, R.F., etal, 1982; Snider, D.P.
and Underdown, B.J., 1986; Heyworth, N., 1986).

Las detecciones de coproanticuerpos en seres humanos se han enfocado principalmente
ainfecciones virales causados por rotavirus en pacientes pediatricos (Oshijima, H., et al,
1989), También se han estudiado algunas otras alteraciones del tracto intestinal, donde
la Inmunoglobulina de clase IgA es la mas abundante, aunque en padecimientos como
colitis ulcerativa la IgG llega a ser la mas abundante (Haneberg, B. and Aarskog, D.,

1975).
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Il METODOLOGIA
1,MODELO EXPERIMENTAL DE Taenia solium EN EL HAMSTER DORADO

Se realizé una infeccion experimental en el hamster dorado (Mesocricelus auratus)
siguiendo el procedimiento descrito por Verster (1971), con algunas modificaciones. Se
emplearon 32 hamsteres, cinco machos y 27 hembras de 7 a 12 meses de edad,
provenientes de los bioterios del Instituto de Investigaciones Biomédicas (|IB) y del
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV). Los animales se
mantuvieron en el bioterio a una temperatura de 20°C y con una humedad de 45%, estos
parametros ambientales se mantuvieron constantes durante el tiempo que durd el
experimento. Desde el principio del estudio los hAmsteres permanecieron en jaulas
individuales con camas de aserrin estéril, se les proporcioné alimento comercial
balanceado para roedores y agua estéril ad libitum durante el periodo de estudio.
Previamente a la infeccion, los animales se desparasitaron con praziguantel en una dosis
de 30mglkg de peso por vla oral.

1.1 Obtencién de cisticercos de T. solium,

Los cisticercos de T. solium se obtuvieron de un cerdo infectado naturaimente

proveniente de Tepeaca, en el estado de Puebla. Los cisticercos se extrajeron per
diseccién del musculo esquelético; una parte de ellos fueron utilizados para fa infeccién
de los animales y los restantes se emplearon para verificar su viabilidad, sometiéndolos
a la prueba de evaginacién in vitro descrita por Correa, et al (1987). En ambos casos los
cisticercos fueron desprovistos de su vesicula y mantenidos en solucién salina

amortiguadora de fosfatos (SSAF) hasta su uso posterior.
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1.2 Grupos experimentales y protocolo de infeccién,

Alinicio del trabajo se tuvieron problemas para la obtencion de un grupo de hamsleres
con las mismas caracteristicas de edad y sexo en el momento en el que se consiguio el
cerdo parasitado; por esta razon se infectaron animales de diferentes lotes e incluso se
empled un grupo de machos que hablan sido utilizados previamente en protocolos de
inmunizacidn. Los animales se dividieron en t{res grupos, el primero qued6 integrado por
cualro hembras de 12 meses de edad procedentes del bioterio del 1B, estos animales se
infectaron y no fueron inmunosuprimidos. E! segundo grupo lo formaron 23 hembras de
siete meses de edad obtenidos del bioterio del CINVESTAV, estos hamsteres fueron
infectados e inmunosuprimidos. El tercer grupo de animales estuve integrado por cinco
machos de 12 meses de edad procedentes del bioterio del liB, los cuales soio fueron
inmunosuprimidos (Cuadro No. 1), cabe sefialar que los animales de este grupo fueron
inmunizados cuatro meses antes del inicio del experimento con extracto crudo de T.
sofium.

Los animales de los grupos 1 y ! fueron infectados por via oral con cualro cisticercos de
T. solium. Mediante pinzas de diseccion se les administraron los cisticercos en el
hocico de cada hamster, a los cudles se les habla mantenido sin comer un dia antes,
por ultimo se comprobé la deglucién de los parasitos. Los hamsteres que fueron
inmunosuprimidos (grupos H y i) recibieron una dosis de 2 mg del esteroide acetato de
melilprednisoiona por via inframuscular en el dia uno del experimento, esta misma dosis

se les aplic cada dos semanas durante las siguientes diez semanas post-infeccion (SP1).



Cuadro No. 1: Grupos experimentales

GRUPO ANIMAL | SEXO CIST. | DOSISDE TIEMPO
ESTEROIDE | DE*
n EXPER.
GRUPO1 | 4 HEMBRAS | 4 0 138PI
GRUPO I | 23 HEMBRAS | 4 2mg/14 dias | 19SPI
GRUPOII | § MACHOS 4 2mg/14 dias | 17SPi

*Tiempo de experimentacion en el cual se sacrifico el Glitimo animai de cada grupo.
n Nimero
0 acetato de metilprednisolona
SP{ semanas post-infeccion.
CIST Cisticercos
1.3 Coleccién de muestras biojdgicas.

Se tomaron muestras de suero y heces de cada animal semanalmente, antes de la
infeccidn y posterior a ésta, hasta que los hamsteres perdieron 1a infeccion,
1.4 Obtencién del estadio adulto de 7. solium

Las taenias adultas fueron obtenidas de los animales de fos grupos | y i, cada 21 dias
se sacrificé un hdmster de cada grupo mediante 1a inhalacion de éter; asimismo, cuando
el estado fisico y de salud de los animales estaba muy disiminuldo se procedié a sacrificar
a los hdmsteres. Se realizé la necropsia de los animales, se extrajo el intestino delgado
que se colocd en una caja petri que contenia SSAF, se abri6 a todo fo largo para liberar
a fas taenias y verificar que no estuvieran parasitados con otros géneros. Se obtuvieron

fos parasitos y se procedié a su identificacion mediante la observacion de las

caracteristicas morfoldgicas de T. sofium que consisten en un escélex provisto de cuatro
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ventosas musculares inermes, la presencia de un rostelo armado con una doble
corona de ganchos y la disposiciéon del poro genital irregularmente alternado en
progldtidos sucesivos.

También se verificd el desarrollo sexual de T soliunt por medio de la observacién de los
organos reproductores en preparaciones fijas. Cuando las taenias que se colectaron
estaban vivas se procedio a cultivarlas para obtener antigeno de excrecién-secrecion (ES),
Las taenias muertas fueron empleadas para la revisidn morfoldgica y para la ohtencion de
antigeno crudo o somético.

1.5 ELISA para la deteccion de coproantigenos de T. solium.

Se hizo el seguimiento de la taeniosis por medio del ELISA para coproantigenos de 7.
solium descrito por Allan, et al (1990} y Aviia (1992), en el cual se utilizan anticuerpos
policlonales producidos en conejo contra antigeno somético de T. solium (Figura No. 1).

a. Preparacion de las mueslras.

Las muestras de heces de los hamsteres fueron rehidratadas con solucién salina
amortiguadora de fosfatos adicionada con Tween 20 a una concentracion de 0.3% (SSAF-
Tw 0.3%), enuna proporcién volumen a volumen, se homogeneizaron y centrifugaron a
3000rpm durante 25 minutos a 4°C. Se colectaron los sobrenadantes, se almacenaron
en alicuotas de 1.5ml a -20°C hasta el momento de su uso.

b. ELISA para coproantigenos de T. soliumn.
1. Se utilizé una placa de polyestireno de 96 pozos de fondo plano MaxiSorp F96 (NUNC
439454) la cual fue sensibilizada con el primer anticuerpo policional anti-T.sollum (lgG de

canejo) a una concenlracién de Sug/iml de proteina, en sducién amoriguadora de
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carbonatos, pH 9.6, se agregaron 100ul de la solucion por pozo y se dejé incubar durante
toda lanoche a 4°C.

2. Se realizaron tres lavados sucesivos con SSAF-Tw 0.3% y se adicionaron 200pl por
pozo; cada lavado se hizo durante cinco minutos.

3. Se bloqued la placa con SSAF-Tw 0.3%, se cubri6 cada pozo con 100pl durante una
hora a temperatura ambiente.

4, Adicion de la muestra problema. Se colocan 100pl por pozo de los sobrenadantes de
heces por duplicado. Se incubd a temperatura ambiente durante una hora.

5. Se repitid el inciso 2.

6. Para revelar 1a reaccidn antigeno anticuerpo se adiciond el mismo anticuerpo
policlonal IgG anti-T.solium marcado con peroxidasa, a una concentracién de Sug/mi en
SSAF-Tw 0.3%, se colocaron 100l por pozo. Se incub6 a temperatura ambiente durante
una hora.

7. Se repitio el inciso 2.

8. Por Gltimo se agreg6 el sustrato acido 5 amino salicllico en solucién de fostato de
sodio monobasica y dibasico (0.01M) y EDTA (0.01M), cbnteniendo perdxido- de
hidrégeno, se adicionaron 100pl por pozo de esta solucidn y se incubd durante siete
minutos a temperatura ambiente en la obscuridad.

9. Los valores de absorbancia se midieron en un lector de ELISA (Bio-Rad modelo 2550)

a 450nm.
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Se uni6 e! primer anticuerpo a
la placa (9ug/ml) de 1gG anti-

\( T. solium.

Se agrego el antigeno de T. solium,
contenido en sobrenadantes de heces
de hamsteres infectados.

| ¢
L

Se afladid el anticuerpo conjugado
a peroxidasa (9ug/mi).

@~ <@

&= —@

Finalmente se agreg6 el sustrato,
4cldo 5-aminosalicilico.

N

/

Figura No. 1 Diagrama que ilustra el ELISA para coproantigenos de T. solium.

Se utilizaron como controles negativos en cada placa aquellas muestras provenientes de
los animales del grupo Ill no infectado o las obtenidas antes de la infeccion. En un
principio se us6 como control positivo antigeno somatico de T. solium a concentraciones
de 0.1, 1, 10 pg/ml, y una vez comprobada la presencia del parasito a la necropsia de
algunos animales, se usaron los sobrenadantes de heces de estos hamsteres infectados.
1.6 Tamizados de heces para la obtencién de proglétldok.

Se buscaron proglétidos de T. solium en las heces de los hamsteres infectados para
comprobar la expulsidn de la Taenia. El sedimento de las muestras hidratadas fué

resuspendido con agua corriente y pasado a través de un tamiz. Las heces se limpiaron
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con agua en el tamiz y macroscépicamente fueron observados los proglotidos sobre la
malla del mismo. Después fueron recolectados y observadas en el microscopio
estereoscopico para comprobar su naturaleza. Aquellas estructuras que correspondlan
realmente a proglétidos, se colectaron y tifieron para su identificacion morfologica.

1.7 Tincidn de parésitos.

Tanto las taenias, como los proglétidos colectadas de las heces fueron tefiidos con la
técnica de para-carmin de Mayer. Cada uno de los especimenes fueron colocados entre
dos portaobjetos y presionados entre sl y se mantuvieron en alcohol al 70% hasta su
tincion.

Técnica de para-carmin de Mayer

a. Lavar las taenias con alcohol al 96% durante 10 minutos.

b. Tefir con para-carmin de Mayer durante 8-10 minutos.

c. Lavar en alcohol al 96% acidulado al 2% con HC|, hasta que los bordes del ejemplar
se observen palidos y los 6rganos internos fueron visibles al microscopio.

d. Lavar en alcohol al 96% durante 1-2 minutos para detener la accion del HCI,

. Deshidratar en alcohol al 100% durante 20-25 minutos.

f. Aciarar en salicilato de metilo.

g. Montar en balsamo de Canada y etiquetar las preparaciones.
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2. ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL EN EL MODELO

EXPERIMENTAL.
2.1 Obtencion de sueros,

Los hamsteres fueron sangrados del plexo retro orbital previa anestesia general en una
camara de éter. Se realizd [a puncion con un tubo capilar y se extrajeron 1.5ml de sangre
por animal, se procedid a separar el suero que se almacend en tubos tipo Eppendorf a -
20°C. Para evitar infecciones en los ojos de los animales se les administraron gotas de
cloranfenicol después del sangrado.

2.2 Obtencion del antigeno de Excrecién-Secrecion (ES) de T. solium

Las taenias vivas se lavaron con SSAF para quitar cualquier resto de contenido
intestinal, se realizaron cinco lavados con duracion de cinco minutos cada uno. Después
se lavaron con SSAF estéril tres veces durante 10 minutos en cada ocasion, se
continuaron los lavados con SSAF estéril adicionado de antibidticos (10 000 U/ml
penicilina G sddica, 10 000ug/ml sulfato de estreptomicina, 25ug/ml anfotericina B como
fungicida) tres veces en intervalos de dos minutos en cada lavado. Posteriormente los
pardasitos se colocaron en medio de cultivo, que consistio en medio de RPM! (GIFCO) no
suplementado (10.4g de!l medio solido disueltos en un litro de agua destilada-desionizada)
al que se le agreg6 2g de bicarbonato de sodio y 2g HEPES; se ajustt el pH a 6.8 y se
estenllizo con filtros de 0.22um. Al medio de RPM! se le agregd 10 000 U/m! de penicilina
G sodica, 10 000 pg/ml de sulfato de estreptomicina y 25 ug/ml de anfotericina B como
fungicida. Los pardsitos de 15-30cm de largo se colocaron en 5-10ml del medio, se

mantuvieron en botellas de cultivo celular estériles a temperatura de 37°C y 7% de CO,.



37

El medio se coseché cuando viré a amarillo, aproximadamente a las 24 horas. Se
cultivaron las taenias completas o solamente los estrébilos que tenian movimiento. El
medio cosechado fué concentrado 10 veces a través de una membrana de ultrafiltracion
a presidn positiva maxima de 5.3kg/em? (AMICON INC DIAFLO) con un didmetro de poro
para paso de sustancias con 10KD, enseguida se agregd p-hidroximercuribenzoato
(PHMB) como inhibidor de proteasas a una concentracion final del 0.04% y se almacené
a-20°C.
2.3 Obtencion def antigeno crudo o somatico de T. solium

Se preparo un extracto crudo de taenias adultas completas segun la técnica descrita por
Espinoza, et al (1982) con ligeras modificaciones; las taenias adultas obtenidas del
intestino delgado de los hamsteres se lavaron cinco veces con soiucion salina fisiologica
(0.15M NaCl, SSF) y se homogeneizaron con un Polytron (Brinkman Instruments) en SSF
conteniendo cloruro de potasio 3M durante 1 minuto, manteniendo el extracto en un baio
de hielo. Este procedimiento se repitié hasta que los parasitos quedaron perfectamente
homogeneizados. El extraclo se mantuvo durante toda fa noche en agilaclén ligera a 4°C;
posteriormente se centrifugd (Sorvall RT6000) a 2000g durante 30 minutos a 4°C, se
dializo contra SSAF y se volvid a centrifugar {Beckman J2-21) a 24000g durante una
hora a 4°C. El sobrenadante se almacend a -20°C hasta su utilizacidn.
2.4 Determinacidn de proteinas.

A 1a solucién antigénica final se le determin6 su concentracion proteica por el método de
Lowry (1951) y se ajustd a una concentracion de 2.5mg/ml antes de ser utilizada para

forrar las placas de ELISA.



38
2.5 Estandarizacion del ELISA para anticuerpos séricos de clase IgG.

Se estandarizd un ELISA directo para detectar anticuerpos circulantes de clase 1gG
especificos para T. solium en animales infectados. Para ello se adsorbié en la superficie
sdlida de una placa de 96 pozos, antigeno de T. solium y como sistema revelador se utilizd
un anticuerpo comercial policlonal anti-lgG de hamster conjugado a peroxidasa.

a. Sensibilizacion de la placa de ELISA con el antigeno de ES y somatico de T. sofium.
Se utilizaron placas de microtitulacion de 96 pozos de fondo plano Inmunolon 2, el
antigeno de ES y somatico de T. solium se agreg6 a concentraciones de 40, 20 y 10ug/ml
en solucién amortiguadora de carbonatos, pH 9.6, se colocaron 1004i por pozo de la
solucidn y se incub6 toda la noche a 4°C.

b. Se realizaron tres lavados sucesivos de ia placa con 2004l de SSAF-Tw 0.3%, cada
uno durante cinco minutos.

c. Se bloqued la placa con 1004l de una solucién de albiimina sérica bovina al 1% en
SSAF-Tw 0.1%.

d. Se repitio el inciso b.

e. Adicién de las muestras. Se agregaron 100yl de los sueros diluidos 100, 200 y 300
veces en SSAF-Tw 0.3% por duplicado. Se incubé la placa a 37°C durante una hora.

f. Se realizaron cuatro lavados con 200yl de SSAF-Tw 0.3% de 5 minutos cada uno.

g- Se agregé el conjugado anti-lgG de hamster marcado con peroxidasa (KPL, Affinity
purified antibody, goat anti-hamster 1gG (H+L)) diluido 1:1000 en SSAF-Tw 0.3%, se
adicionaron 100yl por pozo y se incubd durante una hora a 37°C.

h. Se repitié el inciso f.
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i. Se utilizd como sustrato o-fenilendiamina en amortiguador de citratos (0.1M), pH 4.5
conteniendo 0.4plmi de perdxido de hidrégeno al 30%; se adicionaron 100ul por pozo y
se incubo durante tres fninutos a temperatura ambiente en la obscuridad, posteriormente
se detuvo la reaccién al agregar 50ul por pozo de acido sulftrico 2N.

J. Los valores de absorbancia se midieron en un lector de ELISA (Bio-Rad modelo 2550)
a492nm.

Durante la estandarizacion de la técnica se usaron como controles negativos los sueros
de los animales del grupo |l antes de la infeccion, asi como pozos no sensibilizados con
el antigeno que contenlan muestras de sueros. Como controles positivos en cada placa
se utilizaron los sueros de los animales del grupo I, los cuales estaban inmunizados con
antigeno somético de T. solium; ademas se probé en algunos pozos el antigeno
unido al anticuerpo policlonal anti-T. solium utilizado en la deteccion de coproantigenos,
revelando este sistema con un conjugado anti-lgG de conejo unido a peroxidasa.
Finalmente, para probar la presencia de cualquier unién inespecifica por parte del
conjugado anti-lgG de hamster, se probaron pozos en presencia y ausencia del antigeno
sln muestra alguna de suero y se agrego directamente el conjugado. '

2.6 Estandarizacion del ELISA para coproanticuerpos.

Con el mismo fundamento del ELISA para la deteccién de anticuerpos séricos de clase
IgG se procedié a la deteccidn de anticuerpos de esta misma clase en heces de
hamsteres infectados. Usando tan sélo como fuente antigénica el antigeno de ES de T.
solium.

a. Sensibilizacion de !a piaca de ELISA con el antigeno de ESde T. solium. Se utilizaron
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placas de microtitulacién de 96 pozos de fondo plano MaxiSorp F96 (NUNC 439454) que
se sensibilizaron con antigeno de ES de T. solium a concentraciones de 10, 20 y 40ug/ml
en solucion amortiguadora de carbonatos, pH 9.6, se agregaron 100! por pozo de la
solucién y se incub6 durante toda la noche a 4°C.

b. Se realizaron tres lavados sucesivos de la placa con 200! de SSAF-Tw 0.3%, cada
uno de cinco minutos.

¢. Se llevd a caho el bloqueo de ia placa con SSAF-Tw0.3%, se adicionaron 100yl por
pozo, se incubd durante una hora a temperatura ambiente.

d. Se agregaron los sobrenadantes de heces, se colocaron 50pl por pozo por duplicado
y se incubd a 37°C durante una hora.

e. Se realizaron cuatro lavados con 200u! de SSAF-Tw 0.3% de cinco minutos cada uno.

f. Se agregd el conjugado anti-lgG de hamster marcado con peroxidasa (KPL, Affinity
purified antibody, goat anti-hamster IgG (H+L)) diluido 1:1000 en SSAF-Tw 0.3%, se
adicionaron 100y por pozo y se incubd la placa durante una hora a 37°C.

g. Se repiti6 el inciso e.

h. Se utilizé como sustrato o-fenilendiamina en amortiguadar de citratos (0.1M) pH 4.5
contenienda 0.4pl/ml de perdxido de hidrégeno al 30%, se adicionaron 100yl por pozo y
se incubd durante tres minutos a temperatura ambiente en la abscuridad, posteriormente
se detuvo la reaccion al agregar 50p! por pozo de acido sulfiirico 2N,

I. Los valores de absorbancia se midieron en un lector de ELISA (Bio-Rad modelo 2550)
a492nm.

El control positivo en las piacas fué el antigeno unido al anticuerpo policlonal anti-T,
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solium de conejo, revelada can el canjugado anti-IgG de congjo unido a peroxidasa. Como
contrales negativos fueron tomadas todas las muestras de heces colectadas antes de la
infeccion, asi como pozos no sensibilizados con el antigeno pero (iue contenian
sobrenadantes de heces, revelado con el canjugado anti-lgG de hamster. Finalmente para
probar la presencia de cualquier unidn inespecifica por parte del conjugado anti-1gG de
hamster, se probaron pozos en presencia y ausencia del antigeno, sin muestra alguna de
heces y se agrego directamente el conjugado.

2.7 Estandarizacién del ELISA para antigenos séricos.

Tomando en cuenta la técnica de coproantigenos, se procedio a estandarizar un ELISA
para la deteccion de antigenos séricos. Aligual que en la técnica anterior se trata de un
ELISA de captura, que se basa en el emplea de un anticuerpo policlonal anti-T. solium
producide en conejo usado como anticuerpo primario que se adsorbe a fa placa; y el
mismo anticuerpo policlonal conjugade a peroxidasa se usa para revelar la reaccion como
anticuerpo secundario.

a. Se probaron dos placas de ELISA para microtitufacién de 96 pazos de fondo plano
de las marcas MaxiSarp e Inmunolon 2, las cuales fueron sensibilizadas con 9ugiml del

anticuerpo primario IgG anti-T. solium de conejo en salucién amartiguadora de carbanates,

pH 9.6, se agregaron 100! por pozo de la solucién. Se incub6 durante toda fanoche a

4°C.
b. Se lavo tres veces fa placa con 200! por pozo de SSAF-Tw 0.3%., cada lavado fué
de cinco minutos. '

¢. Se blequed la placa con 100yl por pozo de SSAF-Tw 0.3%, durante una hora a
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temperatura ambiente.

d. Se agregaron 100yl por pozo de los sueros diluidos 2, 3, 4, 50 y 100 veces, y se
incubo a 37°C durante una hora.

. Se lavd la placa cuatro veces con intervalos de cinco minutos cada lavado, con 200l
de SSAF- Tw 0.3%.

f. Posteriormente se agrego el mismo anticuerpo policlonal 1gG anti-T. solium marcado
con peroxidasa a una concentracion de 9pg/ml en SSAF-Tw 0.3%, se adicionaron 100
por pozo. Se incubd a 37°C durante una hora.

g. Se repitid el inciso e.

h. Se utiliz6 como sustrato o-fenilendiamina en amortiguador de citratos (0.1M) pH 4.5
conteniendo 0.4pl/iml de perdxido de hidrogeno al 30%, se adicionaron 100yl por pozoy
se incubd durante tres minutos a temperatura ambiente en la obscuridad, posteriormente
se detuvo la reaccion al agregar 50yl por pozo de acido sulfdrico 2N.

i. Los valores de absorbancia se midieron en un lector de ELISA (Bio-Rad modelo 2550)
a 492nm. Como control positivo se ulilizé antigeno somatico de T. solium a
concentraciones de 10, 1y 0.1pg/ml en SSAF-Tw 0.1%. Como control negativo se

utilizaron todos los sueros de los animales antes de la infeccion

3 ANALISIS ESTADISTICO
Los resuliados obtenidos en la reproduccion del modelo experimental y en el tamafio y
nimero de las taenias recuperadas, se organizaron y resumieron por medio de técnicas

estadisticas descriptivas (Daniel, W.W., 1987). La evaluacion de las técnicas de ELISA
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desarrolladas se realizaron siguiendo los procedimientos descritos por Schwabe, et al
(1977).

El criterio de positividad para una muestra individual se determiné cuando su valor de
absorbancia sobrepasé el punto de corte del ensayo. Este consistio en el promedio de
todas las absorbancias de las muestras de los animales antes de la infeccion, asl como
las del grupo control no infectado, mas tres desviaciones estandar. Los resultados del
ELISA obtenidos en los diferentes grupos experimentales se analizaron por medio del

andlisis de regresion lineal simple (Daniel, W.W., 1977).
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IV RESULTADOS

1. MODELO EXPERIMENTAL DE T. solium EN EL HAMSTER DORADO.
1.1 Viabilidad de cisticercos de T. solium.

Se revis6 la viabilidad de los cisticercos utilizados en ta infeccion, éstos tuvieron un 91%
de evaginacion; de 40 cisticercos colocados en medio de cultivo RPM y bilis de cerdo, 36
evaglnaron a las 12 horas.

1.2 Grupos experimentales y protocolo de infeccién

La taeniosis en los hamsteres se comprobd mediante el ELISA para coproantlgenos de
T. solium, por ia presencia de proglétidos de Taenia en tamizados de heces o por medio
de |a recuperacion de los parasitos a fa necropsia de los animales. T. solium logré infectar
ai 100% de los animales, todos los ejemplares que se colectaron se
localizaron en el primer tercio del intestino delgado det hamster y presentaron.las
siguientes caracteristicas morfoldgicas: escolex armado con una doble corona de
ganchos y cuatro ventosas musculares inermes; en el estrobilo se observaron los poros
genitales irregularmente alternados en proglétidos sucesivos, estas caracteristicas
corresponden a las reportados para T. solium obtenida del ser humano. Ninguno de los

hamsteres estuvo infectado con otros géneros y especies de parasitos (Cuadro No. 3).
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Cuadro No. 3. Recuperacion de T. solium en el hamster dorado

GRUPO | ANIMAL CIST.2 ESTEROIDE* ANIMALES MOR-
SEXO No.' No. DOSIS No. CON TAENIA TALI-
ALA DAD
NECROPSIA %
No. %
K 4 4 0 0 2 50 0
e 23 4 2mg 6 14 614 40
e 5 0 2mg 6 0 0 40

*El esterolde (acetato de metilprednisolona) se aplicd cada 15 dlas.
1 Nimero.

2 Clsticercos.

1.3 Obtenci6n del estado aduito.

Todos los animales a los cuales se les administraron los cisticercos (grupos 1 y 1)
resultaron Infectados con T. sofium. En los animales del grupo | no inmunosuprimido se
recuperaron taenias en el 50% de los animales, los demds perdieron la Infeccién durante
el experimento. De los cuatro cisticercos administradqs a cada animal, s6lo se logré
recuperar una Taenia en los animales sacrificados a la sexta y novena semana post-
infeccion (SPI); los otros hamsteres fueron positivos en el ELISA para antigenos de T.
solium desde la primera SPI y hasta la décima SPI cuando los animales eliminaron
ala Taenia. Las dos taenias recuperadas de este grupo presentaron el mayor desarrollo
sexual y fueron las mds largas en comparacion con el resto de los pardsitos obtenidos én
ambos grupos de animales infectados. Los hdmsteres de este grupo que estuvieron

parasitados fueron sacrificados bajo el protocolo de necropsias de un animal por grupo
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cada 21 dias. La Taenia recuperada a la sexta SP! midié 49cm de largo por 8mm
de ancho y se albergaba solamente en el intestino delgado de! hamster, al momento que
se extrajo estaba contraida. En cuanto al desarrollo sexual de esta Taenia, presentaba
proglétidos maduros con utero ramificado (cinco ramas por lado) y huevos en proceso de
formacion, poro genital y ovarios muy prominentes. La Taenia obtenida a la novena SP!
midi6 82cm de largo por 5mm de ancho, con menor desarrollo de las ramas uterinas en
comparacién con la anterior, el poro genital y los ovarios presentaron el mismo desarrollo
(Figura No. 2). El resto de las hembras se sabia que estaban infectadas por los valores
obtenidos mediante los coproantigenos, sin embargo, se reaiizd la necropsia hasta tres
semanas después de la eliminacion de las taenias (Cuadro No. 4), a las 13 SPI. En este
grupo no se ohservé mortalidad debida a la infeccidn por T, solium ni por infecciones
secundarias.

Cuadro No. 4 Caracterlsticas morfoldgicas de las taenias recuperadas de los hamsteres
del Grupo I: no inmunosuprimido.

ANIMAL SPi TAENIAS TAMANO(cm) DESARROLLO
SEXO LARGO
X ANCHO
21 6 1 49x0.8 Proglétidos
maduros. Utero
ramificado con:5
ramas laterales.
92 9 1 82x0.5 Progiétidos
maduros. Utero
ramificado.

SPi semanas post-infeccidn,
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Figura No. 2 h.Proglotido maduro de T. sofium extraida de un hamster defgrupo fala
sexta SPI Estructuras sexuales: Utero ramificado (U). ramas uterninas (RU), poro genital
(PG)
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En los animales del grupo 1i que fueron inmunosuprimidos se recuperaron faenias en ef
61.4% de los animales, de cuatro cisticercos administrados, se recuperaron de dos a
cuatro taenias, la carga parasitaria por hdmster en este grupo se distribuyé de la siguiente
manera: del 61.4% de los animales de los cuales se recuperaron taenias, el 57% tuve
cuatro taenias, el 14.5% tuvo tres taenias y ¢l 28.5% tuve dos taenias, la carga parasitaria
en estos animales fué mayor que la obtenida en el grupo |, de animales no
inmunosuprimidos; estos datos muestran el efecto del esteroide sobre la carga pa'rasilaria.
ya que favorece una mayor implantacion de las taenias. E! desarrolio sexual y las
dimensiones de las taenlas recuperadas en este grupo fué comparativamente menor con
las obtenidas en el grupo 1. £l méximo desarrollo se ghservd entre la cuarta y quinta SPH,
tiempo en el cual ya no se observaron cambios importantes en el crecimiento de los
parasitos. La Taenia de mayor tamafic encontrada fué de 38cm de largo por 3mm de
ancho a la sexta SP1. Varias de las taenias recuperadas por animal tenfan caracteristicas
similares entre si, es decir, de las dos o cuatro taenias recuperadas de un sdlo hamster
éstas coincidian en tamaric y desarrollo sexual. Af respecto, se obtuvieron ejemplares con
progidtidos maduros, sin ttero ramificado, con poro genital prominente y en algunos

de ellos se observd el clrro exterigrizado (Cuadro No.5, Figura No. 3).
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Cuadro No 5. Cracteristicas morfoldgicas de las taenias recuperadas de los hamsteres
del grupo I: inmunosuprimido

ANIMAL - TAENIAS SPi TAMANG(cm) OBSERVACIONES

largoxancho

97 4 2 .2x0.2 Escélex y cuello

2(.3x0.2) presentes,
4x0.2 estrébilo no
perceptible
8 4 2 5x0.2 Escoélex y cuello
2(.6x0.2) presentes,
.8x0.2 estrébilo no
perceptible
29 eeres K - Sin necropsia.
218 4 3 10x0.2 Proglétidos
11x0.2 inmaduros,
5x0.2 primordios del paro
8.5x0.2 genital,

226 3 3 3(12x0.2) Proglttidos
inmaduros,
primordios de
organos sexuales.

927 4 3 9x0.2 Proglétidos

10x0.2 inmaduros,
2(13x0.2) primordios de
6rganos sexuales,

229 2 3 5x0.2 Presencia de

8x0.2 escdlex y cuello.

232 e 3 1] Sin necropsla.
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ANIMAL TAENIAS SPt TAMANO OBSERVA-
largoxancho CIONES

230 3 K S Las taenias

recuperadas se
encontraron
fragmentadas y no
se midieron.

211 4 4 20x0.3 Proglétidos
21x0.3 maduros. organos
23x0.3 sexuales
Fragmentada diferenciados.

234 2 6 36x0.4 Proglétidos
30x0.3 maduros con
organos sexuales
diferenciados.
210 4 6 24x0.3 Proglétidos
26x0.3 maduros con
33x0.3 Organos sexuales
34x0.3 diferenciados.
223 2 8 38x0.2 Proglétidos
38x0.2 ~ maduros con
organos sexuales
diferenciados.
222 9 | e Taenia expulsada
a la octava SPI.
233 4 25x0.3 Proglétidos
30x0.3 maduros con
32x0.3 organos sexuales
30x0.3 diferenciados.
s = ._—ssa—-#
225 4 1" 24x0.4 Progldtidos
26x0.4 maduros con
26x0.4 érganos sexuales
24x0.4 diferenciados.
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ANIMAL TAENIAS SPI TAMANO(cm) OBSERVA-
largoxancho CIONES
16 | e 12 B Taenia expulsada
ala tercera SPI.
228 2 13 23x0.2 Proglétidos
24x%0.2 maduros con
organos sexuales
diferenciados.
920 | e 14 ] e Taenia expulsada
a la décima SPI.
14 | e LR IR Tagnia expulsada
ala tercera SPI
17 e 17 | e Taenia expulsada
a la sexta SP1,
921 — 21 e Taenia expulsada
a las 18 SPI.
924 21 | e Taenia expulsada

a las 15 SPI.




Figura No. 3 Proglétido maduro de una Taenia recuperada de un hamster infectado, se
observa el cirro exteriorizado (C), asi como el poro genital (PG), los ovarios (OV), el ttero
(U). fa bolsa del cirro (BC), testiculos (T), ootipo (00), glandula vitelina (GV), canal
longitudinal excretor (CL), canal transversal (CT), vagina (VAG), conducto deferente (CD).
i.a infeccion en estos animales se mantuvo hasta las 17 SPI comprobado por
coproantigenos, nuevamente la presencia del inmunosupresor favorecio
considerablemente la permanencia de las taenias por un mayor tiempo en la mucosa
intestinal del hamster.
El 40% de los animales de este grupo mutié en el primer mes del experimento, debido
primordialmente a infecciones ajenas causadas por la inmunusupresion, sin embargo, a

estos animales se les realizé la necropsia para la obtencion de los parasitos.

Hubo dos hamsteres a los cuales no se les pudo realizar la necropsia debido al mal
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estado de los cadéveres, Cabe mencionar que hubo tres animales que perdieron la
infeccion en los primeros 40 dias, pero que se mantuvieron vivos para monitorear la
respuesta inmune humoral.

La inmunosupresidn de los animales de este grupo se suspendi6 a la décima SPI para
permitir que los hamsteres eliminaran a la Taenia y estudiar la respuesta humoral.

La mortalidad registrada en el grupo 1li de animaies inmunosuprimidos pero no infectados
también fué del 40% en el primer mes def experimento, ef Uitimo animal de este grupo se
sacrificd a fa 14 SPI; en ninguno de los hamsteres se encontraron parasitos en el intestino
deigado.

1.4 ELISA para la deteccién de coproantigenos de T. solium

Se tomaron muestras de heces de ios 32 hamsteres antes de la infeccion para
determinar el punto de corte del ensayo y de esta manera diferenciar entre los animales
con taeniosis y fos no infectados, el valor def punto de corte fué de 0.17. Una vez que los
hamsieres se infectaron se colectdé materiai de cada animal en forma individual
semanalmente y de esta manera hacer el seguimiento de la infeccion,

En el grupo | se detectaron coproantigenos de Taenia desde la primera semana de
infeccion, La maxima densidad 6ptica (DO) se registrd a la sexta y séptima SPI, después
de este punto maximo ios coproantigenos descienden casi linealmente hasta hacerse
negativos después de la décima SPI, fecha en la cual slo dos hamsteres estaban vivos

(Figura No. 4). Los animales se sacrificaron a ia 13 SPi y.no se encontraron taenias.
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Figura No. 4 Cinética de aparicion de coproantigenos en el grupo | no inmunosuprimido.
Se grafican los promedios de las absorbancias en barras, en cruces se presenta las
desviaciones estandar del grupo conformado por cuatro animales. El punto de corte (PC)
fué de 0.17.

La cinética de aparicién de antigenos en heces en el grupe |l tuvo un comportamiento
muy similar, la deteccién se realiz6 desde la primera SPI . La maxima DO se obtuvo a la
octava SPI, a partir de entonces los valores de densidad dptica comenzaron a disminuir
paulatinamente, registrandose valores por abajo del punto de corte a las 18 SPI cuando
los animales pierden la infeccién; en esta fecha sélo dos hdmsteres estaban vivos (Figura
No.5).

Un factor muy importante observado en el grupo I fué 1a liberacién de progtétidos de T.
solium que aumenté en forma considerable las DO en los coproantigenos, en muestras

que contenlan prbglétidos se obtuvieron DO mayores hasta por una décima en

comparacion con las muestras de animales infectados sin proglétidos en heces.
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Figura No.5 Cinética de aparicién de coproantigenos en el grupo Il inmunosuprimido. Se
grafican los promedios de las absorbancias en barras, en cruces se presentan las
desviaciones estandar. El punto de corte (PC) fué de 0.17.

Los analisis de regresién lineal demostraron que no hay relacion alguna entre el tamario
o ntimero de parasitos y la cantidad de antigeno detectado en heces. Ejemplo de ello fué
el grupo | donde se obtuvieron las taenias mas grandes sin incremento detectable de los
coproantigenos en comparacién con €l grupo |I, tamblén en estos animales a pesar de
tener un mayor nimero de taenias las DO fueron muy similares (Cuadro No.6).

£l comportamiento general de las cinéticas de coproantigenos en ambos grupos
experimentales no fué uniforme, hubo incrementos y decrementos alternados lo que indico
que la cantidad de antlgenos liberados no es la misma. Los valores de absorbancia del

grupo Il siempre se mantuvieron por abajo del punto de corte, hasta al sacrificio del dltimo

animal a las 14 SPI (Figura No. 6).
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Figura No.6 Cinética de deteccion de coprdantlgenos en los tres grupos experimentales
de hamsteres. Grupo i (8 no inmunosuprimido, grupo il &) inmunosuprimido y grupo Il (@
) sin infecclén. Cada punto representa el promedio de las absorbancias del grupo en esa
semana de infeccién. El punto de corte (PC) fué de 0.17.
1.6 Tamizados de heces
Se hicleron tamizados de heces de cada animal en forma individual semanalmente a
partir de la séptima SPI. Los animales del grupo | no inmunosuprimidos no liberaron
proglétidos de T. solium; sin embargo, todos los animales inmunosuprimidos e infectados
(comprobado por coproantigenos) del grupo if liberaron proglétidos en heces de manera
periodica hasta la completa expulsién de las taenlas. L.a eliminacién de proglétidos de
Taeniaen este grupo se inici6 a partir de a octava SPI, algunos de los progiétidos que se
colectaron se fijaron y tifleron con la técnica de para-carmin de Mayer. Al microscopio de
luz se observé que los proglotidos eran en su mayoria maduros, tenlan el poro genital muy

prominente y en algunos se logré identificar el cirro, fo cual indicaba la proxima

fecundacion; sin embargo, no se logré el desamollo de proglétidos maduros con Utero
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Figura No.6 Cinética de deteccion de coproantigenos en los tres grupos experimentales
de hamsteres. Grupo | (8 no inmunosuprimido, grupo Il @) inmunosuprimido y grupo Il (e
) sin infeccion. Cada punto representa el promedio de las absorbancias del grupo en esa
semana de infeccion. El punto de corte (PC) fué de 0.17.
1.6 Tamizados de heces

Se hicieron tamizados de heces de cada animal en forma individual semanalmente a
partir de la séptima SPI. l.os animales de! grupo | no inmunosuprimidos no liberaron
proglétidos de T. solium; sin embargo, todos los animales inmunosuprimides e infectados
(comprobado por coproantigenos) del grupe Il liberaron proglétides en heces de manera
periédica hasta la completa expulsién de las taenias. La eliminacién de proglétidos de
Taenia en este grupo se Inici6 a partir de la octava SPI, algunos de los proglétidos que se
colectaron se fijaron y tifieron con la técnica de para-carmin de Mayer. Al microscopio de
luz se abservé que los proglétidos eran en su mayorfa maduros, tenlan el poro genital muy

prominente y en algunos se logré identificar el cirro, lo cual indicaba la préxima

fecundacion; sin embargo, no se logré el desarroilo de proglétidos maduros con ttero
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Cuadro No. 6 Promedios de los valores de absorbancia y desviaciones estandar de
coproantigenos en los grupos experimentales.

SPI §(;‘RUPD%! )((BRUPISJEII )((BRUPIS)EIII
0 068 .02 099 .023 102 .09
1 217 014 241 _.025 .063 .016
2 .222 069 194 054 106 035
3 .166 008 218 .03 112 .048
4 216 058 234 .048 168 .038
5 .216_.058 193 .014 .088 .022
6 212065 271 0N 109 018
7 209 .06 281 110 16 0
8 291 .M 29 096 132 .006
) .244 .097 252 079 A7 042
10 .236_.064 239 097 AT .02
N 212 015 .202 .052 143 067
13 27 027 203074 14 0
14 124 0 471079 41201
15 A79 067 106 0
16 194 047 163 .001
17 198 014

18 18 032

19 148 032

20 48 0

1 X Promedios 2 DE Desviacion estandar SP! semanas postinfeccion
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Conforme avanzaba el tiempo de infeccion y aumentaba la liberacion de proglétidos en

heces, el grado de madurez y el tamaio de los proglotidos recolectados disminuyo;

cuando se sacrificaron fos hamsteres infectados que tenian un historial de liberacion de

proglotidos, las taenias encontradas en el intestino eran mas peguefas que las

recuperadas semanas antes de la liberacion de proglétidos en ofros animales infectados
del mismo grupo.

a b

VAG

Cd

Figura No. 7 Progidtidos maduros de T. sofium recuperados de fas heces de hamsteres
del grupo It inmunosuprimido colectados en diferentes semanas de infeccidn. Técnica de
tincion: para-Carmin de Mayer. Se observan las siguientes estructuras: a) vagina (VAG),
conducto deferente (CD), poro genital (PG). b) vagina (VAG), testiculos (T), poro genital
(PG), conducto deferente (CD), ovario (OV).
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Las dos taenias recuperadas del grupe |, donde no hubo liberacidn de proglétidos se
observé el mayor desarrollo sexual de los parasitos, en estos animales la expulsion de la
Taenia fué espontanea sin deteccion de proglétidos en heces y la disminucion de las DO
de los coproantigenos fue por abajo del punto de corte.

2, ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL EN EL MODELO
EXPERIMENTAL.
2.1 Estandarizacién del ELISA para anticuerpos séricos.

Para la estandarizacion de esta técnica primero se procedié a obtener el antlgeno de ES
de T. solium; para ello se colocaron de una a tres taenias en medio de cultivo de RPMI.
La mayorla de la taenias recuperadas vivas durante los dos primeros meses de la
infecclon fueron cultivadas. LLos pardsitos se mantuvieron vivos en cultivo por cinco dlas
en promedio sin contaminacion alguna, después de una semana las taenias murieron y
se destinaron para la preparacién de antlgeno somaético.

Las taenias se colocaron en 10ml de medio de cultivo, el cual se cosech¢ a las 24 horas
y se concentro, posteric;rmente se almacend en congelacién en allcuotas de 2.1mg/ml o
2.4mg/mi de protelna para usarse como fuente antigénica en la estandarizacion de los

ELISAs para antlcuerpos (Fig. No. 8).
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Figura No, 8. Gel de poliacrilamida al 10% tefiido con azul de Cdomasie. en el carril 1 se
muestran los pesos moleculares, los carriles 3, 4 y 5 corresponden af antigeno de ES (115
pg/mi), los carriles restantes son del antigeno somatico de T. solium (42 pg/m).

En la estandarizacidn de! ELISA para anticuerpos séricos IgG anti-T.solium se tomaron

como control positivo los sueras de los animales del grupo Iif inmunizados con extracto
crudo del parasito y los controles negativos fueron los sueros colectados de los animales
del grupo I} antes de la infeccion. El antigeno de ES de T. solium se probo a las
concentraciones de 10, 20 y 40pg/mi y los sueros se ensayaron a las diluciones 1:100,
1:200 y 1:300 (Figura No. 9).
El sistema que discriminé en forma satisfactoria los sueros positivos de los negativos fué
cuando se us6 el antigeno de ES a 10pg/mi y al suero diluido 1:200. Las oftras
concentraciones de antigeno asl como las diluciones de suero probadas en la
estandarizacién se descartaron, ya que a mayares concentraciones el sistema se saturaba
y el fondo de la prueba se incrementaba.

También se us6 en la estandarizacion del ELISA para anticuerpos el antigeno crudo de

T. sofium, sin embargo, los valores obtenidos con éste antigeno presentaban grandes
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fluctuaciones incluso en los animales inmunizados, por ello se opté por descartar el
antigeno somatico para realizar las cinéticas de anticuerpos en suero y en heces.
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Figura No.9 Estandarizacién del ELISA para anticuerpos séricos usando antigeno de ES
de T. solium. a, Antigeno de ES a 10 pg/mi probando diluciones del suero 1:100 y 1:200,
sueros de los animales antes de la infeccion (®) y de los animales inmunizados (©) del
grupa lll. Con una barra horizontal se marcan los puntos de corte.
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Figura No.8b. Antigeno de ES a 20 pg/mi probando diluciones del suero 1:100, 1:200 y
1:300 sueros de los animales antes de la infeccion (8) y dé los animales inmunizados (©)
del grupo lll. Con una barra horizontal se marcan los puntos de corte.
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Se unié el antigeno de ES de
T. solium (10pg/mi) a la placa.

L

>__.
>__

J\ Se agreg6 el suero de hamster (1:200)
como fuente de anticuerpos.

Se anadié el conjugado anti-lgG
de hamster acoplado a peroxidasa (1:1000).

Finalmente se anadi6 el sustrato
(OPD'-peréxido).

BB

1 OPD orto-fenilendiamina,
Figura No, 10 ELISA para anticuerpos séricos de ciase IgG anti T. solium.

Una vez estandarizada la técnica (Figura No. 10) se procedié a realizar la cinética de
anticuerpos en ios hamsteres. Con los sueros de los animales del grupo 1l tomados antes
de la infeccibn se determiné el punto de corte que fué de 0.230 (Cuadro No. 7).

En el grupo | de animales no inmunosuprimidos se lograron detectar anticuerpos de clase
lgG desde la primera SPI, aunque en cantidades apenas cuantificables, a partir de esa
fecha se observé un aumento acelerado en las DO hasta llegar aun méximo de deteccién
alos sextay séptima SP| con absorbanclas mayores a 2. Después de estos dias los tituios
de anticuerpos de clase I9G disminuyen casl linealmente sin alcanzar el punto de corte,

permanecieron detectables con valores aproximados a uno pot lo menos tres semanas
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después de la pérdida de la infeccion, tiempo en el cual fueron sacrificados los hamsteres

(Figura No. 11)
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Figura No. 11 Cinética de deteccion de anticuerpos de clase IgG en suero de hamsteres
del grupo | no inmunosuprimido. En barras se presentan los valores promedio y en cruces
las desviaciones estdndar de las absorbancias. El punto de corte (PC) fué de 0.23.
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Cuadro No. 7 Promedios de los valores de absorbancia promedio y desviaciones estandar
de anticuerpos de clase IgG de los grupos experimentales de hamsteres.

spI G)}(?U%%! G)l(aupg Eu G){{UPB)EIII
0 133039 2 0
1 567 .24 293 253 2 0
2 139 572 732 529 194 1
3 175 337 1.156_.50 1.95 099
4 1,768 361 1.354 432 1.74 .38
5 184 .186 1,697 376 1.92 .12
6 1.976 033 1.904 143 1.94 .11
7 1.98 066 1.861 .188 1,56 .71
8 1.524 666 174395 1.87 22
9 1.33 206 1.207 549 1.38 .83
10 879 197 1.44 229 1.52_ 65
11 1.075 034 1.369_.169 1.66 167
12 1468 273 1.298 0
§ 13 121 .24 8432
: 14 1.042 208 1.26_.033
16 1.787_.269 1.56 616
16 1.765 225
17 1.871_.198
18 1.820 .036
18 1.946 076
20 1.841_.224

SPI Semanas post-infeccién. X Promedios DE Desviacién estandar.
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En el grupo |l también se observé un patrén similar, aunque la deteccién comenzo un
poco después de la primera SP), el incremento de los anticuerpos en este caso fue mas
gradual hasta encontrar el maximo de absorbancia a la sexta SPI, sin embargo, en este
grupo existieron fluctuaciones en los niveles de anticuerpos a lolargo del experimento. No
se observé una disminucién gradual de los anticuerpos al igual que en el grupo |, incluso
permanecieron detectables con titulos altos cercanos a dos, tres semanas después de la
pérdida de la infeccién (tiempo en el cual se sacrificaron). A pesar de la inmunosupresion
en los animales del grupo !, la respuesta de anticuerpos anti-T. solium de clase IgG fué
muy similar al grupo 1, el esteroide no fué capaz de suprimir la respuesta inmune

sistémica, aunque se presentd una semana después (Figura No. 12).

2.5
2 + 44t +t g+
+ - L[]
. L [ Rt o 5 M 0
1.5 I
[
+ I+
§ T LG +
s ] T
9 N o
—
05 + ¥
Pgi(xjt3s
_ - (xj-3
O H-R L L L A A W 0 B I T
012345678 91011121314151617181920

Semanas post-infeccién

Figura No. 12 Cinética de deteccidn de anticuerpos de clase 1gG en suero de hamsteres
del grupo Il inmunosuprimido. En barras se presentan los valores promedio y en cruces
las desviaciones estdndar de las absorbancias. E! punto de corte (PC) fué de 0.23.
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Finalmente, los animales de! grupo Ill inmunizado con antigeno crudo de 7. solium e
inmunosuprimidos permanecieron con titulos altos de anticuerpos mayores a dos a lo largo
de todo e! experimento, hubo una ligera disminucion en algunas de los animales cuando
fueron sacrificadns; nuevamente, el esteroide no afectd la respuesta de estos hamsteres

(Figura No. 13).
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Figura No. 13 Cinética de anticuerpos séricos para los tres grupos experimentales de
hamsteres. Grupo | (s) no inmunosuprimido, grupo !l inmunosuprimido @) y grupo Ii! (@
) inmunizados sin infeccion, Cada punto corresponde al promedio de las absorbancias.
El punto de corte (PC) fué de 0.23,
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Cuando se compararon las cinéticas de coproantigenos y anticuerpos séricos en los
animales de los grupos |y Il se observo que los anticuerpos séricos disminuyen a la
par que los coproantigenos. En el grupo |, la disminucion fineal de los anticuerpos
correspondié a la disminucion de los coproantigenos hasta su desaparicidn a la décima
SPI (Figura No. 14). En el grupo Il también se presentd este mismo patron, conforme
aumentaron o disminuyeron los antlgenos en heces también lo hacieron los anticuerpos

en suero (Figura No. 15).
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Flgura No. 14, Cinética de coproantigenos ) y anticuerpos séricos @ de hamsleres
del grupo | no inmunosuprimidos. Las lecturas para coproantigenos se- hicieron a
450nm y para anticuerpos a 492nm. Ei punto de corte (PC) para coproantigenos fué
de 0.17 y para anticuerpos de 0.23.
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Figura No. 16 Cinética de coproantigenos @ y anticuerpos séricos () de hamsteres
del grupo Il inmunosuprimidos. Las lecturas para coproantigenos se hicieron a 450nm
y para anticuerpos a 492nm. El punto de corte (PC) para coproantigenos fué de 0.17
y para anticuerpos de 0.23.

2.2 Estandarizacién del ELISA para coproanticuerpos.

Los sobrenadantes de heces de los tres grupos de animales fueron ensayados, para
eslandarizar el ELISA se usaran las muestras de heces tomadas antes de la infeccion y
durante los primeros dias de la misma. Se tomaron como controles negativbs los
sobrenadantes de heces colectados antes de la infeccion.

Se probaron cuatro concentraciones de antigeno de ES de T. sofium: 10, 20, 40 y
50ug/ml, asi como sobrenadantes de heces sin diluir con un volumen de 50yl por pozo,
a todas estas concentraciones fué posible la deteccion de anlicuerpos en heces. Lés
soluciones antigénicas de 50 y 40ug/m! Incrementaban el fondo de la prueba por‘ lo que

se descartaron; las concentraciones de 10 y 20ug/ml del antigeno originaron DO més
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bajas, pero con una deteccién adecuada, obteniéndose por tanto un punto de corte mas
bajo (Figura No. 16). Se optd por usar la concentracidn de 20pg/ml de antigeno de ES en
forma rutinaria, con esta concentracion se logrd incrementar un poco mas las DO sin
elevar el fondo de la prueba, el punto de corte (PC) fué de 0.24 (Figura No. 17).

Durante el perlodo de inmunosupresidn de los hamsteres la respuesta inmune local fué
completamente abatida, detectandose anticuerpos en heces sé6lo en los animales no
inmunosuprimidos del grupo |, cuando ya no se aplict esteroide en los animales del grupo

Il (décima SPI) comenzaron a detectarse anticuerpos en estos animales.
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Figura No. 16 Estandarizacion del ELISA para la deteccion de anticuerpos de clase IgG
en heces. Se ensayaron muestras de himsteres antes (®) y después de la infeccién
(o) de animales no inmunosuprimidos (5 SPI1), con diferentes concentraciones del
antigeno de ES de T. solium. Con una barra horizontal se marcan los puntos de corte.
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Se uni6 el antigeno ES de T.
solium (20ug/mi) a la placa.

Se agreg6 50pl de
sobrenadantes de heces como
fuente de anticuerpos.

Se anadio el conjugado anti-igG

t
A A
f X( E hamster conjugado a peroxidasa.

(1:1000),

Finalmente se afladi6 el sustrato
{OPD"- perdxido).

1 orfo-fenilendiamina.
Flgura No.17 ELISA para la deteccion de coproanticuerpos de clase igG anti-T.solfum,
En el grupo | los coproanticuerpos se detectaron después de la segunda SP!, cahe
mencionar que se obtuvieron titulos altos en este grupo antes de fa infeccién con DO
de 0.49 en promedio que corresponden a la presencia de anticuerpos, este hacho no
pudo ser corroborado con los sueros de estos mismos animales debido a que no se
contaba con los sueros tomados al inicio del experimento, sin embargo, podria ser que
los hamsteres de este grupo hubleran estado infectados con Hymenolepis nana y que
como resultado de la infeccion natural crearan anticuerpos contra este parésito, Ibs
cuaies se sahe tienen rectividad cruzada con T. solium. No obstante, a partir de la

tercera semana de infeccion existi6 un incremento importante en los valores de
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absorbancia que indicaron fa presencia de anticuerpos de clase 1gG en las heces de estos
animales. Ef punto maximo de deteccion se encontré a la sexta y novena SPI,
produciéndose posteriormente una figera disminucidn hasta permanecer casi constante
al término del experimento a las 13 SPI (Figura No. 18).

En el grupo !l se detectaron anticuerpos en heces en forma esporadica hasta la
octava SPI, cuando se retir6 el inmunosupresor a la décima SPI los valores fueron
incrementandose gradualimente, sin embargo, existié un aumento muy prominente a
partir de las 15 SPI presentandose el maximo de deteccion a las 17 SP! tiempo en el
cual se expulsé la Taenia comprobade por copraantigenos. Después de la desaparicion
del pardsite fos coproanticuerpas disminuyen ligeramente permaneciendo asl hasta las

19 SP!. (Figura No. 19).
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Figura No. 18 Cinélica de aparicion de coproanticuerpos en el grupo | no
inmunosuprimido. En barras se grafican los valores promedio y en cruces la desviacion
estandar. El punto de corte (PC) fué de 0.24.
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Al comparar las cinélicas de coproanticuerpos en ambos grupos de hamsteres se
observé una menor respuesta inmune local provocada por el esteroide en el grupo li
(Figura No. 19), sin embargo, en los dos grupos los coproanticuerpos parecen verse
ligeramente aumentados cuando el parasito desaparece del intestino del hamster

(Figura No. 20, Cuadro No. 8).
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Figura No. 19 Cinética de aparicion de coproanticuerpos en el grupo Il inmunosuprimido.
En barras se grafican los valores promedio y en cruces la desviacion estandar. El punto
de corte (PC) fué de 0.24.
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Figura No. 20. Cinética de coproanticuerpos en los tres grupos experimentales de
hémsteres. Grupo | () no inmunosuprimido, grupo Il ) inmunosuprimido y grupo il @
} no infectado. E! esteroide fué retirado en la décima SPI. E! prunto de corte (PC) fué
de 0.24,

Si se comparan las cinéticas de coproanticuerpos y anticuerpos séricos en el grupo
1, los coproanticuerpos presentaron el mismo patrén que el de los anticuerpos en suero
(Figura No. 21). Se observaron dos maximos de concentracién de coproanticuerpos
a la sexta y novena SPi, el primero coincide con el titulo méximo de anticuerpos en
suero (sexta SPl). Al parecer no existe una gran disminuclén de los anticuerpbs
cuando desaparece el parasito a la décima SPI (grupo 1) y 17 SPI (grupo Il (Figura

No.21 y No, 22), incluso se observa un ligero aumento de los mismos permaneciendo

as| hasta el término del experimento.
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Cuadro No. 8 Promedio de los valores de absorbancia y desviaciones estandar de
coproanticuerpos en los grupos experimentales de hdmsteres.

SPI G)r(auggn GRUPQ G)r(aupc%m
0 49 127 A12 043 7648
1 266 166 114042 2126
2 208 .145 163074 286 .05
3 .861_.274 262 1 261 103
4 974242 263 181 2 .05
5 933 145 198 137 081 007
8 1.12_.303 191 __.184 09 .03
7 008 _.158 268127 068007
8 708 371 318 .06 363 056
9 1.172 .384 356 127 316_.213
10 698 0 .418_.088 318 0
11 718 0 537288 499 .11
12 624 0 AN_073 1420
13 853 0 185 112 193 0
14 364313 ,098 001
15 388205 A73 013
16 707 322

17 1.119 139

18 793 103

19 157 0

SPI Semanas post-infeccion
X Promedios DE Desviaciones estandar
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Figura No. 21. Comparacién de las cinéticas de coproantigenos en barras (),

coproanticuerpos (¢) y anticuerpos séricos (s) en el grupo | no inmunosuprimido. Las

lecturas se realizaron a 450nm para coproantigenos, el resto se llevé a cabo a492nm. Los

puntos de corte (PC) fueron para coproantigenos 0.17, coproanticuerpos 0.24 y

anticuerpos séricos 0.23.
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Figura No. 22 Comparacién de las cinéticas de coproantigenos.en. barras (a),
coproanticuerpos (e) y anticuerpos séricos () en el grupo il Inmunosuprimido. Las
lecturas se realizaron a 450nm para coproantigenos el resto se llevo a cabo a 492nm.
Los puntos de corte (PC) fueron para coproantigenos 0.17, coproanticuerpos 0.24 y
anticuerpos séricos 0.23.
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2.3 Estandarizacién del ELISA para antigenos séricos.

Para completar la caracterizacion de la respuesta inmune humoral en el modelo y poder
dar una explicacién con mas fundamentos de la respuesta de anticuerpos sistémicos
encontrada en los hamsteres infectados, se procedid a estandarizar una técnica de ELISA
para detectar antigenos circulantes de la Taenia en el suero de los animales infectados.
Se tomo en cuenta el ELISA de captura estandarizado por Allan y cal. (1990) y Avila
(1992), para la deteccion de coproantigenos, se hicieron modificaciones a esta técnica y
se adecud para la detecclon en suerg. La Unica variable que se manejo fué la dilucion del
suero, se probaran los sueros de los hamsteres diluldos de 2, 3, 4, 50 y 100 veces. Solo
en los sueros dlluldos dos y tres veces se pudieran detectar antigenos de la Taenia por
esta técnica, se eligio la dilucion 1: 3 ya que se contaba con muy pequefias cantidades de
muestra. Coma contral positivo se utilizdé antigena crudo de T. solium a concentraciones
de 0.1, 1y 10 pug/ml, como control negativo se utilizaron todos los sueros tomados antes
de lainfeccion, con ellos mismos se establecié el punto de corte que fué de 0.27 (Figura
No. 23).

Una vez estandarizada la técnica se procedio a realizar las cinéticas de antigenos de
cada uno de los grupos de hadmsteres, en los animales inmunosuprimidos no se
detectaron antigenos circulantes al menos en varias muestras evaluadas a lo largo de la

infeccion (Cuadro No. 9, Figura No. 24).
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Se uni6 el primer anticuerpo
1gG anti-T. solium (9ug/ml)
ala placa

Se agregaron los sueros de
* f S hamsteres (1:3) que contenfan el
X antigeno de T. sollum

X Se afadio el segundo anticuerpo
? anti-T, solium (9ug/mi)
conjugado a peroxidasa

//
Finalmente se adicioné el sustrato
(OPD-perdxidn).

OPD orto-fenilendiamima
Figura No. 23  Estandarizacion del ELISA para deteccion de antiaenos de 7. solium en
suero. 1.8
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Figura No. 24 Cinética de aparicion de antigenos de ES de T. solium en el grupo | no
inmunosuprimido (en barras) y en el grupo | ( ), con- sus desviaciones estandar ( ). El
punto de corte (PC) fué de 0.27.
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La deteccion de antigenos circulantes mostré su mayor aumento a la lercera SPI
antes que los anticuerpos séricos, lo que implica que el sistema inmune es estimulado
por los antigenos liberados por la Taenia y que al parecer atraviesan la mucosa intestinal.
A partir de la sexta y septima semana post-infeccién comienzan a disminuir los antigenos
circulantes, mientras los anticuerpos presentan sus maximos valores (Figura No. 25),

Por otra parte, los antigenos circulantes se comportan en forma similar que ios
coproanticuerpos, desarrollan las DO mas altas desde la tercera SPI y presentan
fluctuaciones en el transcurso de la infeccion. Sin embargo, el comportamiento de
los antigenos circulantes y ios coproantigenos es diferente, mientras ios antigenos en
suero comlenzan a disminuir a la sexta SP! los coproantigenos aumentan, de tal manera
que a la décima SP! ya no se detectan antigenos cirgulantes. mientras que los
coproantigenos desaparecen dos semanas después (Figura No. 25).
En el grupo I de hamsteres inmunosuprimidos, no se logré detectar antigenos circulantes

a lo largo de toda Ia infeccion.
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Cuadro No. 9 Promedios de los valores de absorbancia y desviaciones estandar de

antigenos circulantes de los grupos experimentales de hamsteres.

S GRUPO | GRUPO It
Pi X 8D X
0 257
1 322 .041 252
2 327 191 23
3 1.191 241 o1
4 1.161 436 .092
5 1.166 312 433
6 818 A72

7 .788 .038 204
8 .801 .03 105
9 J1 229 089
10 079 .018 063
11 123 .08 .075
12 095 007 .067
13 148 0 001
14 .086

SPI Semanas post-infeccion
X Promedios
DE Desviaciones estandar
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Figura No. 26 Comportamiento de la respuesta inmune humoral en hamsteres no
inmunosuprimidos. En barras se presentan fas cinéticas de coproantigenos @ y antigenos
séricos @); en lineas las cinéticas de coproanticuerpos (&) y anticuerpos séricos @). Las
lecturas de absorbancia para coproantigenos se hicieron a4506nm, todas las demads fueron

a492nm. «
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V DISCUSION

Existen trabajos previos que reiteran la utilidad del hamster dorado como modelo
experimental para T. solium, tanto para el establecimiento de la parasitosis (Verster, A.,
1971, 1974; Avila, G., 1992; Aguilar, A., 1995) como para la obtencidén de material
antigénico para la estandarizacion de un ensayo inmunoenzimatico para la deteccion de
antigenos de la Taenia en heces de individuos infectados (Allan, J. et al, 1980; Avila, G.,
1992). El hamster también ha sido usado ampliamente en otras parasitosis, en la infeccion
pot Ancylostoma ceylanicum (Ray, D.K., et al 1872; Garside y Behnke, 1988), para
Necator americanus (Rajasekariah, G.R., et al, 1990) y recientemente se ha usado enla
taeniosis por 7. crassiceps y equinococosis por E, multiloculans ( Sato y Kamiya, 1989;
Kamiya y Sato, 1990). En el presente trabajo se utilizo el modelo de taenlosis en hamster
para estudiar la respuesta inmune desarrollada contra el parasito y el papel que
desempena ésta en la expulsion o permanencia de T. solium en el intestino delgado del
hospedero. Verster (1871, 1974) reportd que T. solium podla implantarse en el intestino

delgado del hdmster dorado, con la aplicacion de esteroides como el acetato de

metilprednisolona se aumentaba la suceptiblilidad y la permanencia del parasito en el

hospedero.

T. solium pudo desarrollar en el 100% de los hamsteres inmunosuprimidos y no
inmunosuprimidos de los grupos experimentales, en los hamsteres del grupo Il
inmunosuprimidos hubo un mayor porcentaje de obtencion de taenias, 61.4%, en
contraste con e| 50% encontrado en los animales no inmunosuprimidos, ademas en los

animales tratados con el esteroide se obtuvo un mayor nimero de taenias por animal, por
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el contrario en el grupo | no inmunosuprimido sélo se obluvo una Taenia por individuo.
Sin embargo, al igual que lo reportado por Verster (1974), la inmunosupresién aumentd
la mortalidad de los animales hasta en un 40% durante el primer mes del experimento,
debido principalmente a infecciones secundarias favorecidas por el estado de
inmunosupresion de los animales.

Por otra parte, el inmunosupresor también aumentd el tiempo de permanencia del
parasito en el intestino del hdmster y favorecio que hubiera mayor carga parasitaria, los
animales del grupo Il inmunosuprimido permaneciefon infectados hasta las 17 SP!
comprobado por coproantigenos, mientras que en los hamsteres del grupo t no
inmunosuprimidos la infeccion durd hasta la décima SPI.  En cuanto a la carga
parasitana, en los animales inmunosuprimidos se obtuvieron de dos a cuatro taenias, con
un promedio de infecclén de 3.3 taenias por hamster. En animales que tenfan hasta cuatro
parasitos el desarrollo sexual de cada una de las taenias fué similar, se obtuvieron taenias
con progldtidos maduros y drganos sexuales diferenciados. Los parasitos mas largos que
se recuperaron midieron 38cm.

El grupo de animales no inmunosuprimidos (grupo f) también se parasitd, segun los
reportes de la literatura el porcentaje de individuos parasitados en estas circunstancias
puede variar de Q al 100% (Verster, 1974; Avila, G., 1992; Aguilar, A., 1995) y‘ el
tiempo de permanencia de T. solium suele ser muy corto, 58 dias segun Verster (19?1).
A pesar de que en esta infeccion se obtuvo un porcentaje menor de implantaclon de las
taenias (26%), éstas permanecieron hasta la décima SPI, periodo superior al feponado
par Avila (1892), aunque también se ha informado la permanencia de T. solium hasta las

12 SPI en animales no inmunosuprimidos (Monroy-Ostria, A, 1993). Las taenias
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recuperadas de este grupo tuvieron un desarrallo marfométrico y sexual mayor que las
taenias obtenidas de los hamsteres imunasuprimidos, a la sexta SPI se obtuva un
ejemplar de 59cm con progldtidos maduros y Gtero ramificado con huevos en proceso de
formaclon; a la novena SPI se recuperd otra Taenia de 82¢m con el mismo grade de
desarrollo que la anterior aunque con menos ramas uterinas. La diferenciacion de los
drganos geritales en taenias obtenidas de hamsteres no inmunosuprimidos fué mayor al
reportado por Verster (1971), quien obtuvo taenias con ductos genitales y testiculos y Avila
{1992), que reporta la presencia de parésitos sin diferenciacion sexual.

Cabe sefalar que los animales inmunosuprimidos expulsaron proglétidos de la Taenia
en las heces de manera constante a partir de la octava SP| hasta la completa eliminacion
del paradsito, la expulsibn fué progresiva; mientras que en los animales no
Inmunosuprimidos no se detectaron proglétidos en heces durante la infeccion, de tal
manera que la eliminacién de T. solium en estos animales fué completa y momentanea,
no hubo destrobilacién de la Taenia. En otras céstodos como T, crassiceps se ha
reportado que primero ocurre la destrobilaclén y en seguida la expulsion del parasito por
parte del gerbo y el ratdn, sin embargo, en hdmsteres no se presenta destrobilacion y la
eliminacion de esta Taenia es completa (Sato, H. and Kamiya, M., et al, 1989; Sato, H.,
et al, 1994).

Puede haber varias razones que expliquen las diferencias obtenidas en las taenias
colectadas de animales inmunosuprimidas y no inmunosuprimidos.

1. La susceptibilidad individual al pardsito varia de un individuo a ofro atn en la

misma especie, esta variabilidad puede deberse al hecho de que no se esta trabajando
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con animales singénicos; al respecto se han hecho infecciones con T. solium en
hamsteres blancos o albinos sin éxito en la recuperacion de parasitos adultos, lo que nos
habla de la influencia genética en la implantacion de las taenias (Monroy-Ostria, A., et al,
1993).

En infecciones experimentales con H. nana en ratones de diferentes cepas, se ha
observado que los animales responden en forma variada al parasito, las cepas dd e ICR
son mas susceptibles que los ratones BALB/c, C57BL/6 y C3H/He (lto, A, 1984; Ito, A. and
Kamiyama, T., 1985).

En el caso del hamster dorado se han observado diferencias en animales procedentes
de diferentes bioterios, al comparar la susceptibilidad del hospedero al pardsito en
anteriores experimentos (Avila,G., 1992, Aguilar, A., 1995). Ademas en estudios
preliminares se ha visto que los hamsteres machos son mas susceptibles a lataeniosis,
sin embargo, las taenias mas largas se obtienen de a hembras. En los machos e} tiempo
de duracién de la parasitosis es menor debido principalmente a que ellos son m‘és
suceptibles al tratamiento inmunosupresor y contraen més infecciones secundarias en un
tiempo menor (Avila, G., 1992; Aguilar, L., 1995).

Por otra parte no se ha observado una relacién entre la edad de los animales y la
susceptibilidad a la Taenia, sin embargo, es importante el tamaiio de los hémsteres debido
a que albergan en su intestino un parésito de gran longitud.

Los animales de este experimenio fueron obtenidos de diferentes bioterios, los
hamsteres de los grupos | y lll provenian del IIB y eran-de 12 meses de edad y Ios
animales del grupo 1! del CINVESTAV, con siete meses de edad, es posible que haya

diferencias genéticas en los hamsteres de éstos bioterios ¢ que la edad de los animales
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influyera en el desarrollo de T. sofium.

2. Efecto de la carga parasitaria sobre el desarrollo de las taenias. En el modelo
experimental de H. diminuta en rata (hospedero natural) se ha observado que cuando se
excede en la infeccion experimental, una gran proporcion de pardsitos son expulsados por
el hospedero antes de su desarrollo sexual total (Harris and Turton, 1973; Rickard, M.D.,
1983), dicha expulsién no es mediada inmunoldgicamente. Por su parte Sato y Kamiya
(1990) relacionaran el desarrollo de T. crassiceps solamente con la carga parasitaria,
ohteniendo un mayor ndmero de proglétidos gravidos por taenia en animales parasitados
con una a tres taenias que cuando habia seis 0 mds taenias.Considerando que en
los animales inmunosuprimidos se establecieron en su mayoria las cuatro taenias, fa luz
intestinal pudo no ser suficiente para albergar ese nimero de parasitos con un mayor
tamanio y desarrallo, también existe |a posibilidad de que hubiera competencia por los
nutrientes y el contenido intestinal no fuera suficiente para soporiar esa carga parasitaria.
Las taenias alcanzaron el mdaximo crecimiento entre la tercera y sexta SPI y
posteriomente comenzd la destrobilacidn en los animales inmunosuprimidos a la octava
SPl, obteniéndose taenias mas pequenas con capacidad de crecimiento y de estamanera
los pardsitos pudieran sobrevivir por mas tiempo, Cabe sefalar que las taenias mas
grandes recuperadas de los anlmales inmunosuprimidos midieron 38cm y. fueron
obtenidas de animales que tuvieron dos o tres taenias. Por el contrario, en los animales
que no recibieron el esteroide se logro el establecimiento de una Taenia que pudo
desarrollarse y nutrirse en forma libre en la luz intestinal, a pesar de su gran tamafo (59

y 82 cm), en un intestino delgado que llega medir de 30 a 40cm, las taenlas estaban
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contraidas de tal manera que alcanzaron ese tamano sin llegar al intestino grueso (en
estas condiciones fueron extraidas y una vez muertas se elongaron para ser medidas) en
eslos ejemplares el ancho de los proglotidos se incrementd considerablemente; el
crecimiento de las taenias no se detuvo y se colecté un ejemplar de 82cm de largo a la
novena SPI.

3. Efecto del esteroide. Por una parte la carga parasitaria pudo influir negativamente en
el desarrollo de la Taenia, afectando directamente su crecimiento y constitucion, puesto
que el efecto de destrobilacion sélo se observé en animales inmunosuprimidos.

Por otra parte se han desarrollado pruebas inmunolégicas para la deteccion de antigenos
en heces, se tienen métodos inmunoenzimaticos para el diagnéstico de amibiosis y
giardiosis (Green, et al, 1985; Grundy, et al, 1987); también se tiene un ELISA para H.
diminuta en ratas infectadas experimentalmente (Allan y Craig, 1989) y uno mas
desarrollado para el diagnéstico de T. hydaligena en perros (Deplazes, et al, 1990).
Reclentemente se estandarizé un ELISA para la deteccidn de coproantigenos de T.
sofium en hamsteres infectados experimentalmente asi como en individuos con taeniosis
(Allan, J., et al 1990; Deplazes, et al, 1991; Avila, G., 1992), esta técnica es sensible y
especifica en un 100% (Avila, G., 1992). E| ELISA resulté ser util para la deteccion de
coproantigenos de la Taenia en animales infectados, permitié realizar la cinética de la
infeccidn detectando como positivos tan sélo a los hamsteres con taeniosis, una vez que
el parasito fué eliminado el ELISA se negativizé, indicando la eliminacién de la Taenia. En
€l presente trabajo se fograron detectar coproantigenos de! pardsito desde la primera SP!

en ambos grupos experimentales, con un aumento en las absorbancias a partir de la
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segunda semana de infeccién, aunque este incremento no fué uniforme durante el
transcurso de la infeccion.

No se encontrd relacion alguna entre las absorbancias de los coproantigenos, el numero
y el tamario de las taenias, y se presentaron fluctuaciones en las absorbancias a lo largo
de la infeccion, estas variaciones pudieron deberse a que no se presentan los mismos
antigenos en las heces o a que la concentracion de los mismos no es igual en todos los
dias (Allan, J., et al, 1990); por otro parte se tiene que tomar en cuenta la respuesta
inmune humoral local, donde es posible que muchos de los antigenos se encuentran
neutralizados por anticuerpos especlficos locales (Craig, P.S., 1886; Langley y Hyllyer,
1989). Las absorbancias entre los grupos de infeccion inmunosuprimidos y no
inmunosuprimidos fueron comparativamente iguales, a pesar de que en los primeros hubo
mayor niimero de taenias. El grupo sin infeccién (I1) siempre se mantuvo por abajo de!
punto del corte.

A pesar de que no se observé correlacion entre los coproantigenos y el niimero o tamano
de las taenias, los valores de absorbancia se vieron drasticamente incrementados cuando
se presentaban progiétidos en heces, de hecho se encontrd una relacion cualltativa entre
el valor de absorbancia (cercano a 0.3) y la deteccion de proglétidos en tamizados de
heces en los animales inmunosuprimidos, estos incrementos en las absorbancias
se debieron tanto a antigenos secrelados en solucidn como también a- antigenos
somaticos liberados en grandes proporciones. Sin embargo, los valores similares de
absorbancia del grupo | no inmunosuprimido se debieron exciusivamente a aqtlgenos de
ES de la Taen/a expulsados a través de las heces, ya que no se liberaron progldtidos en

este grupo experimental.
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El estudio de la respuesta inmune en las parasitosis es de crucial importancia, ya que en
infecciones por H. nana en el ralén la expulsion de este céstodo esta inmunolégicamente
mediada. En el presente trabajo se inici6 el estudio de la respuesta inmune humoral que
los hamsteres desarrollan contra la Taenia, con lal motive se estandarizé un ELISA que
permitio la deteccidn de anticuerpos de clase 19G en el suero de los animales; como
fuente de antigenos se usaron los productos de excrecién-secrecion de la Taenia, no se
us6 el antigeno crudo debido a que presentaba gran inespecificidad con elevados puntos
de corte, probablemente esta reaccion inespecifica fué a consecuencia de que este
antigeno es producto de una maceracion del parasito total junto con posibles
contaminaciones bacterianas y productos que se encuentran en el intestino del hamster.
Los antigenos de ES son productos menos contaminados, que se extraen estériles del
cultivo del parasito, con este antigeno
se obtuvo una mayor resolucién sin elevar el fondo de la prueba, la diferencia entre las
muestras negativas y los animales inmunizados (grupo lil) fué por lo menos de 2 unidades
al inicio del experimento. El uso de antigenos de ES se apoya en la idea de que son estos
antigenos los que tienen contacto directe con el sistema inmune local en la mucosa
intestinal y que son capaces de inducir una respuesta sistémica detectable (Heath, .D.. et
al, 1985; Jenkins, J.0. and Rickard, M.D., 1986; Lightowlers, M.W. and Rickard, M.D.,
1988). Al respecto hay trabajos de inmunizacién con antigenos de ES del gusano adulto
de Echinococeus granulosus, que reducen el desarrollo sexual de los parasitos adultos
suprimiendo de manera considerable la produccién de huevos en perros inmunizados
(Herd, R.P., et al, 1975). También estos antigenos han sido utilizados para detectar

anticuerpos en perros infectades experimentaimente con E. granulosus y T. ovis,
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anticuerpos contra los antigenos de ES del escélex y protoescélex son detectados
después de la segunda semana de infeccién, con altos titulas y sin reaccién cruzada
alguna con géneros afines (Jenkins and Rickard, 1986; Heath, D.D., et al, 1985).

La estrecha relacién entre escélex y epitelio intestinal no implica que las glandulas
rostelares sean las Unicas en cantribuir con la excrecién de antigenos, se abre de nuevo
la discusion si éstos antlgenos atraviesan tan sélo las zonas dafiadas del intestino donde
el parasito se encuentra anclado, o si es a través de toda la mucosa intestinal donde los
antigenos logran atravesar, ast el antigeno liberado de cualquier parte de!l parasito, no
justamente el escélex embebido en la lamina propia, podria ser absarbido y posiblemente
estimular a la respuesta inmune. Es bien conocido que muchos antigenos orales no
invasivos son capaces de atravesar la mucosa intestinal y estimular la respuesta inrpune
local y sistémica (Aizpurua and Russell-Jones, 1988). Por ejemplo, la inmunizacion contra
taenidos larvarios ha sido llevada a cabo por dosificacion oral con antigenos prpcedentes
de oncosferas, cuycs resultados son alentadores al reducir la carga parasitaria al
momento de retar a los animales inmunizados {Ayuya and Williams, 1878; Lioyd, 1979,
Rickard, M.D. and Brumley, et al, 1581).

La respuesta de anticuerpos séricos se detectd a partir de fa primera semana de
infeccion en ambos grupos de animales no inmunosuprimidos e inmunosuprimidos (! y ),
con una aumento paulatino conforme iban apareciendo los antigenos en heces, la maxima
concentracldn se observé entre la sexta y séptima SPI, a partir de las cuales disminuyeron
conforme los coproantigenos también ta haclan, (a dindmica de deteccidn de anticuerpos
se observd muy dependiente de la presencia de los coproantigencs. Cabe sefialar que en

fos animales Infectados no inmunosuprimidos se presentt una respuesta de anticuerpos
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circulantes tan intensa como en los animales inmunosuprimidos. La respuesta inmune
desarrollada en animales infectados aun con esteroide apoya el concepto del paso de
antigenos por toda la superficie intestinal, y no sélo a través de las glandulas rostelares
adheridas al intestino.

En hamsteres infectados con T. crassiceps e inmunosuprimidos con el esteroide butil
acetato terciario de prednisolona se observaron titulos aitos de anticuerpos IgG en el
suero, aunque Ja respuesta también se vié influenciada por la carga parasitaria ya que en
animales con menor numero de parasitos los titulos de anticuerpos fueron menores en
comparacion con los hamsteres con un mayor nimero de metacéstodos; en los animales
con mas taenias (60 metacéstodos en la infeccién) e inmunosuprimidos la respuesta
de anticuerpos fué similar a la registrada en animales infectados con tres metacéstodos
(Sato, H. and Kamiya, 1994). Estos autores proponen que la respuesta inmune provocada
por el menor nimero de parasitos pudo ser demasiado baja para eliminar a T. crassiceps,
favoreciendo de esta manera Ja opinién de que los antigenos se originan del escolex y no
del estrébilo, ya que a tiempos de infeccién mayores, la estimulacion del sistema inmune
debié haber aumentado ai incrementarse la masa estrobilar, como la respuesta
inmune no se vié aumentada se sugiere que la estimulacién fué llevada a cabo tan sblo
por antfgenos provenientes de! escdlex. (Sato, H., et al, 1994).

El patrén de comportamiento de los anticuerpos en el experimento nos indicaria una
respuesta inmune que depende Unicamente de la presencia de la fuente antigénica. En
ambos grupos de animales infectados los anticuerpos se detectaron por lo menos tres
semanas después de expulsada la Taenia por el hoapedero, aunque con titulos

continuamente descendentes. La duracién del experimento no nos permitio saber hasta
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cuando eran detectables los anticuerpos, sin embargo, en hamsteres que perdieron la
infeccion en etapas tempranas (durante el primer mes) y a los cuales se les mantuvo con
vida se les delecto una respuesta ligeramente disminuida 11 semanas después de la
pérdida del parasito, esta respuesta bien pudo deberse a la estimulacion de células en
etapas tardias de la infeccion.

El grupo de animales no infectados (grupo Ill) los cuales fueron inmunizados con
antigeno crudo de T. solium e inmunosuprimidos con el acetato de metilprednisolona,
mantuvieron titulos altos (absorbancias mayores a 2 unidades) de anticuerpos por lo
menos durante diez semanas en &l experimento, con una ligera disminucién después de
este tiempo.

Mediante un ELISA (de Vos and Dick, 1991) se logré la cuantificacién de anticuerpos de
clase IgG en heces de una forma rapida y sencilla. Los coproanticuerpas sélo fueron
detectados en animales del grupo | no inmunosuprimido a partir de la tercera semana de
infeccién; se detectaron anticuerpos anti-T. solium antes de la infeccién en este grupo, con
valores ligeramente por arriba del punto de corte, estos anticuerpos detectados
seguramenle estaban dirigidos contra H. nana, parasito comin entre roedores de
laboratorio y a pesar de que se llevé a cabo una desparasitacion previa de los hamsteres,
se deteclaron anticuerpos atin circulantes contra este parasito con el antigeno de ES de
T. solium en titulos muy bajos, y se ha comprobado que los anticuerpos contra H. nana
presentan reaccién cruzada con T. solium durénte las primeras semanas de infeccién
(Monroy-Ostria, A., etal, 1992).

La dindmica de aparicién de coproanticuerpos observada en el grupo | tuvo un patrén

muy similar al encontrade en los anticuerpos séricos, con titulos maximos a los sexta SPI
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de la misma forma que en los anticuerpos en suero, con una paulatina disminucién a partir
de este tiempo, sin embargo, hubo un incremento pronunciado en los titulos de
coproanticuerpos cuando el parasito es expulsado por el hospedere que no coincide con
los titulos de anticuerpos en suero encontrados en ese tiempb. Puede haber varias
razones que expliquen este comportamiento. Los titulos de coproanticuerpos de clase IgG
detectados fueron considerablemente menores a los encontrados a nivel sistémico,
debido primordialmente a que esta inmunoglobulina es sintetizada en minimas cantidades
entejidos linfoides periféricos y células linfoides locales, aunque puede ser liberada al
intestino mediante algun proceso de trasudacién o puede entrar por difusién directa a
través de Ia superficie intestinal. Sin embargo, cuando el tracto gastrointestinal se llega
a inflamar, se incrementan las cantidades de inmunoglobulinas monoméricas,
partticularmente 1gG, en secreciones. Este incremento probablemente resulta de la
liberacién de factores quimiotacticos por células inflamatorias que favorecen la exudacion
deinmunoglobulinas del espacio intravascular (Walker and Isselbacher, 1977); Al respecto
Monroy-Ostria (1893) ha reportado la presencia de una respuesta inflamatoria local
inducida por el parésito adulto en hdmsteres infectados con T. solium desde la cuarta
semana post-infeccion. Ahora bien, un baje titulo de anticuerpos de clase IgG en heces
puede deberse a la existencia de cierta degradacién de las inmunoglobulinas por fa
presencia de proteasas.

En condiciones normales ia principal inmunoglobulina presente en la luz intestinal tanto
en humanos como en olras especies es la IgA, en algunas parasitosis se han detectado
coproanticuerpos en pacientes con amibiosis intestinal aguda, sin embargo, los

titulos encontrados no difieren de aquellos registrados en pacientes sanos (Ximénez, C.,
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etal, 1990). En infecciones naturales como experimentales con Cryplosporidium pavum
se han detectado anticuerpos de clase IgA e IgM en heces, sin embargo, no se ha
establecido adn su actividad protectora (Kapel, N., et al, 1993) aunque incrementes en los
niveles de coproanticuerpos y de 1gG en suero coincidieron con la expulsion de aoquistes
del parasito en heces (Peeters, J.E., et al 1992; Hill, B.D., et al, 1990).

El hecho de que los coproanticuerpos tiendan aumentar cuando los coproantigenos han
desaparecido puede indicar la previa existencia de complejos inmunes a nivel local, de
hecho, durante la infeccidn parte de las inmunoglobulinas liberadas al intestino neutralizan
antigenos liberados por el parasito, que al desaparecer éste implicarfan un aumento
detectable de anticuerpos libres cuando la prueba para coproantigenos se ha
negativizado.

Infecciones experimentales con Giardia muris en ratén, han mostrado que la presencia
de anticuerpos de clase IgG e IgA sobre la superficie de trofozoitos intestinales juegan un
papel importante en el rechazo de a infeccidn (Heyworth, M., 1986). Asimismo niveles
elevados de IgA anti-G. munis en secreciones intestinales han sido asociadas a la
expulsién del protozoario del intestino de ratén (Snider, D., and Underdown, B.J., 1986).
También es importante la evidencia del enlace de inmunoglobulinas y el factor C3 del
complemento sobre la superficie de H. diminuta en ratén (Befus, D., 1974; 1975) y la
demostracion de lesiones en la membrana que puede ser resultado de uﬁ dafio mediado
por anticuerpos (Befus and Threadgold, 1975).

A nivel sistémico la IgG sigue siendo detectada en concentraciones menores cuando el
parasito ha sido expulsado, y su presencia en el intestino puede deberse al trasudado

favorecido por la reaccién inflamatoria local ocasionada por la Taenia. En la infeccién
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realizada tanto en el grupo | y ll se detectaron niveles ascendentes de coproanticuerpos
previos a la expulsion de la taenia, con niveles disminuidos pero detectables durante las
tres semanas posteriores a la eliminacion del parasito.

En el grupo |l en el cual no se detectaron anticuerpos en heces, el esteroide abatié por
completo la respuesta inmune local e inflamatoria, después de la suspensién de la
administracién de ta mefilprednisolona la detecccién de coproanticuerpos comenzéd
hacerse evidente, el esteroide se dej6 de administrar a la décima SP! y los
coproanticuerpos comenzaron a delecfarse de forma sistematica a las 15 SPI. Los
resuftados obtenidos hasta a décima SPI es probable que sean atribuldes al esteroide,
ya que el acetato de metilprednisolona es un glucocorticoide que disminuye la
presentacion de antigenos por macréfagos, reducen la expresion de anfigenos de
histocompatibilidad en linfocitos periféricos, primordialmente en células B; en cuanto ala
respuesta inflamatoria los glucocorticoides tienen miitiples efectos sobre la produccién
y funcién de muchos mediadores inflamatorios e inmunolégicos (principalmente hfétamina.
prostaglandinas, leucotrienos, aminas vasoactivas) también pueden alterar la funcién de
estos mediadores producidos nomaimente.

Los resultados encontrados sugieren un dafio en la mucosa intestinal causado por {a
presencia del parasito, como consecuencia el hamster desarrolla una respuesta
inflamatoria mediada quizas inmunolbgicamente, esta respuesta local es la Unica abatida
por el acetato de metil-prednisofona, mientras que ia respuesta sistémica no se altera,

En el grupo i el cual no se infectd pero si se inmunosuprimio durante el expérimen(o nb
se detectaron coproanticuerpos, salvo en algunas ocasfones se detectaron con titulos muy

bajos durante e experimento.
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Finalmente es necesario investigar mas a fondo la respuesta inmune del tracto
gastrointestinal en el modelo de taeniosis en hamster, en este trabajo no se incluyen los
estudios de la principal inmunogobulina sistetizada en mucosas, la IgA, tampoco
la caracterizacion de leucitos en tejidos linfoides como las placas de Peyer, que pueden
dar la pauta para conocer el verdadero papel de los mecanismos inmunes y no inmunes
en larelacion hospedero-parasito.

Para tratar de explicar la respuesta inmune humoral sistémica tan intensa en los
hamsteres infectados inmunosuprimidos y no inmunosuprimidos se procedié a detectar
antigenos a nivel sérico, siguiendo basicamente el ELISA de caplura hecho para
coproantigenos. Existen malliples estudios de deteccion de antigenos parasitarios en
suero, pero basicamente se trata de parasitos tisulares que tienen contacto directo con el
sistema inmune. Se han detectado antigenos de Trichinella spiralis, Schistosoma mansoni,
Fasciola hepética (todos elfos parasitos tisulares) en suero de pacientes infectados como
métodos diagnéstico, los cuales han sido de gran ayuda ya que indican la presencia de
una infeccion patente, a diferencia de la bisqueda de anticuerpos que pueden
permanecer después de la pérdida de! parasito.

En el presente experimento se lograron detectar antigenos séricos tan séfo en el grupo
de animales no inmunaosuprimides a partir de {a tercera semana de infeccidn af igual que
en los coproanticuerpos, en esta prueba no se presentd ninguna muestra positiva antes
de la infeccion y como se mencioné anteriormente este ELISA de captura de deteccién de
antigenos no presenta reaccién cruzada con otros géneros. Los valores de absorbancia
obtenidos para antigenos circulantes fueron bajos, sigulendo una dinamica de aparicién

muy similar a {a de los coproanticuerpos, las maximas absorbancias detectadas fueron
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precisamente en la tercera, cuarta y quinta semana de infeccion tiempo en el cual se
observa el mayor incremento de anticuerpos séricos. La posterior disminucion de los
antigenos séricos coincidio con los titulos menores de anticuerpos en suero. Finalmente
la desaparicion de los antigenos séricos coincidio con la expulsion del parasito
comprobado por coproantigenos.

El grupo Il inmunosuprimido no se detectaron antigenos en suero, lo cual indica de nuevo
el efecto del esteroide en inhibir la respuesta inflamatoria local. Al igual que la IgG puede
ser originada principaimente del exudado de liquido intravascular, el propio dafio causado
por el parasito y sus consecuente respuesta inflamatoria inducida por el hospedero puede
provocar el paso de antigenos de forma facilitada a través de la pared intestinal
hacia la circulacion, fendomeno que no ocurre en los animales inmunosuprimidos.

En el presente trabajo se reitera la ufilidad del hamster dorado como modelo
experimental para T. solium, asi como sus beneficios para estudiar la relacion hospedefo-
parésito. En cuanto a la caracterizacién de la respuesta inmune, se demostro que el
hamster desarrolla una respuesta contra T. solium la cual puede ser medida por medio de
la deteccion de anticuerpos de clase [gG a nivel local y sistémico; la inmunosupresion en
los animales con acetato de metilprednisolona abate la respuesta inmune local e
inflamatoria permitiend o que se Implante un mayor nimero de taenias y que permanezcan
por mas tiempo en el intestino del hamster. En los animales no inmunosuprimidos se
observan que al momento que la Taenla es expulsada se presenta un incremento en los
titulos de anticuerpos a nivel local y permanecen altos durante varias semanas, este
mismo fendmeno se observa en los animales inmunosuprimidos sélo cuando se retira el

esteroide. En cuanto a la respuesta humoral sistémica (IgG) se mantiene con titulos altos
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desde la tercera semana de infeccion tanto en los animales inmunosuprimidos como no
inmunosuprimidos hasta semanas posteriores a la eliminacion de T. solium. Aunque
se observa la participacion de la respuesta inmune contra la Taenia, estos estudios no
demuestran totalmente su participacian en la expulsidn del parasito, por lo que es
necesario un mayor estudio tanto de la respuesta inflamatoria intestinal como de la
respuesta inmune local para determinar su participacion en la expulsidn o permanencia

de T. salium en el intestino del hadmster.
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VI. CONCLUSIONES

El hamster dorado es susceptible a la implantacion y desarrollo de T. solium, dicha
susceptibilidad se ve aumentada cuando los animales son inmunosuprimidos con el
esteroide acetato de metilprednisolona y la Taenia puede permanecer por mas tiempo
en el intestino del hamster. Si bien, la infeccion se prolonga en el animal inmunosuprimido,
el parasito es finalmente expulsado, asl mismo en los animales tratados con el esteroide
pueden colectarse proglotidos en heces antes de la eliminacion total de la Taenia.

Se obtuvieron ejemplares de T. solium sexualmente maduros con ttero ramificado
y huevos en proceso de formacion de hamsteres no inmunosuprimidos, los cuales
tuvieron una carga parasitaria de una Taenia por animal . Los ejemplares colectados
de los hamsteres inmunosuprimidos tuvieron un menor desarrollo sexual, en ninguna
de las taenias encontradas se observo la presencia de (tero ramificado, sin embargo,
en estos animales la carga parasitaria fué mayor.

La infeccion de T. solium puede estudiarse a través del tiempo por medio del ELISA
para coproantigenos de Taenia. Mediante este ensayo son capturados como positivos
s6lo los animales que estan infectados a partir de la primera SPI, una vez que el

parasito es expulsado el ELISA se hace negativo, el grupo de hdmsteres no infectados

siempre se mantuve por debajo del punto de corte. No hubo diferencias estadisticas v

entre las absorbancias obtenidas de animales infectados inmunosuprimidos .y no
inmunosuprimidos, aunque la presencia - de proglétidos en heces incrementa
considerablemente los valores de absorbancia del ELISA para coproantigenos de T.

solium.
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Respecto a la respuesta inmune humoral cantra 7. solium se detectaron anticuerpos
de clase IgG en muestras de suero y heces cuando se empled antigeno de ES del
pardsito. Los anticuerpos en suero se hicieran presentes desde la primera SPi en
ambos grupos de hamsteres (inmunosuprimidos y no inmunosuprimidos), no hubo
diferencias estadisticas entre sus valores de absorbancia. L.os niveles de anticuerpos
en suero dependen de la presencia del pardsito, una vez que es eliminada la Taenia
(comprobada por coproantigenos) los titulos de anticuerpos comienzan a descender.
En cuanto a la respuesta inmune humaal local, sélo se detectaron coproanticuerpos
de clase IgG en los animales no inmunosupfirmidos a partir de {a primera SPI , los
titulos més altos se registraron cuando la Taenia fué eliminada, disminuyendo ligeramente
tiempo después. En los hamsteres inmunosuprimidos la deteccion de coproanticuemos
de clase IgG sdlo fué posible cuando se retird el esteroide, presentando una cinética muy
parecida a la desarroliada por el grupo no inmunasuprimido. El esteroide abate la
respuesta inmune local contra T. sofium.
T. solium puede fiberar antigenos de ES que atraviesan la mucasa intestinal y es
posibie detectarlos en el suero de los hdmsteres no inmunosuprimidos tnicamente; los
antigenos de la Taenia a nivel sistémico desaparecen paco antes que los coproantigenos.

En animales inmunasuprimidos no hay antigenas parasitarios circulantes.
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