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RESUMEN

Este estudio reporta los hallazgos histolégicos e histoquimicos en la mucosa
intestinal de hamsteres y jerbos infectados experimentalmente de T. sofium vy sin
drogas inmunosupresoras. Se emplaearon dos grupos de animales, los animales
infectados y los animales no infectados (testigo). Cada animal infectado se inoculé con
8 cisticercos de T, sofium por via oral. La implantacion y el seguimiento de la infeccion
se demostro por ELISA para coproantigenos de Taenia sp. Se realizaron necropsias de
ambos animales experimentales cada 6 dpi, se tomaron muestras de tejido del
intestino delgado del drea de anclaje de las tenias (PA) y del ileon (PP). El tejido fue
procesado para cortes histologicos y fue tefiido con hematoxilina-eosina (H-E), acido
peryddico de Schiff (PAS) y por histoquimica con la lectina Helix pomatia (HPA) que
reconoce N-acetilgalactosamina de las mucinas de las células caliciformes. Se
identificaron las células caliciformes (CC) y los eosindfilos (eos) en la mucosa
intestinal, se conté el némero de células en 10 vellosidades de intestino delgado por
animal. Los estudios hechos con la lectina, se evidencid la intensidad de marca en el
reconacimiento de N-acetilgalacosamina, en los animales infectados y en los animales
testigo. Los resultados mostraron que en los jerbos en comparacion con los testigo,
hubo un mayor numero de células caliciformes (CC) 110 por vellosidad y eos
(27/vellosidad) a los 12 dpi, disminuyendo paulatinamente hasta los 30 dpi (30 CCy 3
eos). En los hamsteres se observaron numerosas CC a los 18 dpi (80), el namero
celular fue menor a los 36 dpi (16). Los eos en ambos roedores fueron numerosos
desde los 6 dpi (16 en jerbos y 28 en hamsteres), para posteriormente disminuir a los
24 dpi, en hamsteres (6) y a los 30 dpi (3) en jerbos. El conteo celular en el area del
ileon del intestino delgado de los animales infectados y en la FA y PP de animales
testigo fue similar y mucho menor que en la parte donde se implanto la tenia (16-30
CC y de 1-3 eos). Después de que se presentaron los mayores numeros de CC y eos,
se recuperd menor nimero de tenias en ambos modelos. En hamsteres se obtuvieron
mas T. sofium de mayor tamafio y desarrollo, mientras que en jerbos hubo un mayor
nimero de CC y eos con menores cargas parasitarias y de minimo tamafio y
desarroilo. El coproantigeno en jerbos y en hamsteres fue positivo desde los 12 dpi y
permanecié asi hasta los 24 dpi para jerbos, y a los 30 dpi para hamsteres,
posteriormente fue negativo y tam'poco se encontraron tenias a la necropsia, al iguai
que en los animales testigo durante el tiempo de experimentacion. Utilizando la lectina
HPA, se observo que existe un reconocimiento muy intenso de N-acetilglucosamina en
los animales infectados en comparacion con los animales testigo, cuyo reconocimiento
fue débil. La informacion obtenida sugiere que las céluias caliciformes y los eosinofilos
estan participando en la expulsién de la tenia, mediante la produccién masiva de

mucina.



INTRODUCCION

Taenia solium es un céstodo hermafrodita que en su estadjo adulto se establece
en el intestino delgado de! hombre, Unico hospedero definitivo, ocasionando la
enfermedad conocida como teniosis. T. sofium puede permanecer por periodos
prolongados en este habitat, provocando un dafic minimo al hospedero (Flisser, 1994}.
La cisticercosis es una enfermedad originada por el establecimiento de la larva
(cisticerco) de éste cestodo en los tejidos del hospedero intermediario, el cerdo y de
forma accidental en el humano (Gemmell et a/f., 1983).
La clasificacion de T. solium es la siguiente (Schmidt y Roberts, 1989).
PHYLUM Platyhelminthes.
CLASE Cestoidea.

SUBCLASE Eucestoda.

ORDEN Cyclophyllidae.

FAMILIA Taeniidae.

GENERO Taenia

ESPECIE Taenia solium (Linnaeus, 1758).

Ciclo de vida de Taenia solium

El ciclo de vida de T. sofium se inicia cuando los proglotidos gravidos se
desprenden del estrobilo y salen del intestino delgado del hombre con sus heces,
liberando huevos en el medio. El hombre y el cerdo adquieren la cisticercosis por
comer huevos de T. solium, el huevo eclosiona dentro del aparato digestive del
hospedero cuando el material cementante que une a los blogues del embridforo es
digerido por las enzimas proteoliticas intestinales (Laclette et al.,, 1982). Las
oncosferas liberadas y rodeadas por la membrana oncosferal son inactivas, pero una
vez que entran en contacto con el jugo duodenal humano o jugo intestinai artificial se

rompe la membrana oncosferal y los ganchos comienzan a moverse activamente, el



cuerpo de la oncosfera se contrae y se expande. Con ayuda de sus ganchos y
posiblemente por sus secreciones enzimaticas, las larvas penetran la pared intestinal
hasta alcanzar los capilares linfaticos y sanguineos por cuya corriente son
transportadas a diferentes tejidos del organismo (Smyth y MacManus, 198%9). En el
cerdo la larva se transforma en un cisticerco totaimente désarrollado en un periodo de
60 a 70 dias posteriores a la infeccién. En el hombre y en el cerdo los cisticercos se
establecen principalmente en el sistema nervioso central, musculo esquelético y ojos
(Schenone ef af., 1982).

El ciclo de vida de T. sofium se completa cuando el ser humano ingiere carne de
cerdo cruda o insuficientemente cocida que contiene cisticercos vivos; las sales biliares
y las enzimas digestivas estimulan al cisticerco para que evagine su escélex y por
medio de sus érganos de fijacion, ventosas y ganchos rostelares, se mantiene anclado
a la mucosa del intestino delgado del hospedero, donde alcanza la madurez al cabo de

tres a cuatro meses convirtiéndose en una tenia adulta.

Respuesta inmune en contra de parasitos intestinales.

Durante mucho tiempo se ha pensado que los céstodos adultos no son
inmunogénicos o su inmunogenicidad es muy baja, lo anterior se basa en que la
mayoria de los céstodos que poseen escélex no tienen una penetracion suficiente en la
mucosa intestinal y por lo tanto, el contacto con el sistema inmune del hospedero es
minimo (Ito y Smyth, 1987; Merchant et al.,, 1998). Estudios hechos en céstodos
como Echinococcus granulosus y E. muitiloculares muestran que estos dos pardsitos
intestinales pueden generar anticuerpos especificos pues se detecta-n en el suero de
perros infectados desde los 14 dias, ya que su escolex puede penetrar en la mucosa

intestinal e interaccionar con el hospederc (Jeckins y Rickard, 1986}.



Inmunologia de la teniosis.

Poco se sabe de la relacion huésped-parasito en cuanto a la infeccion por el
adulto de Taenia solium. En infecciones experimentales de hamsteres con 7. sofium se
ha demostrado la presencia de anticuerpos 1gG en el suero de los animales infectados
inmunosuprimidos y no inmunosuprimidos con acetato de metil prednisolona {MPA)
{(Benitez, 1996). Wilkins y colaboradores (1999), utilizando la prueba de
inmunoelectrotransferencia (IET) con antigenos de excrecidn/secrecidn de tenias
recuperadas de hamster, determinaron la presencia de anticuerpos de las clases 1gG1
e IgA en el suero de portadores de T, sofium; que reconocen en forma especifica dos
antigenos, uno de 32.7 kD y de 37.8 kD. Estos antigenos no son reconocidos por los
sueros de los pacientes infectados con T. sag}inata ni por aquellos que tienen
cisticercosis. Estos estudios demuestran que en ios hospederos infectados con el adulto
de T. solium (infecciones naturales o experimentales) se desarrolla una respuesta
inmune en contra del parasito que participa en la relacién hospedero-parasito.

En cuanto a la respuesta celular en la teniosis experimental por 7. sofium en el
hamster dorado, Monroy-Ostria y colaboradores (1993}, reportaron que a las seis
semanas post-infeccidén (SPI) el epitelio intestinal que rodea a las tenias se encontraba
necrosado y a las 12 SPI hay un infiltrado formado por macrofagos, células epitelioides
y algunas células plasmaticas. Por su parte, ‘ Merchant y colaboradores (1998),
utilizando este mismo modeio experimental, informaron que al implantarse la tenia en
la mucosa intestinal de hamsteres. lo hace cerca de las criptas de -Lieberkiihn,
ocasionando dafio minimo, la necrosis celular se observd en una drea no superior a los
1-1.25 mm?, permitiendo la regeneracion del tejido en las vellosidades.

7. solium, ademas de desarrollarse en el hamster dorado infectado
experimentalmente, puede crecer en otros roedores como son los jerbos mongoles y

las chinchillas de cola larga (Maravilla et al., 1998).



Para monitorear la suceptibilidad de los diferentes modelos experimentales a la
infeccién por T. solium se ha empleado un ELISA de captura con anticuerpos
policlonales contra tenias obtenidas de hamster, el ensayo detecta los antigenos del
parasito presentes en las heces de los animales infectados; el ELISA tiene una
sensibilidad y especificidad del 100% para el modelo experimental {Avila 1992; Allan
et al.,, 1990). En cuanto al desarrollo de T. solium en hamsteres y jerbos, se observo
que para que los jerbos mantengan por mas tiempo la infeccion, se' necesita
inmunodeprimirlos con una dosis de 8 mg del esteroide metil prednisoclona en
comparacion con los 2 mg que se requieren para el hamster; el uso de dosis inferiores
de esteroide en el jerbo determinara que la tenia se expulse en menor tiempo y se
recuperen menos parasitos (Maravilla et al., 1998).

En hamsteres infectados con el estadio adulto de T. crassiceps se observo que
fa expulsion de las tenias a partir de los 10 dias post-infeccion (DPI), presentandose un
incremento en la actividad de las enzimas eosinofilperoxidasa y mieloperoxidasa, a
nivel de la mucosa intestinal, en el area de anclaje de las tenias, asi como aumento en
el numero de células cebadas en la lamina propia; éstos incrementos fueron
dependientes de la carga parasitaria y, en hamsteres inmunodeprimidos con
prednisolona, la respuesta inflamatoria se abatid Eonsiderablemente {Sato et al.,
1994).

Estructura del intestino delgado vertebrados

E! intestino delgado de vertebrados esta constituido de varias capas: la capa
principal interna es la mucosa que esta compuesta por el epitelio, la lamina propia vy la
muscular. Frecuentemente contienen una mezcla de distintos tipos epiteliales, con
capacidad de absorcion (enterocitos) y de secresidn (células caliciformes, células de
Paneth; células enddcrinas). La eficacia de los procesos de absorcidn y secrecién
mejora al aumentar el area superficial de contacto entre las células epiteliales y la luz,

esto se lleva a cabo mediante: los plegamientos de revestimiento epitelial



(vellosidades), por invaginaciones del epitelio para formar estructuras tubulares, cuyas
luces comunican con la luz principal, por la formacion de glandulas compiejas dentro y
fuera de la pared del tracto. La superficie de los pliegues tiene las vellosidades que
sobresalen en la luz intestinal. Existen glanduias tubulares o criptas que se extienden
hacia abajo desde la base de las vellosidades hasta la muscular de la mucosa.

El epitelio estd mantenido por la lamina propia compuesta de células de sostén
y sus productos. Dentro de lamina propia existen vasos sanguineos pegueios,
linfaticos fibras nerviosas y células pertenecientes a los sistemas inmunes de defensa
en particular macréfagos y linfocitos. La zona profunda de la lamina propia descansa
sobre una capa delgada de muculo liso llamada muscular de la mucosa (no siempre
presente) (Hidelbrand, 1987).

La submucosa esta situada entre la mucosa y la capa muscular principal del
tracto digestivo. Se compone de fibroblastos, colageno y matriz acelular y contiene
vasos sanguineos, linfaticos y nervios que sumunistran o drenan a sus equivalentes
menores en la ldmina propia de la mucosa. Ademas, la submucosa contiene grupos de
células ganglionares asociadas a la inervaciéon auténoma del tracto y, en algunas areas
agragédos linfoides y foliculos que forman parte de tejido linfoide asociado al tracto
digective (GALT) {Hidelbrand, 1987).

En el intestino delgado existen dos capas de musculo liso, una capa longitudinal
externa y una circular interna. Entre las dos capas principales de musculo liso existen
vasos linfaticos sanguineos pequefios, junto con los nervios y las células ganglionares
pertenecientes_al sistema nerviosc autonomo (SNA) {Hidelbrand, 1987},

La adventicia llamada también serosa, es la capa externa del tracto digestivo y
rodea a la muscular externa. Se compone de colageno y fibroblastos dsipuestos en
forma laxa, inmersos en una matriz que contiene una cantidad variable se adipocitos.
Esta capa contiene nervios y vasos linfaticos y sanguineos grandes. La adventicia estd

formada de epitelio aplanado lamado mesotelio (Hidelbrand, 1987).
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Origen y distribucion de los eosindéfilos.

Los eosindfilos poseen un nucleo rodeado por una matriz menos electrodensa,
su aspecto es bilobulado, aunque pueden tener mas Iébulos. Los granulos estan
compuestos por una proteina basica principal (MBP) y la matriz contiene otras tres
proteinas granulobasicas: la proteina catidnica de los eosindfilos (ECP), la peroxidasa
de eosindfilaos (EPO) y la neurotoxina derivada de eosinofilos (EDN) (Egesten et al.,
1986; Sokol et al, 1991). En los granulos se encuentran también citocinas
almacenadas (Mogbel et al., 1994). Los eosindfilos también contienen lipidos, los
cuales son la fuente principal de acido araquidénico.

Los eosindfilos provienen de células pluripotenciales de la médula dsea y tienen
un tiempo de vida en la circulacién de 18 horas, mientras que en los tejidos pueden
vivir durante dias o incluso semanas; pueden llevar a cabo fagocitosis y poseen
receptores de membrana para componentes de! complemento e inmunoglobulinas de
clase IgE (Capron et a/., 1986; Behm y Ovington, 2000). Cuando los eosindfilos se
encuentran en sus niveles normales en sangre son funcionalmente indiferenciados vy
solo se activan cuando son estimulados, por ejemplo por células cebadas y son
atraidos por factores quimiotacticos, parecidos al factor quimiotactico de anafilaxis
para eosindfilos (Butterwoth, 1984; Spry et al., 1993). La MBP puede activar basdfilos
y células cebadas para liberar histamina (Kay et al., 1985; Gleinch y Adolphoson,
1986). Se ha observado la participacion de los eosindfilos en reacciones de
hipersensibilidad; también pueden liberar leucotrienos y metabolitos de oxigeno (Shaw
et al., 1985; Weiss et al.,, 1986). Los eosindfilos son mejor conocidos por ser

componentes de infiltrados celulares en tejidos parasitados.



Participacion de los eosindfilos en la relacion huésped-pardsito en
helmintiasis.

El incremento en el niumero de eocsindfilos en la sangre o en los tejidos ha sido
reconocido histéricamente como caracteristico de las infecciones por helmintos en
mamiferos (Behm y Ovington, 2000). Por otro lado, se les considera responsables de
diferentes patologias en los mamiferos debido a que inevitablemente se les encuentra
en grandes numeros en las lesiones inflamatorias asociadas con infecciones por
helmintos o procesos alérgicos. (Behm y Ovington, 2000). Asimismo, los eosindfilos se
incrementan en procesos patoldgicos como alergias, asma, dermatitis y enfermedades
malignas (Brown 1898; Ehrlich y Lazarous, 1900). Anteriormente se pensaba que los
eosindfilos podian degradar mediadores de las células cebadas liberados durante un
proceso de anafilaxia, sugiriendo que podrian participar también en estos procesos
alérgicos (Goetz! et al., 1975).

Los eosindfilos generar sustancias téxicas que son almacenadas en sus
granulos, por ejemplo: metabolitos del acido araquiddnico, neuropéptidos y varias
citocinas y quimocinas, diferentes proteasas, asi como radicales de oxigeno y oxido
nitrico (Behm vy Ovington, 2000). Se estima que los factores alfa y beta
transformadores del crecimiento (TGF- a y TGF-$), aumentan la posibilidad de que el
eosindfilo juegue un papel importante en la recuperacion, remodelacion de tejido vy el
desarrollo de fibrosis postinflamatoria (Wong et al., 1993). Los eosindfilos expresan
moléculas clase II del complejo mayor de histocompatibilidad de humanos (HLA)
receptores para [gG, IgE e IgA, componentes' del complementoAy moléculas- de
adhesion; ademas pueden presentan antigenos a células T in vitro, sugiriendo que
pueden actuar como células accesorias importantes en ciertas reacciones mediadas por
células T (Weller, 1993). La hipdtesis de que la funcion primaria de los eosindfilos es

defender al organismo contra organismos gue son muy grandes para ser fagocitados



se basa en que (1) éstas células pueden degranular y matar helmintos in vitro; (2) los
eosindfilos se agregan en la vecindad de los helmintos in vivo; (3) se ven grandes
numeros de eosinodfilos muy cercanamente tanto de pardsitos intactos como de
aquelios que se encuentran dafados in vivo; y finalmente, (4) éstas células degranulan
en la vecindad o en la superficie de los helmintos in vivo (Butterworth, 1984). La
acumulaciéon de eosindfilos rodeando al tejido parasitado, incluyendo a larvas
migratorias de nematodos gastrointestinales, es uno de los ejemplos mejor conocidos.
En ratas infectadas con Nippostrongylus brasiliensis o Stongyloides ratti se observd
que los eosindfilos son muy numerosos y estan en contacto cercano con los parasitos
muertos (Taliaferro y Sarles 1939; Mogbel, 1980). Por su parte, Mackenzie (1980),
sugirio que los eosindfilos son los responsables de fa muerte de los gusanos. Esta
posibilidad ha sido investigada in vitro, cultivando a los pardsitos con eosindfilos,
células cebadas, anticuerpos y complemento; bajo condiciones apropiadas de cultivo
los eosindfilos rapidamente se adhieren a la superficie de los helmintos y vacian el
contenido de sus granulos sobre ellos (McLaren et al., 1977).

Se han hecho varios estudios in vitro con helmintos susceptibles a los
mediadores liberados por los eosindfilos como son: esquistosomulas de Schistosoma
mansoni, microfilarias, algunas larvas de parasitos y larvas recién nacidas de
Trichininella spiralis (Butterworth, 1984). Estos muestran que cuando los parasitos y
sus diferentes estadios larvarios se ponen en contacto con los eosindfilos, se produce
la muerte parasitaria por el efecto de los mecanismos oxidativos de estas células y de
las proteinas de los granulos de eosindfilos, como .la proteina basica principal {MBP) y
la proteina catiodnica de eosindfilos (ECP) (Hamann et a/., 1987).

Investigaciones realizadas in vivo permiten evidenciar que las reacciones
anteriores pueden tener algun efecto, ya que cuando se tratan ratas infectadas con T,
spiralis con un suero antieosinofilico, se observa que el tamario de la larva aumenta al

doble en el musculo (Grove et al, 1977). Sin embargo, como los eosinéfilos no se




observan en contacto cercano con la larva de 7. spiralis en el intestino, el antisuero
eosinofilico tampoco inhibe la expulsién del pardsito adulto en ratones infectados
(Dunn y Wrigth, 1985).

En infecciones por N. brasiliensis existen evidencias de inmunidad en el tejido
contra la fase larvaria migratoria (Love et a/., 1974; Lee y QOgilvie, 1981}, pero no hay
las suficientes pruebas que indiquen que los eosindfilos sean las células efectoras. En
el adulto de N. brasiliensis, los eosindfilos se pueden unir al parasito in vitro y liberar el
contenido de sus granulos. Los adultos de esta especie pueden ser danados por
radicales libres (Lee, 1976). En cobayos infectados con T. colubriformis y ratas con S.
ratti se observd una intensa eosinofilia intestinal, sin embargo, no es evidente el
contacto directo entre eosindfilos y la superficie del parasito (Mogbel, 1980). Asi
mismo, se ha visto que tanto en cobayos infectados con T. colubriformis como en
ratones infectados con T. spiralis, |a respuesta rapida y pronunciada de los eosindfilos
se desarrolia en huéspedes con una habilidad genética determinada para eliminar en
forma temprana una primoinfeccion con éstos parasitos (Handlinger y Rothwell, 1981).
Rothwell y colaboradores {1988) encontraron respuestas similares al estudiar la
mucosa intestinal de cobayos antes de la infeccidn y en respuesta a antigenos no
parasitarios, por lo que concluyeron que la respuesta de los eosinofilos no es especifica
para los parasitos.

En trabajos realizados en ratones deficientes de IL-5 (citocina necesaria para la
maduracion de poblaciones de eosinéﬁlos) o del receptor para esta citocina {a RIL-5},
que fueron infectados con Angiostrongylus cantonensis, se presentd un mayor niimero
de parasitos intracraneales, en comparacion ratones normales, y en los infectados con
N. brasiliensis también se observo un mayor namero de pardsitos intestinales con
aumento en el numero de huevos y larvas en pulmones e intestino (Yoshida et a/.,
1996; Shin et al., 1997). Los experimentos anteriores sugieren un efecto de los

eosindfilos en la expulsion de los parasitos, liberando diferentes sustancias al medio en



donde se encuentran los parasitos, o atrayendo otras células para que en su conjunto
pudiesen intervenir en la expulsion de los huéspedes,
Origen y distribucion de las células caliciformes

Las células caliciformes tienen forma de copa alargada, su contenido de moco
se tifie con &cido peryoddico de Schiff, al microscopio se observan de color fucsia o
rojo purpura. Las células caliciformes residen en el epitelio intestinal, son células
exocrinas altamente polarizadas, se reconocen por la acumulacién de granulos de
secrecion. Sintetizan y secretan glucoproteinas de alto peso molecular llamadas
mucinas, las cuales hidratan al intestino delgado y forman una cubierta en forma de
gel o0 moco, generando una capa moco de proteccidn que recubre la superficie del
epitelio. En el moco existen componentes como agua, electrolitos, células epiteliales
muertas e inmunoglobulinas secretoras {IgA). Todos estos componentes forman una
barrera fisica y quimica que protege al epitelio de bacterias entéricas, toxinas del
medio ambiente, alimentos, etc. (Ishikawa et al., 1993.)

Las células caliciformes provienen de células precursoras multipotenciales que
se dividen por mitosis en la base de la cripta o pueden formar células poco
diferenciadas en la cripta inferior llamadas células oligomucosas (Boland y Alen, 1985).
Estudios hechos por Merzel y Leblond (1969) en cuanto al analisis, cinética y dinamica
de las células caliciformes en el intestino delgado de ratdn, muestran que una vez
propagadas éstas células desde la Base de la cripta migran hacia el apice de la
vellosidad, donde son desechadas hacia el lumen del intestino.

La vida media de las células caliciformes es corta y son reemplazadas
constantemente; ensayos llevados a cabo en ratones muestran que la vida de estas
células desde que se originan hasta que mueren es de 2 - 3 dias. Aunque las células
caliciformes estan distribuidas a lo largo del intestino de los mamiféros, su contribucion
en volumen en la totalidad del epitelio no es constante, la densidad de células

caliciformes en las criptas es mayor y aumenta constantemente del duocdeno hacia la
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parte distal del tleon; ésta misma tendencia continla en el intestino grueso (Kemper vy
Specian, 1992).
Funciones de las Ceélulas Caliciformes

Estudios morfométricos en colon de ratén han evidenciado que las células
caliciformes sufren cambios morfoldgicos durante su vida. Una vez que son liberadas
por las células precursoras en la base de la cripta, las células caliciformes comienzan a
sintetizar y a secretar los granulos de mucina. Las células caliciformes inmaduras en la
base de la cripta son alargadas y de forma piramidal con un contacto extenso con la
lamina basal y con poco contacto con el lumen de la cripta. Los organelos celulares se
encuentran en la parte apical de la célula. Conforme la célula migra hacia la superficie
del colon, disminuye su volimen debido a que secreta mucina de los granulos. La
morfologia de la célula cambia durante [a secrecion de los granulos; el contacto con la
lamina basal disminuye mientras que con el lumen aumenta. Hacia la parte apical de la
cripta el volumen celular se reduce en un 60% vy la célula adquiere una forma
caracteristica de copa, en la porcion anterior estdn contenidos los granulos de mucina
y en la porcidon basal, que es angosta y en forma de tallo, se encuentra el nicleo y
algunos organelos que llevan al cabo la sintesis de proteinas (Radwan et al., 1990).

La migracion de las células caliciformes hacia la punta de la vellosidad o hacia la
superficie coldnica no solo produce cambios fisicos, también produce cambios quimicos
en la composicion de las mucinas. Estudios histoquimicos muestran que las células
caliciformes inmaduras en las criptas del intestino delgado producen mucinas neutras
que contienen poco acido sialico. Conforme las células maduran y migran hacia la
punta de la vellosidad, las mucinas van incrementando el contenido de &cido sidlico,
éstos residuos no solo aumentan la acidez de la molécula, también sirven como sitios
para llevar a cabo modificaciones por acilacién N- y O-. Por lo tato en las criptas del
colon las células caliciformes poseen un contenido rico en sulfomucinas y en la

superficie epitelial coldnica estan formadas por mucinas neutras (Boland et af., 1982).
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Las células caliciformes secretan la mucina de manera continua o en forma
acelerada. La secrecion continua de mucina es lenta y estd acompafada de una
exocitosis periddica del contenido del granulo de mucina (Neutra et al., 1977). Aunque
la actina es uno de los componentes minoritarios en la células caliciformes, se ha
pensado gue esta puede jugar un pape! importante en la secrecién basal de la mucina.
En improntas de mucosa incubadas con citocalasina D y dihidrocalasina B se ha visto
que se elimina la capa de filamentos de actina F en la parte apical y a su vez se
incrementa la tasa de traslocacidn de granulos; los granulos se vacian en la superficie
apical de la célula en dos horas, mientras que en los tejidos de los testigos sucede
entre 4-6 horas. Esto probablemente se debe a que el desensamble de los filamentos
de actina facilita el contacto de los granulos con la membrana plasmatica, permitiendo
que se incremente la secrecion basal (Oliver y Specian., 1990).

La secrecién acelerada de mucina se debe a la estimulacién de la mucosa
intestinal por movimientos colinérgicos, anafilaxis intestinal e irritantes quimicos vy
fisicos, independientemente del esttimulo en cuestidn, el mecanismo de secrecion es el
mismo. A diferencia de la secrecidn basal donde la continuidad del evento de secrecidn
depende del transporte del siguiente granulo, la secrecion acelerada continia por una
fusion con las membranas granulares. La secrecién acelerada es independiente de la
motilidad intracelular y ésta no es inhibida por drogas que deterioran la funcion de
microtubulos o filamentos de actina. Cuando ocurre una actividad acelerada, se forma
una cavidad en las células caliciformes (Oliver y Specian.,1990).

Las mucinas son glucoproteinas de alto peso molecular, aproximadamente de
de 2x10° (Forstener et al., 1973). Estas glucoproteinas consisten en cadenas lineales o
ramificadas de oligosacaridos unidos a la proteina principal. Tanto en el intestino
delgado de seres humanos como en el de ratas, la mayor parte de la molécula estd
compuesta por carbohidratos lineares y ramificados (Fahim et af., 1983; Wesley et al.,

1985). Los carbohidratos comprenden el 80 - 85 % del peso de la molécula. Las
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mucinas del colon estan menos glicosiladas en comparacion con las mucinas del
intestino delgado (Oliver et al., 1989).

La proteina principal de las mucinas intestinales tiene una composicidon muy
particular de aminodcidos, ocupando la serina y treonina el 25 % del total de los
residuos de aminoacidos en las mucinas del colon de rata (Lamont et al., 1980);
mientras que en el intestino delgado de Ios_humanos estos aminoacidos ascienden a un
41% de la mucina (Fahim et al., 1983). Este gran porcentaje produce una estructura
primaria diferente y sitios adicionales potenciales de glicosilacién, ya que ambos
aminoacidos, serina y treonina, poseen en la cadena lateral un grupo hidroxilo que
participa en la uniéon de las cadenas oligosacaridicas hacia la proteina mediante los
puentes O-glicosidicos (Kvist et al., 1987; Strous, 1979). La prolina constituye mas del
15% del total de los residuos de aminodcidos; debidc a que es un aminoacido
heterociclico se ha pensado que la prolina inhibe la formacion de a-hélice y previene la
compactacién por doblamiento de la cadena polipeptidica, de esta manera mantiene
una conformacion expandida que facilita la glicosilacion {Allen, 1978).

La proteina principal contiene también, acido aspartico y acido glutamico, que
en combinacién forman aproximadamente el 20% del total de la proteina en las
mucinas del intestino grueso de humanos y ratas (Kvist et al., 1987).

Las cadenas oligosacaridas estan formadas por los azucares: fucosa (Fuc),
galactosa (Gal), N-acetilglucosamina (GluNac), N-acetilgalactosamina (GalNAc) y acido
sidlico (AS); no contienen glucosa ni manosa (Allen, 1978). Estos azucares se arreglan
en forma lineal o en ramificaciones de 2 a 12 residuos de azdcar, que se unen por
puentes O-glucosidicos, entre serina y treonina en Ja proteina con
N-acetilgalactosamina. La regién del nucleo de las cadenas oligosacaridicas poseen
arreglos lineales de Gal-GluNAc-GalNAc y sobre el nicleo se construyen estructuras
mas complejas (Podolsky, 1985); estas consisten en una region en la estructura que

va alternando residuos Gal y GIuNAc y una regién periférica de Gal, GalNAc, y como



azucar terminal Fuc y AS (Nimmerfali y Rosenthaler, 1980). El aislamiento y
caracterizacion de los oligosacaridos de las mucinas del colon humano ha revelado la
presencia de 21 estructuras oligosacaridas discretas, diez son acidas y once son
neutras, mientras que en colon de rata soh menos extensas, con solo ocho formas
distintas (Smithson et al., 1981), cuatro de las que, aunque son especie especificas,
son compartidas por la mucina de colon humano y de rata.

Por medijo de analisis histoquimicos con lectinas se ha demostrado que existen
variaciones estructurales en las mucinas; en la base de la cripta contienen mas
N-acetilglucasamina y menos fucosa en comparacion con las mucinas de las células
maduras que se encuentran en la parte superior de la cripta. Aunado a esto, en estas
mucinas no disminuyen los residuos terminales galactosilados, los cuales no se
encuentran presentes en las mucinas producidas por células caliciformes maduras.
Estos datos sugieren que los patrones de glicosilacion alterada acompafian los cambios '
de maduracién, v de produccion de distintas proteinas constitutivas (Boland et af.,
1982, Boland y Ahnen, 1985; Filipe, 1979).

Fisiologia de [as mucinas

Las mucinas confieren una capa de moco al epitelio, que le da proteccion,
lubricacion y mantiene la flora intestinal normal; su carga negativa genera
interacciones idnicas entre estos residuos formando una red que cubre al epitelio y que
reduce la resistencia a la friccion producida por el paso de particulas y organismos a lo
largo de la superficie del moco en todo el intestine (Winet, 1976), ademas de proteger
la mucosa del sobrecrecimiento de la _flora normal bacteriana y-de la penetracion de
bacterias oportunistas o patdégenas (Nimmerfall y Rosenthaler, 1980).

Las mucinas pueden atrapar a los agentes patégenos de tres formas distintas:
cuando el moco actia como una barrera impermeable que recubre el epitelioc y no
permite que se adhieran los microorganismos; por competencia ya que los

carbohidratos unidos a la molécula de mucina son analogos a ciertas glicoproteinas y



receptores glicolipidos presentes en la membrana de los enterocitos, los cuales pueden
competir por la union con algunas proteians de los microorganismos, como es el caso
de la interaccion de la mucina con el pili tipol expresado por Escherichia coli (Sajjan y
Forstner, 1990b). La tercera forma se lleva a cabo por interacciones entre la
inmunoglobulina secretora (IgA), la cual se une a los microorganismos impidiendo su
transporte hacia las zonas inductoras de la respuesta inmune de la mucosa intestinal
(Manguson y Stjernstrom, 1982; Sanderson y Walker et al., 1994).

Las mucinas también protegen al epitelio de la digestidn, actian como sustrato
de enzimas degradantes producidas por la flora intestinal como [a «-galactosidasa, B-
glucoronidasa, enzimas degradantes de grupos sanguineos y diversas proteasas
(Variyam vy Hooskins, 1981). Estas caracteristicas de las mucinas modulan el
crecimiento de bacterias intestinales in vitro y podrian servir in vivo para la regulacién
de la microecologia del lumen intestinal {(Macfarlene et al., 1989).

Las células caliciformmes, ademas de poseer mucinas, también tienen otros
productos con potencial importancia fisiolégica. Por ejemplo la ingobsina es una
proteasa de serina capaz de pegarse al factor de crecimiento epidermal, ha sido
localizada en las células caliciformes de intestino humano y de rata (Nexo et al.,
1987). La presencia de células sensibles a la enzima disminuye del duodeno al colon y
aparentemente las céfulas con una madurez mayor (como las que se encuentran en la
cripta superior y en la superficie de la vellosidad), contienen poca ingobsina o no |a
tienen (Nimmerfall y Rosenthaler, 1980). La secrecién de ingobsina se estimula por
acetilcolina (Kvist, 1987). i .

Participacion de las células caliciformes en la relacion huésped-parasito en
helmintiasis.

Se ha demostrado que las células caliciformes juegan un papel preponderante
en la respuesta inmune contra diferentes agentes infecciosos;, el desarrollo de

hiperplasia de las células caliciformes en animales experimentales infectados con
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nematodos ha sido estudiado ampliamente. En ratas infectadas con N. brasiliensis hay
una relacion temporal entre la respuesta hiperpldsica y la expulsion durante la primera
infeccién (Nawa y Miller, 1978). También se observan cambios cualitativos en las
mucinas de las células caliciformes, las cuales pueden ser sulfatadas (Koninkx et af.,
1988). La expulsion de los parasitos disminuye cuando se administra una dieta baja en
proteinas o cuando al hospedero se le trata con reserpina o corticosteroides (Miller y
Nawa, 1979). Se ha demostrado que el moco liberado por estas células tiene un papel
protector, inhibiendo el establecimiento de los parasitos o envolviéndolos vy
atrapandolos cuando entran a la mucosa intestinal, tal como ocurre con N. brasiliensis
y otros nematodos (Miller, 1987). Es posible que los anticuerpos y el complemento que
estan presentes en el moco, retengan las larvas en la capa superficial para que se
establezca una interaccion total del moco con la cuticula del nematodo (Miller, 1984).
La proliferacion de células caliciformes en muchas infecciones por nematodos se
acompafa por hiperplasia de las células cebadas, cuyos mediadores pueden ser un
factor estimulador de la secrecion del moco (Lake et al., 1980). Sin embargo la
hiperplasia de éstos dos tipos de células y la expulsion de nematodos no siempre esta
asociada, ya que en ratas W/wWY deﬁcientés en células cebadas presentan hiperplasia
de células caliciformes y permanece intacta Ia habilidad de expulsar a N. brasiliensis
{Uber et al., 1980).

La participacion del moco de las células caliciformes puede ser especialmente
significativa en la expulsion rapida de los parasitos, un ejemplo bien caracterizado de
este tipo de reacciones es cuando las larvas estan en vias de establecerse en sus
nichos y el moco las atrapa impidiendo su establecimiento. Douch y colaboradores
(1983) en estudios realizados in vitro demostraron que la sustancia de reaccion lenta
de anafilaxia en el moco de borregos inmunes a T. colubriformis tiene una actividad
inhibitoria contra la migracion de la larva, por lo que sugieren que se podria chservar

una actividad similar in vivo, disminuyendo la migracion de la larva hacia su nicho.



Estas observaciones se comparan con la rapida expulsion de 7. spiralis en ratones y
ratas. En ratones se produce hiperplasia de células cebadas y células caliciformes y
ocurre la expulsioén del parasito; la duracion de esta respuesta es transitoria, mientras
que en ratas la hiperplasia celular y la reactividad perduran mas tiempo (Alizadeh vy
Wakelin, 1982). Aunque la expulsion es rapida, ademas aumenta la cantidad de moco
intestinal y muchas larvas son atrapadas sobre la superficie intestinal {McCoy, 1940;
Lee y Ogilvie 1981).

En diferentes infecciones por nematodos es evidente la hiperplasia de las
células caliciformes, que se debe al incremento en la secrecién de moco y a cambios
cualitativos de éste que contribuyen a la eliminacién de los parasitos en el tubo
alimenticio. Manjili y colaboradores (1998) al infectar cobayos con Trichostrongylus
colubriformis observaron que habia animales que respondian rapidamente y otros no,
al analizar las células caliciformes comprobaron que los animales con mejor respuesta
desarrollaron hiperplasia de las células caliciformes y se incrementd la proporcién de
sulfomucinas en estas células.

Fujino y colaboradores (1996) determinaron que la hiperplasia de las células
caliciformes en ratones C3H infectados con Echinostoma caprionii y E. trivolvis estaba
acompafiada de una secrecion acelerada de mucinas y que estas células fueron las
responsables de expulsar a los trematodos; al reinfectar con metacercarias y parasitos
juveniles en los dias 10, 16, y 20 después de la primera infeccién observaron que los
parasitos no se establecieron y fueron expulsados debido a la secrecidon de mucinas y a

la hiperplasia de las células caliciformes desarrollada durante |la primera infeccion.
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JUSTIFICACION

Los estudios realizados en ratas y ratones infectados con nematodos vy
trematodos indican que las células caliciformes intestinales y los eosinodfilos participan
en la induccion del proceso de expulsion de pardsitos como Nippostrongylus
brasiliensis. Las células caliciformes y los eosindfilos tienen la capacidad de producir
sustancias proinflamatorias y secretar interleucinas y quimocinas que amplifican la
respuesta local. También existen evidencias que apoyan la participacion de células
caliciformes y eosindfilos en la respuesta innata contra bacterias, como Escherichia coli
y contra los trematodos Echinostoma trivolvis y E. caprioni.

Hasta el momento, no se tienen identificados los mecanismos de evasion de la
respuesta inmune intestinal que se generan contra T. sofium cuando su forma adulta
se encuentra adherida al intestino delgado de hamsteres y jerbos infectados, y no se
han identificado las células que intervienen en la relacién huésped-parasito. Por los
conocimientos generados en otras parasitosis es posible que las células caliciformes vy
los eosindfilos participen en el proceso de expulsion del parasito adulto de T. soh‘um.,

en jerbos y en hamsters.

HIPOTESIS

En modelos experimentales del hamster dorado y el jerbo mongol infectados
con el adulto de T. sofium aumenta el nimero de eosinodfilos y células caliciformes, asi
como los carbohidratos exhibidos por las mucinas de células caliciformes a nivel de la
mucosa intestinal [")roximal al sitio de implantaci()h, eventos que-participan en la

expulsion del parasito.
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JUSTIFICACION

Los estudios realizados en ratas y ratones infectados con nematodos vy
trematodos indican que las células caliciformes intestinales y los eosindfilos participan
en la induccion del proceso de expulsion de parasitos como Nippostrongylus
brasiliensis. Las células caliciformes y los eosindfilos tienen la capacidad de producir
sustancias proinflamatorias y secretar interleucinas y quimocinas que amplifican la
respuesta local. También existen evidencias que apoyan la participacion de células
caliciformes y eosindfilos en la respuesta innata contra bacterias, como Escherichia coli
y contra los trematodos Echinostoma trivolvis y E. caprioni.

Hasta el momento, no se tienen identificados los mecanismos de evasion de la
respuesta inmune intestinal que se generan contra 7. sofium cuando su forma adulta
se encuentra adherida al intestino delgado de hamsteres y jerbos infectados, y no se
han identificado las células que intervienen en la relacion huésped-parasito. Por los
conocimientos generados en otras parasitosis es posible que las células caliciformes y
los eosindfilos participen en el proceso de expulsion del parasito adulto de T. so!fum-,

en jerbos y en hamsters.

HIPOTESIS

En modelos experimentales del hamster dorado y el jerbo mongol infectados
con el adulto de T. solium aumenta el nimero de eosindfilos y células caliciformes, asi
como los carbohidratos exhibidos por las mucinas de células caliciformes a nivel de la
mucosa intestinal proximal al sitio de implantaciéon, eventos que participan en la

expulsion del parasito.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la respuesta celular en la mucosa intestinal de hamsteres y jerbos en la

infeccion experimental por adultos de Taenia solium. La cuantificacion de células

caliciformes y eosindfilos. Identificar la presencia de N-acetilgalactosamina en las

mucinas secretadas por las células caliciformes y su posible interaccién con el parasito.

Objetivos Particulares

1.

Reproducir el modelo de teniosis experimental por 7.sofium en hamsteres y jerbos.

Realizar la cinética de deteccidén de antigenos de T. solium en heces por medio del
ELISA para coproantigenos de Taenia sp en ambos roedores durante el tiempo que

de la infeccién,

Identificar y cuantificar células caliciformes y eosinéfilos en el intestino delgado de
ambos roedores, infectados y no infectados, en diferentes tiempos post infeccidn,
utilizando tinciones con hematoxilina y eosina, ademas de acido peryodico de

Schiff.

Identificar N-acetilgalactosamina en la mucosa intestinal de hamsters y jerbos

infectados con T. solium.

Analizar las diferencias entre los dos modelos de teniosis experimental durante la

infeccion por el adulto de T. sofium.



Hamsteres y Jerbos de 6-8 meses de
aprox. 120 g. desparasitados con

Cisticercos de
T. solium de cerdo

una désis de praziquantel 30 mg/kg

Infeccion de los animales por via
oral con 8 cisticercos de T.
solium. Necropsias cada 6 dias

Grupos testigo sin infeccion.

Necropsias cada 6 dias

Deteccidén de coproantigenos
de Taenia sp. por medio del
ELISA

Obtencidn del intestino
delgado de los roedores

Recuperacion

de tenias

deigado correspondientes al
de anclaje de las tenias

Muestras de tejido del intestino

anterior y parte posterior en ileon).

area
{parte

Fijacion del tejido, bloques de
parafina, obtencion de cortes de 4-6 p

Acido peryddico de
Schiff (PAS) para
celulas caliciformes

Hematoxilina-
eosina (H-E)
para eosindfilos

Histoquimica con
la lectina Helix
pomatia (HPA).

Figura 3. Disefio experimental
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MATERIAL Y METODOLOGIA

En la figura 3 se muestra e! disefio experimental que se llevo al cabo en éste
trabajo.
Animales experimentales

Se emplearon hamsteres dorados (Mesocricetus auratus) y jerbos mongoles
(Meriones unguiculatus) machos y hembras de 8 a 12 meses de edad, de
aproximadamente 95 a 120 g de peso corporal que fueron donados por los bioterios
del INDRE (SSa) y del CINVESTAV (IPN). Se desparasitaron por via oral con una
dosis unica de praziquantel (Merck, México) de 30 mg/kg de peso. Los animales se
mantuvieron en cajas de acrilico con tapas de alambre, con un colchon de aserrin. La
dieta consisti6 en alimento comercial balanceado para roedores (Laboratory
autoclavable rodent diet 5010 Harlan) y agua estéril ad-fibitum. La limpieza de las
jaulas se realizd dos veces por semana. Los hamsteres y jerbos permanecieron en el
bioterio del INDRE, con ciclos de luz controlada (12 h de luz y 12 h de obscuridad} y

con una temperatura promedio de 20°C,

Cisticercos

Los cisticercos de T. solium fueron extraidos del musculo esquelético de
cerdos infectados en forma natural. La diseccién de los cisticercos se realizd en el
laboratorio, se eliminaron las vesiculas y el fluido, dejando intactos los escolices vy el
cuello; se depositaron en un vaso de precipitados con solucion salina fisiologica (4°C).
El 10% de los cisticercos obtenidos se utilizo para evaluar la viabilidad y el resto se
uso para infectar a Io§ animales.
Viabilidad de los cisticercos

Para verificar la viabilidad de los metacéstodos se utilizd la prueba de
evaginacion in vitro. Los cisticercos se colocaron en medio de cultivo de RPMI 1640

(Gibco) adicionado con bilis de cerdo al 25%, por cada cisticerco se agregaron 4 m|

[3%]
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de la mezcia y se dejaron en incubacion a 37°C durante 12 h, posteriormente a las 2h
se contd el nimero de cisticercos que evaginaron y tenfan movimiento (Cafedo, et
al.,1982; Correa, et al., 1989). La evaginacion de los cisticercos fue del 95% y 98%.
Grupos experimentales e infeccién de los animales.

Se realizaron cuatro infecciones de animales, para cada infeccion se contd con
un grupo de hamsteres y otro de jerbos, los grupos estuvieron formados por 42
animales, 28 de los cuales se infectaron y los roedores restantes formaron el grupo
testigo (no infectados). Los anima.les se infectaron por via oral con 8 cisticercos de T.
solium en el dia que se extrajeron los metacéstodos (dia 0). Las necropsias se
realizaron cada seis dias post infeccion (dpi), se sacrificaron cuatro roedores de los
grupos infectados y dos del grupo testigo, tanto en hamsteres como en jerbos.
Deteccién de antigenos del parasito mediante el ELISA para coproantigenos
de Taenia sp.

Cada seis dias se colectaron aproximadamente 0.5 g de heces, las cuales se
almacenaron en tubos de plastico tipo eppendorf en congelacién (-20°C) hasta el
momento de su uso. A las muestras descongeladas se les adiciond solucién salina
amortiguada de fosfatos 0.01M pH 7.2 (SSAF) en una proporcién 1:1 la cual contenia
tween 20 al 0.3% (SSAF-t). Las heces se homogenizaron y se centrifugaron a 10,000
rpm 5 min, se utilizé el sobrenadante y el precipitado se almacend a -20°C. La
deteccidén de los antigenos de T. solium en los hamsteres y en los jerbos se realizé
por ELISA para coprantigenos de Taenia sp. (Allan et al, 1990):

1. Se utilizarcn placas de microtitulacion de 96 pozos de fondo plano (Nunc
Maxisorp, F60). A cada pozo se ie agregaron 100 ul de una dilucién 1:1000 de IgG de
conejo anti-T, solium en amortiguador de carbonatos (0.05M), pH 9.6, se dejaron en
incubacién a 4°C, 12 h.

2. Se decanté el contenido de los pozos y las placas se lavaron con SSAF-t (tres

lavados de cinco minutos cada uno).
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3. Los pozos se bloquearon con 100 pi de SSAF-t a temperatura ambiente durante una
hora.

4. Se repitio el paso No. 2.

5. Se agregaron por duplicado 100 pl del sobrenadante de heces de cada animal y se
incubaron las placas a temperatura ambiente durante una hora.

6. Se repitio el paso No. 2. |

7. Se adicioné el segundo anticuerpo IgG de conejo anti-7. solium, conjugado a
peroxidasa; se diluyd 1:1000 en SSAF-t y se agregaron 100 ul a cada pozo. La placa se
incubo a temperatura ambiente durante una hora. |

8. Se repitié el paso No. 2.

9. Se agregaron 100 pl del sustratro acido 5'amino-salisilico adicionado con peroxido
de hidrégeno (H,0;) al 0.75%. Posteriormente, la placa se incubd a temperatura
ambiente durante 25 minutos, en la obscuridad.

10. La intensidad de color desarrolladoc por cada muestra se midid en un
espectrofotometro {BioRad, modelo 2550) a 450 nm de longitud de onda.

11. El criterio de positividad de una muestra individual se determind cuando su valor
en absorbancia fue igual o mayor al punto de corte del ensayo. El punto de corte fue
establecido al sumar la media mds tres veces la desviacién estandar de los valores
obtenidos en las muestras fecales de hamsteres y jerbos libres de parasitos
gastrointestinales, antes de ia infeccion.

Recuperacion del sitio de anclaje de tenias del intestino delgado de animailes
experimentales.

Se realizé la necropsia de cuatro animales infectados y dos testigos tanto de
hamsteres como de jerbos, cada 6 dias posteriores a la infeccidén y hasta los 42 que
duraron {os experimentos. Los roedores se sacrificaron con una dosis de 3 mg/kg de
pentobarbital sodico por via intraperitoneal. Se extrajo el intestino delgado, el cual se

colocd en una caja de Petri con solucidon salina fisiolégica de NaCl 0.85% (SSF); el
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intestino se abrio longitudinalmente y con un microscopio de luz se verificd la zona
donde estaban adheridas las tenias o donde se encontraba un hueco (zona sin
epitelio), del tamano del escdlex y entre las vellosidades, también se midio la distancia
2 la cual estaban implantadas a partir del piloro. Se verificé que los roedores no
estuvieran infectados con otros pardsitos macroscopicos. Se tomaron dos muestras de
tejido de un centimetro de longitud, la primera muestra correspondié a la parte donde
estuvieron ancladas la mayoria de las tenias, a esta se le denomoné parte anterior ©
de anclaje, (PA) en el duodeno-yeyuno del intestino delgado. A la segunda muestra de
tejido se denomind parte posterior (PP) y se obtuvo del ileon, a una distancia de cinco
centimetros antes del ciego. Para la identificacion de las tenias, se verificaron las
siguientes caracteristicas morfologicas: escolex provisto de cuatro ventosas, rostelo
armado con doble corona de ganchos (numero y longitud), y la presencia del poro

genital alternado en proglotidos sucesivos.

Procesamiento de las muestras de tejido para cortes histolégicos.

Una vez extraidas las muestras de tejido, se fijaron en formol al 10%
amortiguado o en solucién de Carnoy. Posteriormente, los especimenes se Iavaroﬁ y
deshidrataron para ser embebidas en parafina durante 12 h. Se hicieron seis cortes de
4 - 6p que se tiferon con hematoxilina—eosina, acido peryddico de Schiff y se realizd
la histoquimica con la lectina de Hélix pomatia. Cada laminilla corrrepondid a la PA y PP

de cada intestino delgado de ambos roedores.

Procedimiento de la tincion de hematoxilina - eosina

Los cortes histolégicos en tas laminillas fueron depositados en las siguientes soluciones

estandares segun el manual del {AFIP) , ver secuencia de tincién (fig 4):

1. Las laminillas se desparafinaron en Xilol (2 cambios), posteriormente se hidrataron
en alcoholes etilicos graduales hasta llegar a agua.

2. Los especimenes se tineron en la solucidén de hematoxilina de Mayer por 7 min.
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3. Las laminillas se lavaron con agua corriente 1 min,

4. Se sumergieron en alcohol acido 3 veces 3 seg.

5. Las laminillas se lavaron con agua corriente 1 min.

6. Los tejidos se contrastaron con la solucién de eosina 1 min.

7. Los tejidos se deshidrataron en alcohol etilico al 95%, alcohol etilico absoluto,
alcohol etilico absoluto-xilol y xilol absoluto 2 cambios de 1 min.

8. Los tejidos se cubrieron con resina sintética (Entelan; Merck).

9. Todos las muestras se observaron al microscopio de tuz, en ohjetivos: 20x, 40X.
Los nucleos de las células se ven de color azul, el citoplasma es de color rosa rojo.

Una vez tefidos los cortes, se cuantificdé el nimero de eosindfilos desde la capa

muscular hasta la lamina propia de la vellosidad, en diez vellosidades por intestino

delgado de hamster y de jerbo en la PA y PP. En los animales infectados y en los

testigos.
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Figura 4. Secuencia de tincion.
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Procedimiento de tincién de acido peryédico de Schiff.

La técnica de acido peryodico de Schiff se utilizd para revelar carbohidratos
presentes en las células del intestino delgado.

Los cortes en las laminillas fueron procesados de la siguiente manera segun e! (AFIP):

1. Los tejidos se desparafinarcn en dos cambios de xilol, 10 min en cada uno.

2. Secolocaron en alcoholes graduales: alcohol etilico al 95 %, alcohol etilico absoluto,

alcohol etilico absoluto-xilol y xilol 2 cambios de 1 min.

3. Las laminillas se oxidaron en la solucién de acido peryddico al 0.5 %, 10 min.

4, Se enjaugaron e€n agua corriente 1 min.

3. Se colocaron en el reactivo de Schiff de Coleman a 4°C, 10 min.

4. Se lavaron con agua corriente 2 min.

5. Se contrastaron con la solucidon de hematoxilina de Mayer o con hematoxilina de
Harris, 1 min.

6. Se lavaron con agua corriente, 1-2 min.

7. Los cortes se deshidrataron en soluciones crescientes de alcohol etilico; alcoho!
etilico al 95 %, alcohol etilico absoluto, alcohol etilico absoluto-xilol y xilol (2
cambios), 1 min cada cambio.

B. Se montaron con una resina sintética (Entelan, Merck).

10. Las laminillas se observaron microscopio de luz, en objetives: 3X, 10X, 20x.

El glucdgeno, mucina, nucleos y algunas membranas se tifien color fuscia o rojo
purpura.

Una vez tefiidos los cortes, se cuantifico el nimero de células caliciformes desde la
base (criptas) y hasta el apice de la vellosidad, en un corte en diez vellosidades por
intestino delgado de hamster y de jerbo en la PA y PP. En los animales infectados y en
los testigos.

Las técnicas histoldgicas para la tincidén de eosindfilos y células caliciformes fueron

realizadas con base en manual de Métodos histolégicos del Instituto de patologia de las
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fuerzas armadas de los Estados Unidos de América (AFIP, 1995).
Histoquimica con la lectina Hélix pomatia (HPA).

Se utilizo la lectina de Hélix pomatia biotinilada (HPAb, Sigma), que reconoce
especificamente los residuos terminales de N-acetil D galactosamina (GalNAc) de las
mucinas secretadas por las células caliciformes.

1. Los tejidos fueron desparafinados en xilol 2 cambios de xilol (30 pases an cada
cambio),

2. Las laminillas se hidrataron con alcoholes a diferentes concentraciones: alcohol
etilico absoluto-xilol, alcehol etilico absoluto, alcohol etilico al 96 %, alcohol etilico al
70%.

3. Se lavaron las preparaciones con SSAF durante 5 min.

4. Se incubaron ias laminillas con SSAF adicionado con calcio (Ca) al 2% y albimina
bovina libre de IgG al 5% (30 min).

5. Se tavaron con SSAF adicionada con TriténX-20 (Sigma) durante 10 min .

6. Se bloqued la actividad de peroxidasa endégena con SSAF-H2Q2 al 30 % a una
concentracion del 0.3% durante 15 min.

7. Se lavo con SSAF-Ca al 2% durante 5 min.

8. La lectina HPAb se diluy6é 1:50 en SSAF-Ca, se adicionaron 150 pl por laminilla y se
coloc en camara hiameda a 37°C durante 2 h.

9, Se lavo igual que en 7.

10. Se incubd con un conjugado de extravidina-peroxidasa (extravidina-PE) diluida
1:60, se adicionaron 150 pl por cada laminilla y se colocaron en camara himeda a
37°C durante 2 h.

11. Se lavo igual que en 7.

12. Los cortes se incubaron con diaminobenzidina tetraclorada {DAB) para evidenciar
la reaccidon, se adicionaron 6 mg por cada 10 ml de SSAF, adicionada con H,0; al 30 %

(50 ul por cada 7.5 ml). Se mantuvo en agitacion durante 3 min. La reaccion se detuvo
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con agua corriente, en un vaso de copling.

13. Para diferenciar de los nucleos celulares tefiidos con HPA, se colocaron las

preparaciones en hematoxilina de Harris durante 2 a 4 min.

14. Se lavaron con agua de la llave durante 1min.

15, Se colocaron en alcohol acido (alcohol etilico al 70% y HCI (0.05%), 15 seg.

16. Se lavaron con agua corriente, 1min.

17.Se elimino el exceso de colorante con agua amoniacal (500ml de H20 + dos gotas
de Hidréxido de amonio al 100%), 1 inmersidn.

18. Se lavaron con agua de la llave 1 min.

19. Se deshidrataron con etanol etilico al 70%, 95%, 100% vy xilol (10 veces en cada
etanol).

20. Se limpiaron y montaron con resina sintética (Entelan, Merck) y se observaron en

microscopio de luz.
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RESULTADOS

Eficiencia de la infeccion en jerbos y himsteres.

La recuperacion de {as tenias se realizd desde los seis dias post infeccién (dpi) y
hasta los 42 dpi en ambos roedores. Durante los primeros 18 dias de infeccién se
obtuvieron mayores cargas parasitarias en los dos modelos experimentales, siendo
mayor en hamsteres. A los 30 dpi tres hamsteres estaban parasitados con una tenia
mientras que en los jerbos s6lo un animal estaba parasitado con una tenia, después de
ésta fecha ya no se obtuvieron tenias en los roedores (cuadro 1; fig. 5).

En cuanto al sitio de implantacién de las tenias, la mayoria se encontraron en el
primer tercio del intestino delgado. En los jerbos se observd que casi todas estaban
ancladas a una longitud de 1.5 a 11 cm del piloro en el intestino delgado, !a mayoria
de los parasitos estuvieron adheridos a los 8.5 cm. En los hamsteres las tenias se
observaron desde los 8 hasta los 16 cm, el mayor porcentaje de parasitos estuvieron
anclados a los 12 cm.

El tamafio de las tenias en jerbos fue de 0.3 a 1 cm de longitud, mientras que
para los hamsteres fue de 0.3 hasta 20 c¢m, obteniéndose la mayor longitud de los
parasitos a los 18 dpi. El grado de desarrollo de las tenias recuperadas de jerbos fue
de escolex y cuello, sin embargo en los hamsteres se obtuvieron ejemplares con
organos reproductores desarrollados. La eficiencia de la infeccidon para jerbos fue de

20.5% vy para hamsteres fue de 34.3%.
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Tabla 1. Infeccidn en jerbos y hamsteres

Dias post Ndmero de tenias Porcentaje de Tamafio de las
Infeccion (dpi} encontradas en el recuperacion tenias (cm)
Intestino delgado de parasitos X (rango)
Jerbos (cm) (%)
6 19 50 0.44 (0.3 - 1)
12 11 37.5 0.42 (0.3 - 0.8)
18 14 50 0.41 (0.3 - 0.8)
24 3 6.5 0.22(0.3 - 1)
30 8] 6.5 0 .
36 0 0 0
42 0 0 0
Hamster
6 18 56.25 0.43(0.3-5)
12 26 78.12 1.8 (1 - 5)
18 27 84.13 11.2(1 - 19)
24 24 12.5 10.8 (0.3 - 21)
30 3 9.5 13.3(3 - 20)
36 0 0 C
42 0 0 0

ELISA para la deteccion de coproantigenos de Taenia sp.

Por medio del ELISA para coproantigenos de Taenia sp. se siguid la infeccidn en
hamsteres y jerbos, los animales liberaron antigenos en el medio y fueron detectados
por el ELISA desde los 12 dpi, con densidades dpticas por arriba del punto de corte. El
ELISA permitié asegurar que la tenia se implantd en el intestino delgado.
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Figura 5 (a y b). Muestra los valores de absorbancia a lo largo del tiempo que
duraron fas infecciones. En los jerbos (5a+) los valores fueron bajos y positivos en los
dias 12, 18 y 24. En los hamsteres {5b0), en cambio, se obtuvieron valores de
absorbancia comparativamente altos y se mantuvieron positivos una semana mas que
en los jerbos. La linea recta corresponde al punto de corte.
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El punto de corte para jerbos fue de 0.130 y para los hamsteres de 0.157. Los
jerbos tuvieron absorbancias positivas hasta los 24 dpi y los hamsteres hasta los 30
dpi, posteriormente las densidades opticas declinaron hasta hacerse negativas. En los
hamsteres las absorbancias obtenidas en el ELISA fueron mayores en comparacion con
las observadas en los jerbos (fig. 5 a y b).

Cuantificacion de células caliciformes en cortes de intestino de jerbo

La cuantificacion de células caliciformes (CC) se hizo desde la base de la cripta
hasta el apice de la vellosidad, se tomaron en cuenta las células PAS positivas
{aquellas células tefidas de color fucsia en forma de copa o redondas). Las muestras
de tejido analizadas correspondieron al area de anclaje de las tenias, en los animales
que perdieron la infeccion o en los testigos (roedores no infectados) la muestra se

tomé a una distancia similar a la zona donde se implantaron las tenias.
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Figura 6. Promedio de células caliciformes por vellosidad correspondiente al drea de
anclaje de Taenia solium en la mucosa del intestino delgado de jerbos. Las barras en
blanco muestran los resultados de los animales infectados y las barras en gris
corresponden a los animales testigo, se sefala la desviacidn estandar. La linea negra
muestra el porcentaje de infeccion. El signo + é - arriba de cada barra corresponde a
la presencia o ausencia de coproantigenos.
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En el modelo experimental de jerbos a los 6 dpi, se observd que en la parte
anterior del intestino delgado hubo 70 CC por vellosidad, para los 12 dpi se encontro el
mayor numero de células que fue de 115 CC, posteriormente comenzaron a descender
paulatinamente hasta obtener valores semejantes a los del grupo testigo de 28 células
a los 30 dpi (fig. 6). En los animales testigo el numero de CC oscilé de 15.2 a 28 por
vellosidad durante el tiempo que durd el experimento. En la parte posterior de la
mucosa del intestino delgado de los jerbos infectados con 7. solium las células
caliciformes se mantuvieron mas o menos constantes, se observaron de 16 y 34 CC

por vellosidad, similar a los animales del grupo testigo (fig. 7).
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Figura 7. Promedio de células caliciformes por vellosidad correspondientes a la parte
posterior del intestino delgado de jerbo. Las barras en blanco muestran los resultados
de los animales infectados y las barras en gris corresponden a los animales testigo.
Cuantificacion de eosinéfilos en cortes de intestino de jerbo.

La cuantificacion de eosindfilos se hizo desde la capa muscular hasta la
submucosa de las vellosidades en el intestino delgado de jerbo, se tomaron en cuenta
las células cuyos nlcleos se tiheron de color morado y sus granulos de color rosa-

anaranjado. Las muestras de tejido analizadas correspondieron al area de anclaje de

las tenias, cuando los animales perdieron la infeccidon o en los roedores testigos la
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muestra de tejido se tomd a una distancia similar a la zona donde se implantaron las
tenias.

En el modelo experimental de jerbos se observé a los 6 dpi, 16 eosinofilos por
vellosidad, para los 12 dpi se encontréd el mayor nimero de células que fue de 27
eosindfilos por vellosidad, posteriormente -comenzaron a descender paulatinamente
encontrandose 13 eosindfilos por veilosidad a los 18 y 24 dpi, para los 30 dpi se
cuantificaron 3 eosindfilos por vellosidad, después de esta fecha se observaron valores
semejantes a los del grupo testigo, 3 eosindfilos por vellosidad a los 36 y 42 dpi (fig.
8). En los animales testigo el niumero de eosindfilos oscilé de 1 a 3 células por

vellosidad durante el tiempo de experimentacion.
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Figura 8. Promedio de eosinéfilos por vellosidad correspondientes al area de anclaje de
Taenia solium en la mucosa del intestino delgado de jerbo. Las barras en blanco
muestran los resultados de los animales infectados, las barras en gris corresponden a
los resultados de los animales testigo, la linea negra correponde al porcentaje de
infeccidon. Se sefala la desviacion estandar.

En la parte posterior de la mucosa del intestino.delgado de los jerbos infectados

hubo escasos eosindfilos de 0 a 3 por vellosidad, éste nimero se mantuvo durante el
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tiempo de expereimentacion. El grupo testigo mostré valores que fueron de 0 a 1.6

eosinofilos por vellosidad (fig.9).
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Figura 9. Promedio de eosindfilos por vellosidad correspondientes a la parte posterior
del intestino delgado de jerbo. Las barras en blanco muestran los resultados de los
animales infectados y las barras en gris corresponden a los resultados de los animales
testigo, se sefiala |la desviacién estandar.
Cuantificacién de células caliciformes en cortes de intestino de hamster.

En el modelo experimental de hamster en [a parte anterior del intestino delgado
a los 6 dpi habia 43 CC por vellosidad, a los 12 dpi se incrementd en nimero de
células a 72 por vellosidad; el mayor niumero de céluias caliciformes se encontrd a los
18 dpi con 80 células por vellosidad, posteriormente el nimero de céiulas comienzo a
descender graduaimente y a los 24 dpi se observaron 55 células por vellosidad; para
los 30 dpi se cuantificaron 32 CC por vellosidad y después de ésta fecha se observaron
valores semejantes a los del grupo testigo a los 36 y 42 dpi encontraron 16 v 19 CC
por vellosidad respectivamente (fig. 10).

En los animales testigo el numero de CC oscild de 10.5 a 16.5 por vellosidad

durante el tiempo de experimentacion. En la parte posterior del intestino delgado de
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los hamsteres las células caliciformes no variaron mucho, 11.5 a 23.2, datos muy

similares a los que se obtuvieron en los animales del grupo testigo (fig. 11).
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Figura 10. Promedio de células caliciformes por vellosidad correspondientes al drea de
anclaje de Taenia solium en la mucosa del intestino delgado de hamsteres. Las barras
en blanco muestran los resultados de los animales infectados y las barras en gris
corresponden a los resultados de los animales testigo, se sefiala la desviacion
estdndar. La linea negra muestra el porcentaje de infeccidn. El signo + 6 - arriba de
cada barra corresponde a la presencia o ausencia de coproantigenos.
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Figura 11. Promedio de células caliciformes por vellosidad correspondientes a la parte
posterior del intestino delgado de hamsteres. Las barras en blanco muestran los
resultados de los animales infectadeos y las barras en gris corresponden a los
resultados de los animales testigo, se sefala desviacion estandar.
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Cuantificacion de eosinofilos en cortes de intestino de hamster

Eh el modeio experimental de hamster se observo a los 6 dpi el numero mayor
de eosindfilos por vellosidad, que fue de 28 células, a los 12 dpi descendié a 18,
aungue a los 18 dpi aumentd ligeramente a 21 eosindfilos por vellosidad, a los 24 dpi
se observaron 6 eosinofilos por vellosidad, para los 30 dpi se cuantificaron 6 eosinéfilos
por vellosidad, posteriormente los eosindfilos declinaron a valores cercanos a los del
grupo testigo que fue de 0.5 a 3 células por vellosidad durante el tiempo que durd el

experimento (fig. 12).
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Figura 12. Promedio de eocsindfilos por vellosidad correspondientes al drea de anclaje
de Taenia solium en la mucosa del intestino delgado de hamsteres. Las barras en
blanco muestran los resultados de los animales infectados y las barras en gris
corresponden a los animaies testigo. La lineas continua negra muestra el porcentaje de
inefeccion. Se sefiala la desviacion estandar.

En la parte posterior de la mucosa del intestino delgado de los hamsteres

infectados se observd que los eosindfilos no pasaron mayor a 3 células por vellosidad,

para el grupo de animales no infectados, éstos valores fueron similares (fig 13).
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Figura 13. Promedio de eosindfilos por vellosidad correspondientes a la parte posterior
del intestino delgado de hamsteres. Las barras en blanco muestran los resultados de
los animales infectados y las barras en color gris corresponden a los animales testigo,
se sefiala la desviacion estandar.

Caracteristicas morfologicas de la zona de anclaje de T. solium en intestino de
animales experimentales.

La parte anterior de las muestras de tejido del intestino delgado de jerbos y
hamsteres no infectados, presentaron vellosidades de forma atargada y con apices
redondos, pocas células caliciformes se distribuyercn en la mucosa a lo largo de la
vellosidad, se observaron escasos eosinofilos, neutrdfilos y células plasmaticas en la
lamina propia. Los linfocitos estuvieron preséntes moderadamente en la lamina propia
{fig. 14 a y b). En la parte posterior del intestino delgado, las vellosidades se
observaron més anchas y poco alargadas, pocas células caliciformes fueron vistas
tanto en las vellosidades como en las criptas de Lieberk(hn con actividad de secrecién
normal {fig. 15 a y b células color fuscia). Ambas partes de tejido presentaron rasgos
de edema celular (poco liquido), ademas se presentaron eventos mitoticos con 0 a 2
mitosis por cripta. Esta misma morfologia se presenté en hamsteres.

Los tejidos de la parte anterior de la mucosa intestinal de los animales
infectados a los 6 dpi, conservaron su forma alargada, se observé un infiltrado celular

caracterizado por linfocitos y eosindfilos en la l[dmina propia de las vellosidades. Las
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criptas de Lieberkiihn mostraron actividad mitotica celular de 1 a 2 mitosis por cripta.
En las figuras 16 a y b se muestran cortes de intestino de hamsteres con gran
respuesta eosinofilica, esta respuesta en jerbos fue menor (fig. 17a). En cuanto a las
células caliciformes tuvieron forma redonda con gran actividad secretora, también se
observo aumento de moco entre las vellosidades y hacia el l0men intestinal, habiendo
una mayor cantidad de estas en jerbos (fig. 18 a) que en hamsteres (fig. 18b).
Ocasionalmente se observé hiperplasia linfoidea en ambos roedores. En hamsteres se
observaron mas células plasmaticas en la ldmina propia y en la base de las
vellosidades, este tipo celular fue escaso en jerbos. En ambos roedores se observd
edema celutar caracterizado por el ensanchamiento y aumento de liquido ademas de
apariencia de tejido esponjoso en el tejido conectivo de la lamina propia. En el sitio de
insercion de la tenia se observaron numerosos neutrofilos.

En los jerbos a los 12 dpi se observé hiperplasia nedular linfoidea con centros
germlinales en la base de la submucosa, ademas de infiltracién linfoide. La actividad
mitotica fue _méyor, de 3 a 4 mitosis por cripta (fig. 19 a y b). Se observd edema que
aumentd hacia la lamina propia, se incrementd el numero de eosindfilos y neutrdfilos,
ademas se vio una lesion necrética (fig. 19 b). Las CC aumentaron de tamafio, hubo
‘hipersecrecion de moco entre las vellosidades y hacia la luz del intestino en contacto
con la tenia (fig. 19 a y b). Hubo presencia de células plasmaticas y edema en la
ldmina propia. En los hamsteres se observd un aumento de CC y de eosinéfilos,
ademas, en algunos casos habia nodulos linfoideos amplios y extensos hacia la [amima
propia. La submucosa preser!té ensanchamiento.

En uno de los cortes histologicos a los 18 dpi, se vio una tenia que estaba
implantada en el intestino delgado de un jerbo. Una de las ventosas del parasito se
adhirié a la capa muscular haciendo presion en el tejido, fue evidente la inflamacion en
la zona de anclaje de la tenia, esta reaccion inflamatoria se caracterizd por presentar

hiperplasia linfoidea acentuada hasta la formacion de nédulos linfoides, con infiltracion
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polimorfonuclear focal (figuras 20 a y b). En {a mucosa adyacente al parasito se perdio
la estructura tipica de las vellosidades, ademas hubo un aumento de moco, eosinofilia
en la submucosa y en lamina propia; se encontraron de 3 a 4 mitosis por cripta,
mientras que en los hamsteres se contaron de 2 a 3 mitosis por cripta. En ambos
roedores se observo edema y células plasmaticas. La figura 21 a y b muestra parte del
tejido de la tenia y tejido del hospedero donde la tenia se inserta.

A los 24 dpi en los hamsteres se observaron vellosidades poco alargadas, la
reaccidén inflamatoria fue mas intensa caracterizada por la presencia de eosindfilos,
neutréfilos y linfocitos. Las CC no fueron muy numerosas. La figura 22 muestra a las
CC con gran actividad, dentro de las CC se observé una estructura en forma de red y
cavidades mostrando eventos de secrecion acelerada. En los jerbos se observaron
numerosas CC, pero sin huellas de secrecion acelerada. En ambas especies de
animales los eosindfilos fueron disminuyendo, y los neutréfilos solo estuvieron
presentes en la zona de anclaje de las tenias. La presencia de edema fue menor; se
observaron escasas células plasmaticas y linfocitos dispersos en forma moderada. Las
mitosis fueron de 3 a 4 por cripta.

Para los 30 dpi en algunos casos en el modelo de hamster se observo que la
forma de la CC se perdi6 y sdlo aparecid una red filamentosa, se observaron células
plasmaticas y linfocitos dispersos. En ambos roedores el nimero de CC disminuyo al
igual que el numero de eosindfilos, los neutrofilos estuvieron casi ausentes. La
actividad mitotica se conservé de 3 a 4 por vellosidad; se observd edema, ademas de
que hubo presencia moderada de linfocitos.

En el caso de los jerbos para esta fecha se observé la estructura caracteristica
de la vellosidad, un menor niumero de CC, de esoinodfilos, de linfocitos y de neutrofilos,
ademds de pocas células plasmaticas, el edema fue casi normal; las mitosis se
siguieron conservando de 3 a 4 por cripta. La cantidad de moco en la mucosa y lumen

intestinal casi fue normal (fig. 23 y cuadro 2).
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En la parte posterior del intestino delgado de hamsteres y jerbos a los

diferentes dias post infeccion hubo vellosidades cortas y mas anchas, no se observo

aumento en el numero de CC ni eventos de secrecion acelerada, ademas los

granulocitos no fueron muy evidentes,

los linfocitos estuvieron presentes en forma

moderada al igual que las células plasmaticas, la actividad mitética fue de 0 a 3 en la

base la las criptas de Lieberkiihn (fig. 24).

Cuadro 2. Diferencias en la reaccién celular de la mucosa

intestinal de animales infectados.

Estructuras celulares en Jerbos Hamsteres
la mucosa intestinal
Células plasmaticas *x ok
. ] * % * * %
Linfocitos
Eosinofilos ok wok
e * *
Neutrdfilos
. * *
Fibroblastos
* * KAk
Edema
, . ok ke **
Células Caliciformes
* egcasa, **moderada, ***intensa
42
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Figura 14, Cortes
histoibégicos de la parte
anterior del intestino
delgado de jerbos no
infectados.  Vellosidades
alargadas en la mucosa
con células caliciformes
tefidas con acido
peryddico de Schiff (PAS).
a) mucosa intestinal con

células caliciformes CC

en color fuscia
(flechas). b) acercamiento
del &rea mostrando las
diferentes capas  del
intestino delgado:
Muscular (M), Lamina
propia {Lp), Sumbucosa
(Sb), Mucosa (MC).
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Figura 15. Corte histolégico transversal de ta parte posterior del intestino delgado de
jerbo sin infeccién. Se observan pocas células caliciformes (flecha), tincién de PAS. a)
Vellosidades anchas y cortas. b) Vista de otra drea del ileon en un corte tangencial,

criptas de Lieberkiihn (CL).
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Figura 18a. Parte anterior de la mucosa intestinal de jerbo infectado con T. solium a
los 6 dpi, se distingue mucha mucina en las células caliciformes desde las criptas de
Lieberkiithn, entre las vellosidades, y hacia el limen intestinal (flechas), tincién de PAS.

b

Figura 18 b. Parte anterior de la mucosa intestinal de hamster infectado con 7. sofium
a los 6 dpi, se observan células caliciformes y poca mucina entre las vellosidades
(flechas), corte tangencial tefiidas con PAS,
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Figura 19 a. Parte anterior del intestino delgado de jerbo infectado con Taenia solium a
los 12 dpi. Se observa mayor cantidad de céluias caliciformes desde la base de la
cripta hasta la mucosa (flecha). Hacia la luz intestinal se ve parte del tejido de la tenia

mostrando una ventosa y dentro de ésta detritos celular (d) del hospedero. Técnica de
PAS. HOWES NN S Sy )

- .

Figura 19b. Parte anterior de la mucosa intestinal de jerbo con Taenia solium a 3 mm
de donde se encontré la tenia en el tejido de la figura anterior. El tejido donde se
muestran nédulos linfoides que aunque se ve abajo es continuidad del mismo corte
histolégico que se doblé. El nimero de CC es mucho mayor, las criptas de Lieberkiihn
estan completamente llenas de CC, detritos celular y pérdida de la forma de ia
vellosidad.
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Figura 20 a. Corte histoldgico de la parte anterior del intestino delgado de jerbo
infectado con T. solium a los 18 dpi, se observa el sitio de insercién de la tenia, la
ventosa derecha claramente atrapa a la pared muscular (tercio interno) del intestino,
tefida con PAS.

b TS f&.ﬁ; AR (e A A g g

Figura 20 b. Acercamiento del drea donde la tenia esta sujetada, en el interior de fa
ventosa hay fibras musculares (flecha), en el sitio de insercion de la tenia hay pérdida
de las vellosidades del hospedero y a un lado se ve un nddulo linfoide adyacente a la
zona de insercién (NL) y mucina entre las vellosidades, con un mayor numero de
células caliciformes.
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Figura 21 a. Corte histoldgico transversal de la parte anterior del intestino delgado de
un jerbo infectado con T, sofium a los 18 dpi, se observé parte del tejido de la tenia,

ai como células caliciformes llenas de mucina en la mucosa. Técnica de PAS.
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Figura 21 b. Zona cercana donde la tenia estaba anclada (fig. 21a), se observa mucha
mucina entre las vellosidades, detritos celular, el promedio de células caliciformes (CC)
que se observa es de 90 a 100 por vellosidad. Técnica de PAS.
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Figura 22. Corte
histolégico transversal del
intestino  delgado de
hamster a los 24 dpi, se
observa hiperplasia celular
de las células caliciformes
con y cavidades en las
mismas (flechas), ruptura
de la parte apical de las
veliosidades,

engrosamiento de la
lamina propia (LP) vy
mucina hacia el lUmen
intestinal. Técnica de PAS.

Figura 23. Corte
histolégico transversal
del intestino delgado de
jerbo a los 30 dpi, se
observan células
caliciformes (CC) con
poca cantidad de

mucina, poca
inflamacioén en la
submucosa (flechas).

Técnica de PAS.




La parte posterior del intestino delgado de hamster y de jerbo infectados no
vario en cuanto a la cantidad de células caliciformes de 15 a 20 unidades y los
eosinédfilos fueron escasos o no presentes en la vellosidad, la estructura de la mucosa

intestinal conservé su forma durante el tiempo de infeccidn (fig. 24).
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Figura 24. Corte transversal del intestino delgado de hamster infectado con T. sofium,
a los 6 dpi parte posterior (ileon) vellosidades mas anchas y menos alargadas con
pocas células caliciformes, técnica de PAS.
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Histoquimica de la lectina Helix pomatia (HPA).

La histoquimica de la lectina HPA revelé que hubo un mayor reconocimiento de
N-acetilgalactosamina en los animales infectados tanto en la parte anterior como en la
parte posterior del intestino delgado de ambos roedores. A los 6, 12 y 18 dpi se
observé un mayor marcaje en la mucosa, criptas y capa serosa (cuadro 3), cuando [os
roedores secretaron mas mucina hubo mayor reconocimiento del azucar, cuande las
células caliciformes fueron numerosas la marca hacia HPA se observd fuertemente
positiva, mientras que las células caliciformes vacias fueron negativas a la lectina HPA,
las mucinas liberadas a la luz intestinal y en las criptas de Lieberkiihn fueron HPA
positivas (figs 25 a, by ).

Cuadro 3. Intensidad de reconocimientc de N-acetilgalactosamina
Por 1a lectina HPA

Nivel en la mucosa Animales no Animates infectados
intestinal infectados
Serosa */ - *f-

Muscular de la mucosa - -

Lamina propia -

Criptas de Lieberkihn - Kk
Submucosa - -
Mucosa * Aok K

* debil , * * mediana, *+** intensa

En los animales no infectados el reconocimiento de N-acetilgalactosamina fue
muy débil en las partes anteriores y posteriores del intestino delgado en ambos
modelos experimentales, este reconocimiento se observd en la mucosa y en algunas
células caliciformes cuando éstas estuvieron presentes, en las criptas de Lieberkdhn y

en la serosa (cuadro 3 y figs 26 y 27).
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Figura 25a. Parte anterior del intestino delgado de jerbo infectado con Tenia solium a
los 12 dpi, reaccién histoquimica a la lectina HPA, Se observa reconocimiento fuerte de
la lectina HPA de color café, en las células caliciformes de las criptas de Lieberkihn
(CL), en Ia mucosa (MC) de las vellosidades y en el parasito (T) cuya ventosa tiene en
su interior mucosa del huésped.
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Figura 25 b y c. Acercamiento de I[a interfase huésped-parasito, el color de
N-acetilgalactosamina es mas intenso en la zona de contacto de la tenia con el
intestino del roedor, en sus microtricos y tegumento. En la mucosa intestinal del jerbo,
en las criptas de Lieberkiihn (CL) y en la serosa (S). Se observa tejido del huésped
dentro de la ventosa de la tenia.
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Figura 26. Parte anterior
del intestino delgado de
jerbo no infectado teftido
por histoquimica de la
lectina HPA, se observa
un reconocimiento débil,
en la mucosa de las

vellosidades en la

submucosa; y en |la
serosa.

Figura 27. Parte posterior del
intestino delgado de jerbo no
infectado tefiido por
histoquimica de la lectina HPA,
se observa un reconocimiento
debil en la mucosa y en la
submucosa.
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DISCUSION

Los modelos experimentales de hamsteres y jerbos no inmunosuprimidos e
infectados con Taenia solium son una alternativa atil que permite realizar estudios para
conocer la relacion huésped-parasito que se estd llevando a nivel de la mucosa
intestinal. Es interesante notar que el comportamiento de esta relacién huésped-
parasito es diferente en ambas especies de roedores estudiados, por ejemplo en
cuanto la eficiencia de la infeccion en el presente estudio fue de 34% para hamsteres y
de 20% para jerbos, aunque se recuperaron tenias hasta a los 30dpi en ambos
roedores. Estos resultados son diferentes a los reportados por Maravilla (1996), quién
determiné que la eficiencia de la infeccién en hamsteres fue del 50% y para jerbos del
43%, ademas recuperd tenias a los S0 y 77 dpi en hamsteres y jerbos
respectivamente. Estas diferencias se deben principalmente a que en el trabajo
anterior, los animales se inmunodeprimieron con diferentes dosis de esteroide acetato
de metil prednisolona, (MPA) y utilizando un sistema de ELISA permitid confirmar que
las tenias se implantaron ya que a les 12 dias fue positiva. La prueba se volvio
negativa a las 4 semanas en hamsteres y una semana antes en jerbos, cuando en
estudios previos con animales inmunosuprimidos (Maravilla y col. 1998), la positividad
se mantuvo hasta 18 semanas en hamsteres y 8 semanas en jerbas, En el estudic de
Maravilla y colaboradores (1998) se recuperaron tenias pregravidas de mas de 40 cm
de longitud después de las 8 semanas post infeccién, en el presente estudio con
roedores no inmunosuprimidos los ejemplares de mayor tamafo y desarrolio se
obtuvieron de los hamsteres a las cuatro semanas de infeccion, las tenias mas grandes
midieron 20 cm y contenian proglétidos maduros. Llama la atencidén que las tenias
obtenidas de los jerbos en su gran mayoria median menos de 1 cm de largo y por lo
tanto el estrobilo era minimo, Los resultados sugieren que los esteroides podrian
favorecer un mejor desarrollo de 7. sofium en hamsteres y jerbos, aunque en ausencia

de drogas supresoras el desarrollo de los parasitos es diferente en ambos roedores.
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En cuanto al sitio de implantacion de las tenias, la mayoria de las éstas se
encontraron adheridas a los 8 cm después del piloro en los jerbos, mientras que en los
hamsteres se encontraron ancladas a los 12.5 cm por debajo del piloro. Esta aparente
diferencia se debe a que los intestinos delgados de éstos animales son de diferente
tamano, de 28 cm para los jerbos y de 35 cm para los hdmsteres. Esto permite
concluir que el sitio de implantacién de 7. sofium es en el primer tercio del intestino
delgado de ambos roedores. En el ser humano se reporta que la tenia se fija en la
porcién superior del intestino delgado (Chacén en Tay y cols. 1994) y que se encuentra
en el yeyuno (Botero y Restrepo 1992}, sin embargo ningln autor aclara en donde se
fija la tenia al intestino, muy probablemente por la imposibilidad de definirlo. Si se
extrapolan los resultados de los experimentos mostrados en esta tesis, se puede inferir
que el escolex se fija en el duodeno y el estrébilo del parasito se encuentra en el
yeyuno. En infecciones experimentales con otros céstodos adultos como T. crassiceps,
se ha reportado el desplazamiento de la tenia hacia el tercer tercic del intestino
delgado antes de ser expulsada (Sato y Kamiya, 1994). En este trabajo, se observé
que un hamster con tres tenias a la necropsia, presentd un ejemplar adherido 24 cm
por debajo del piloro (en el tercer tercio) a los 30 dpi; aparentemente por e} tiempo de
infeccién y la localizacion de la tenia, este parasito iba a ser expulsado. Este fenémeno
de desplazamiento de 7. crassiceps hacia el tercer tercio del intestino delgado en el
modelo del hamster se presentd con mayor frecuencia en los animales que fueron
infectados con 15, 30 y 60 metacéstodos y no en los animales que se infectaron con
uno o tres cisticercos; por Io_tanto_y debido a que los animales utilizados en el
presente estudio tuvieron cargas parasitarias bajas, las tenias se encontraron
generalmente en el primer tercio del intestino delgado en ambos roedores,

Trabajos previos sefalan que hay diferencias en la recuperacion y permanencia
de T. solium en hamsteres y jerbos. Maravilla y cols. (1998), para mantener la

infeccion en los jerbos por periodos prolongados, tuvieron que inmunosuprimirios con

38



dosis de esteroides cuatro veces mayores que las empleadas en hamsteres. Los
esteroides favorecen que se recupere un mayor nimero de parasitos y que dure mas
tiempo la infeccion debido a que abaten la respuesta inflamatoria e inmunoldgica, ya
que inhiben la sintesis de IL-2 y la unidén con su receptor en los linfocitos T; también
abaten la funcion de las células asesinas naturales y la activacion de los linfocitos
citotoxicos. Asimismo, a nivel de los macrdéfagos inhiben la sintesis del factor inhibidor
de la migracion de los macroéfagos, el procesamiento y presentacién de antigenos y la
sintesis y liberacion de IL-1 (Abbas et al., 2000; Goodman y Gilman, 1990). Al
respectoc Monroy-Ostria y colaboradores (1993) en hamsteres no inmunosuprimidos e
infectados con T. solium, observaron que la reaccién inflamatoria en el intestino
constaba de un infiltrado formado por macrofagos, células epitelioides y algunas
células plasmaticas. En este trabajo se realizaron estudios mas detallados de la
reaccion inflamatoria mediante la cuantificacién de diversas estirpes celulares en la
mucosa intestinal, ademas se demostrd que el escdlex de fa tenia penetré hasta la
capa muscular del intestino delgade de manera similar como lo hacen E, granulosus y
E. multiloculares, céstodos que inducen también una respuesta inflamatoria (Smyth y
McManus, 1989).

En los jerbos infectados se observd que desde el inicio de la infeccion la
respuesta de las células caliciformes fue muy intensa, el nimero de estas células fue
mucho mayor en comparacion con el nimero de células caliciformes en los hamsteres,
En ambas especies se observaron eventos de secrecidon acelerada, las células
mostraron cavidades sin presencia de mucina y daban el aspecto de red. Los
eosinofilos fueron relativamente mas abundantes en hamsteres que en jerbos. La
regeneracion celular en la mucosa intestinal de jerbos que estuvieron infectados con 7.
solium comenzd aproximadamente a los 30 dpi, mientras que en hamsteres todavia se
observd hiperplasia de {as células caliciformes. Estos resultados sefialan que en el sitio

donde la tenia se implanté hubo una intensa reaccion inflamatoria, la cual no fue



evidente en segmentos del ileon. Ei presente estudio demostré que la expulsion mds
intensa de T. solium en los jerbos sucede a partir de los 18 a los 30 dpi, y en los
hamsteres es de los 18 a los 36 dpi, cuando se obtienen los mayores valores de células
caliciformes. Estos datos son similares a los que encontrd Fujino y cols. {1996) cuando
infectd ratones BALB/c con Echinostoma trivolvis, donde las células caliciformes se
incrementaron a los 13 dpi, ocurriendo la expulsién de los parasitos entre los 10 y 13
dpi.

En las vellosidades de la mucosa intestinal en condiciones normales el promedio
fue de un eosindfilo por vellosidad. En los animales infectados se observaron hasta 40
eosinofilos en una vellosidad para el caso de jerbos; mientras que en los hamsteres fue
de 34 eosindfilos por vellosidad, lo que sugiere que éstas células podrian estar
liberando sus proteinas (MBP, ECP, EPO, EDN) y mediadores de la inflamacién, los
cuales tambiéﬁ pueden participar en la reaccién inflamatoria y ser quimiotacticos para
otras poblaciones celulares como las células cebadas, las caliciformes, neutréfilos,
basofilos etc .

La morfologia general de la mucosa intestinal en los animales infectados se
observo que las vellosidades eran mas cortas y con desprendimiento de la mucosa
epitelial; en la lamina propia se observaron multiples linfocitos y células plasmaticas,
Los eosindfilos se encontraron principalmente en la base de las vellosidades; mientras
que los neutrdfilos en los nodulos linfoides. Se presentan diferencias entre los
componentes de la reaccion inflamatoria en el hamster y el jerbo. En el jerbo se
encontré compactacién de células, en la lamina propia de una vellosidad se
presentaron linfocitos, eosindfilos, fibroblastos y pocas células plasmaticas, escasos
neutréfilos, ademas de poco edema celular; mientras que en los hdmsteres hubo
mayor numero de células plasmaticas, linfocitos dispersos y eosinofilos, escasos

neutréfilos y mayor cantidad de edema celular.
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Para caracterizar a los carbohidratos de las mucinas de las células c':.aliciformes,
se empled la reaccién con lectinas, las cuales son proteinas que reconocen
especificamente carbohidratos, en particular se utilizd la lectina de Helix pomatia (HPA)
que se une a residuos de N-acetilgalactosamina. En los cortes de tejido del intestino
delgado de hamsteres y jerbos se observo reconocimiento de N-acetilgalactosamina en
los animales infectados, éste reconocimiento fue muy intenso, por lo que la secrecion
acelerada de mucinas también puede contribuir en la defensa del hospedero en contra
de T, solium en ambos roedores. Fujino y colaboradores (1996) encontraron datos
similares cuando infectaron ratones C3H con E. trivofvis v E. caprioni ya que
observaron un incremento en el reconocimiento de N-acetilgalactosamina vy
N-acetilgalactosamina uUnicamente en los ratones infectados con E. trivolvis. Por su
parte Nawa y colaboradores (1994) describieron que dentro de los mecanismos de
defensa de la mucosa intestinal contra helmintos se observan cambios en las células
caliciformes durante la expulsion de N. brasiliensis, ademas de que la proliferacion de
estas células es dependiente de linfocitos T mientras que la alteracidon de los azlcares
terminales de las mucinas es independiente de los linfocitos T, estos cambios
cualitativos en las células caliciformes parecen ser criticos para ia expulsion de estos
parasitos.

£l estudio realizado con la lectina HPA permitié conocer ademas que en la
superficie de la mucosa intestinal de hamsters y de jerbos infectados con T. sofium la
secrecicn aumentada de N-acetilgalactosamina coincide con el estado patoldgico
observado en la mucosa intestinal; ya que se detecté una mayor intensidad de marca
en los animales infectados en comparacion con los animales del grupo testigo. Es
probable que, en primera instancia, ocurriera un reconocimiento por parte del escélex
para adeherirse en el primer tercio de la mucosa del intestino delgado, sin embargo la
insercion de la tenia produjo un dafio, desplazando ias vellosidades y erosionandolas, y

a su vez el epitelio intestinal, a! intentar recuperarse, produjo una hipersecrecion de
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moco, que aunado a los cambios patolégicos observados en la mucosa, aparentemente
no permitié que 7. sofium permaneciera por mas tiempo anclada en la pared del
intestino delgado, ocurriendo entonces el desprendimiento de la tenias.

En el presente estudio algunas células caliciformes fueron negativas a la HPA,
probablemente no reconocieron al azlcar debido a que hubo un proceso de secrecion
acelerada, y ia célula caliciforme dejo su estructura tridimensional expuesta y vacia sin
mucinas. Como se habia mencionado los azlcares en el intestino deigado tienen una
carga negativa, sin embargo en procesos de secrecion acelerada, las células
caliciformes no llegan a su madurez, por lo que salen de las criptas y se dirigen a la
vellosidad con carga neutra.

Al correlacionar los nimeros de células calciformes y de eosindfilos acumulados
en la mucosa intestinal del primer tercio del intestino de los roedores utilizados en la
teniosis experimental, con el tamafio y nimero de tenias encontradas en la necropsia y
los valores de absorbancia que indican la presencia de coproantigenos, se puede
confirmar la hipdtesis de este trabajo, que propone que el aumento de las células
inflamatorias coincide con ta expulsién de los parasitos. Esto se debe a que a los 12 de
infeccion en los jerbos se encontré un nimero de células caliciformes 5 veces mayor al
de los controles y 10 veces mas eosinofilos que en los controles y el nimero maximo
de tenias (19) se recuperd a los 6 dias, es decir cuando se presento el pico de células
caliciformes y de eosindfilos empezé a disminuir el nimero de tenias encaontradas. Un
comportamiento similar a las de las células inflamatorias lo tuvieron los
coproantigenos, cuyas mayores absorbancias_fueron en los dias 12, 18 y 24. Ademas
el tamafio de las tenias era minusculo comparado con las de los hamsteres. En estos
huéspedes el aumento de células caliciformes fue de 4 veces y el de eosindfilos de 10
veces, su pico fue a los 18 dias y la disminucidon en el nimero de tenias se presento
una semana después. Aunque las células inflamatorias aparentemente participan en la

expuision de los parasitos, el desarrollo (en tamafio de tenias y duracion de la



infeccién) de los mismos esta modulado por otros factores que son diferentes en el
hamster que en el jerbo. Esto podria sugerir que la infeccion en hamsteres es mas
parecida a la de seres humanos que la de jerbos, ya que se producen tenias mas
grandes, con mayor desarrollo de los proglétidos y que sobreviven mayor tiempo en el
huesped, a pesar de que este muestre una reaccion inflamatoria contra la tenia en el

sitio de anclaje.



CONCLUSIONES

l. Los modelos experimentales de hamster y jerbo son utiles para estudiar
la reaccion inflamatoria en la mucosa intestinal con el fin de entender ios elementos
que participan en la expulsidn de las tenias.

2. La morfologia general de la mucosa intestinal mostré compactacion de
diveras estirpes celulares en la lamina propia del intestino en jerbos, este efecto fue
menor en hamsteres debido a ia presencia de mayor edema celular.

3 El nimero de células caliciformes y eosindfilos en ambos modelos
experimentales aumenté considerablemente en el primer tercio del intestino en donde
se encontrd el sitio de insercion de la tenia, pero no en la parte distal de! instestino
deigado, lo que indica que la reaccién inflamatoria se debe al anclaje de ia tenia.

4. El aumento de células caliciformes y eosindfilos, asi como el tamafio y
niomero de tenias encontradas en la necropsia y la presencia de coproantigenos
sugiere que la reaccion inflamatoria participa en la expulsion de las tenias.

3. Las mucinas de las células caliciformes contienen N-acetilgalactosamina,
que reacciona con fa lectina HPA con mayor intensidad cuando los animales estaban
infectados, lo que sugiere que la secrecion acelerada de mucinas también puede
contribuir en la defensa del hospedero.

6. La duracion de la infeccion, el tamafio y desarrollo de las tenias es mayor
en hamsteres que en jerbos, lo que indica que participan otros factores del huésped

que son diferentes en ambas especies de roedores.
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