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) INTRODUCCION

Existen estudios donde s¢ ha demostrado que Ia infeccion con el estado larval del parasito
Taenia solium induce dafio genotdxico. Con la finalidad de abrir un poco mas el area de
mvestigacién y comprobar los datos publicados se realizé el presente trabajo.

En &1 se traté de establecer el dafio genotoxico que producen los cisticercos de Taenia
solium en una infeccion natural y si &éste tiene relacidn con la carga parasilania; para esto se
trabajé con tres grupos de cerdos: 1) grupo de cerdos con infeccion natural; 2) grupo de cerdos
seronegativos del lugar de muestreo v, 3) grupo de cerdos seronegativos de granjas tecnificadas.
Realizando cultives de linfocitos de sangre periférica de los grupos de cerdosa 46 y 70 h y
utilizando fitohemaglutinina como agente mitogénico, se¢ determind el indice de replicacién
{LR.) y Ia frecuencia de células poliploides, micronacieos { MN), células binucleadas (CB) y
protrusiones nucleares (PN).

Los resultados obtenidos demuestran un clare decremento en et indice de replicacion y un
aumento no significativo en la frecuencia de células poliploides, ademiés encontramos dafio
genotoxice en los linfocitos visto por el aumento en la frecuencia de MN, CB y PT.

No se encontrd correlacion entre el dafio genotéxico evaluado y la carga parasitaria.




II) FUNDAMENTACION TEORICA

1) CANCER Y GENOTOXICIDAD

Los seres vivos supertores constan de millones de células organizadas entre si para
desempefiar funciones espectalizadas. Para Uevar a cabo estas funciones es necesario que tengan
un suministro constante de nutrientes, asf como también un dptimo equilibrio con su medio
ambiente (pH, temperatura, presion osmotica, etc), con la finatidad de que apante de cumptir con

sus funciones, tengan un buen desarrollo y crecimiento.

En las dltimas décadas el hembre, al ir avanzando la era industrial, ha creado millones de

sustancias que, aunque le permiten realizar una serie de acciones, han roto con el equilibrio de
| los ecosistemas, llevando al horde de |a extincién a numerosas especies animales y vegctales.‘ por
| falta de nutrientes, de espacio, o por toxicidad. Estas son presiones ambientales que pueden tener

efectos irreversibles, no sélo si se produce la muerte de los organismos, sino porque pueden

afectar a su matenial genénico (Fig. 1) .
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Fig. 1 Ciclo de contaminacion ambaental.




Al procese por ef cual una célula sufre alteraciones a nivel penético se le denomina
mutagénesis. Una mutacién puede alterar de distintas maneras el DNA: puede hacer que varien
sus caracteristicas fisicas ¢ quimicas, su susceptibilidad a nuevas mutaciones o su capacidad de
replicacidn o de recombinacion. Las mutaciones pueden ser genémicas; cuando €] cambio afecta
A cromosomas enteros, bien como conjunto (poliploidia, haploidia), bien individualmente
{aneuploidia), cromosomicss: cuando €] cambio afecta a algin segmento cromosdmico mais o
menos amplio; o génicas; cuando el cambio afecta a un Gnico gen, ya sea en la zona codificadora
o en la reguladora (Tabla 1). Estas pueden consistir desde el cambio de un par de bases, hasta la

pérdida de un gen completo (Fuentes Arderiu et al, 1998).

! MUTACION TPOS
SUSTITUCION

| TAUTOMERIZACION

| PUNTUALES (MICROLESIONES). TRANSVERSION

| CORRIMIENTO
DEPURINIZACION

ABERRACIONES CROMOSOMICAS
CROMOSOMICAS (MACROLESIONES). | ROMPIMIENTOS
ANEUPLOIEAAS

Tabla 1. Tipos de mutaciones.

La alteracién de cromosomas ha sido amphamente estudiada por muchos afies y ha sido
asociada con malignidades. Estas anormalidades cilogenéticas son de muchos tipos, se hap
asociado con la presencia de una gran vanedad de agentes y se onginan por diferentes

mecanismos. En los mamiferos se han encentrado anormalidades cromosémicas en una gran




variedad de tipos celulares. Numerosos estudios han determinado que las alteraciones
citogencéticas estan cstrechamente relacionadas con la exposicidn a quimicos, radiaciones
ionizantes y no ionizantes y agentes biologicos, y otros estudios han demostrado que la
asociacidn entre alieraciones citogeniticas especificas y algunas tumorigénesis es bastante
estrecha (Tucker et al, 1996).

Para que se lleve a cabo una mutacion €5 necesario la presencia de un mutigeno (Farber,
1987) o de ciertas condiciones que la promuevan, como algunos estados fisioldgicos de la célula.
Estas lesiones al DNA pueden variar dependiendo de la cantidad de pares de bases afectadas.
Entre las lesiones mas importantes podemos distinguir: 1) Delecién, que es la escision y pérdida
de un segmento de DNA; 2} Duplicacion, que es la duplicacion de un segmento de DNA; 3)
Amplificacién que es la multiplicacion en tandem de secuencias de DNA; 4) Translocacion, que
es el cambio de ubicacién de un segmento de DNA; 5) Inversion, que es el cambio de 180° en la
orientacion de un segmento de DNA; v 6) Insercton, que es la introduccién de una secuencia de
DNA dentro de un gen. Al ocurnir una alteracion, en respuesta la cétula puede reparar ¢l dafio o
en caso contrario, este dafio queda como una mutacion que pasard a generaciones posteriores y
puede provocar en las células incapacidad para cumplir sus funciones y estar €n armonia con las
demds. Aparentemente, el tipo © la intensidad del dailo determinard cudl sera el futuro de esta
célula,

Si el dafio en el DNA es muy severo, puede activarse su programa de muerte 6 apoptosis.
La apoptosis s una cascada de eventos cortrolados por genes, enzimas y seflales bioquimicas
internas. Durante ¢l fendmeno de la apoptosis ocurren rompimientos en la doble hebra del DNA
nuclear, produciendo fragmentos maltiples de aproximadamente 185 pares de bases,

considerando esto como caracteristica principal del evento. Se ticnen indicios de que este




rompimiento aparentemente involucra algunos tipos de endonucleasas como la DNAsa [ y
DNAsa II v probablemente la nucleasa NUC-18. Otros estudios han revelado la existencia de
cambios bioquimicos que comrelacionan con l2 induccién de la cascada de eventos apoptéticos en
diferentes tipos celulares. Estos son: 1)reflujo de Ca2+ dentro de las células, 2) induccién de
transglutaminasa con catalizadores para la formacion de enlaces cruzados entre la € ( y-glutamil )
lisina y proteinas celulares, 3) disfuncién de macrotibulos y reorganizacion de citoesgueleto, 4)
induccién de la expresion de la calmodulina, 5) perdida de la asimetria de los fosfolipidos
membranales, 6} activacion del receptor de superficie Fas/Apo 1, 7} activacion de la proteina
kinasa-C y 8) induccién de una esfingomielinasa neutral. La apoptosis puede ser estimulada u
ocasionada por un gran namero de agentes o eventos que incluso se desarrollan durante la
diferenciacion de los tejidos. Entre los més importantes tenemos: 1) deficiencia de factores de
crecimiento y hormonas requeridas para la sobrevivencia celular, 2) exposicion celular a TGF-j,
factor de necrosis tumora! y glucocorticoides y 3) exposicion a agentes que dafian ¢l DNA como
los antinecpldsicos, toxinas 6 factores ambientales (Martin et al, 1994; Vaux et af, 1993;
Collins et al, 1993),

Es muy comiin que se presente en plantas, insectos, hongos y vertebrados. Durante este
proceso la célela sufre una serie de cambios, enire los més importantes tenemos la pérdida de
volumen cromatinico, la condensacién de los organelos citoplasmaticos y la distorsion y
aiteracion de la membrana celular, llevando esto a la formacion de cuerpos apoptiticos los cuales
son fagocitados {Fig. 2} (Duke et al ,1996; Cohen, 1993; Seamus et al, 1994, Mastrangelo et

al, 1998).
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Fig. 2. Apoptoss. m) Célula normal, b) Frogmentacién del DNA dentro de! nicleo, ©) Condensacion del DNA,
d) Masas discretas de cromatina condensada dentro de 1a céhula, ¢) Fragmentacion de la célula en cuerpos
epoptdticos, f) Reconocimionto de los cuerpos apoptbticas por macrdfagos para ser fagocitados.

La otra posibilidad, cuando una célula es daflada, es que se transforme en cancerosa. La
carcinogénesis €5 un proceso muy complejo que implica multiples pasos en los que participan
diversos eventos mutacionales capaces de alterar progresivamente la regulacién de |a
proliferacion celular hasta alcanzar el caos de la neoplasia invasora y metastdsica (Cohen et al,
1990). La importancia de los proto-oncogenes y de los genes supresores de tumores en el control
del ciclo celular se ha empezado a entender s6lo recientemente, pero se ha encontrado que la
alteracion de su regulacién o de sus funciones es de gran relevancia para el desarrollo del cancer,

Los genes supresores de tumores se clasifican en dos clases: clase 1 y clase II. Los genes de la
clase [ se encuentran mutados o no se encuentran en los tumores debido a eventos de delecion o a
pérdidas cromosdmicas, como es el caso de los genes Rb y pS3. Los genes de clase [T no se ven

alterados a nivel del DNA, sino que la alteracion se observa en el fenotipo por cambios ¢n los



niveles de expresién, por ejemplo tencmos a la proteina maspin, integninas alfa-6, RAR-beta y
Mac 25 (Zhang et al, 1998). El origen dc las alteraciones sc picnsa que estd en la exposicion a
agentes xenobibticos, los cuales pueden ser fisicos, quimicos o biologicos (radiaciones, metales
pesados, virus, sustancias quimicas, etc.) que estdn presentes en el ambiente, en el trabajo, en el

hogar, en los alimentos, en los medicamentos, etc (Fig. 3).

CELULA NORMAL

T~ ADUCTO INICIACION
PROMUTAGENO / 1

CARCINOGENO DIRECTO

LATENCIA » CELULA INICIADA
COCARCINOGENO » PROMOCION
CELULA PROMOVIDA
L 4
CELULA TUMORAL PROGRESION
FROLIFERACION »

CELULAR AUTONOMA NEOPLASIA

}

INVASION A TENDOS METASTASIS
L J

Fig 3 Carcinogénesis.

Un agente xenobidtico puede ser el inictador del proceso carcinogénico durante el cual ia
célula sufre una serie de transformaciones hasta convertirse en una célula con capacidad de

proliferacién "infinita“, onginando neoplasias locales o invadiendo el organismo por compleio



transformacion (Perera et al, 1953).

En 1983 se detectaron mas de 7.6 millones de casos de cdncer siendo cf cincer de pulmédn
el mas comun. Existen mas de 200 tipos de canceres malignos de los cuales, en Estados Unidos
solo se curan el 45%. El tipe de cdncer que se presenta en cada individuo varia de repidn 2 repidn
y es influenciade por factores sociales, nuiricionales y ambientales (Tabla 2) (Izquierde, 1997;

mediante metastasis. Los agenies xeaobidticos podrian actuar también en cads paso de esa
Mayne, 1997).




TIPO DE CANCER

FACTORES DE RIESGO

CANCER DE PROSTATA

Edad
Dieta rica en grasas

CANCER DE MAMA

Edad

Mutaciones en BRCA] y BRCA2
Menarquia precoz

Menopausia tardia

CANCER DE PULMON

Tabaco

Exposicion laboral a productos quimicos
Exposicion al radon

Exposicion a radiacién

CANCER COLORECTAL

Herencia

Falta de gjercicio
Dieta pobre en fibra
Dieta rica en grasas

CANCER DE VEJGA

Tabaco
Parasitos
Exposicitn a quimicos

LINFOMA NO HODGKIN

Imunosupresion
Exposicion a herbicidas
Exposicidn a quimicos ambientales

CANCER DE UTERO

Promiscuidad sexual
Tabaco
Relaciongs sexuales tempranas

MELANOMA

Exposicion al sof
Piel blanca

CANCER DE RINON

Tabaco
Exceso de peso
Exposicion laboral

LEUCEMIA

Anomalias genéticas
Expesicién a radiaciones ionizantes
Exposicion a benceno

CANCER DE PANCREAS

Edad
Enfermedades cronicas
Dieta rica en grasas

CANCER DE OVARIO

Edad
Mutaciones en BRCA1 y BRCA2

Tabla 2. Tipos de cincer y factores de riesgo.




2) MARCADORES DE EFECTO GENOTOXICO

El nimero de agentes xenobidticos (fisicos, quimicos o bioldgicos} presentes en el
ambicnte, la compleja interaccion con el DNA y la cromatina de los individuos, la vaniedad de
rutas existentes para la reparacidn del DNA, la varicdad de células y tejidos que pueden
desarrollar tumores y la diversidad de tumores que pueden formarse hacen casi imposible asociar
el dafio genotoxico con el riesgo de algln tipo particular de cincer (Ostrosky, 19%94).

La epidemiologia molecular se ha desarrollado como una herramienta de ayuda en la
prevencidn del cincer, y los (Mimos avances permiten la evaluacion directa en humanos, de la
dosis internas de carcinogenos y de la dosis biolégicamente efectiva, de los efectos bioldgicos
resultantes y de factores que intervienen en la susceptibilidad individual. A estos pardmetros se

les llama biomarcadores y los primeros miden exposicidn, los siguientes, efecto vy los ditimos son

- de susceptibilidad (Perera et al, 1993). Los biomarcadores de efecto se proponen como

indicadores tempranos de daiio, mucho tiempo antes de que se desarrolle la enfermedad, y el
propésito de medirlos, ademds de entender los mecanismos del cancer, es el poder llegar a
prevenir el proceso que conduce a la enfermedad. Como marcadores de efecto genotdxico en
humanos se han propuesto las aberraciones cromosdmicas, el intercambio de .cromatidas
hermanas, los microndcleos, las mutaciones génicas y las alteraciones cn la proliferacion celular

(indice mitdtico y cinética de proliferacién celular) (Fig. 4) (Norppa, 1997).

10




EXPOSICION DOSIS DOSIS EFECTO ALTERACION ENFER.
INTERNA BIOLOGICAMENTE | § 8I0LOGICO| | ESTRUCTURA CLANICA
ACTIVA TEMPRANO FUNCION
L 4 L 4 ¥ v
XENOBIGTICOS METABOLITOS EN ADUCTOS MUTACIONES MUTACIONES h 4
—_— moLooicos  § ) enapny | wrnma || amp cemica CANCER
¥ EXCRETA PROTEMNAS | |MN, CB, PT.ICH | | TRASLOCACIONES
I I PERD. DE ALELOS
ABSORCION REPARACION ALTERACION DE
DISTRIBUCION REPLICACION  PROLIFERACION
METABOLISMO CELULAR
EXPANSION CITOTOXICIDAD
CLONAL

Fig. 4. Biomarcadores utilizados para evaluar individuos expuestos a agentes genotoxicos.

2.1) Aneupleidia

La aneuploidia es la alteracidn en el nimere de cromosomas presente en el nicleo, que
puede resuitar en ¢l aumento en el nimero de copias (hiperploidia) o en su disminucion
(hipopleidia). Este fendmeno ocurre por una mala segregacién durante la mitosis ocasionada por
ta alteracion del huse mitdtico vy elemenios asociados, dafo a subestructuras cromosomicas,
reordenamientos cromosomicos, alteraciones en la fisiologia celular y/o disfuncion mecénica. Es
muy importante en ia patogénesis de diversos padecimientos humanos, pues es la causa de
algunos defectos al nacimiento, aborios espontaneos e infertitidad en ciertos individuos. Per otro

iado, las células tumorales presentan cambios en el namero de cromosomas, y esta alteracidn
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tiene relacion con el proceso carcinogénico (Varmus et al, 1993). Los cambios en la ploidia
celular, usualmente poliploidia y/o hiperploidia son asociados a una gran vanedad de tipos
tumorales en estado avanzado. Estas hiperploidias aparentemente ocurren al azar lo que no
permite una asociacion estrecha entrc el nimero cromosémico encontrado con el tipo de tumor.
Se tiene por ¢jemplo, evidencias de hiperploidias cromosémicas en individuos con carcinoma
prostatico, con carcinoma de vejiga y en individuos con cancer de mama primario; por otro lade
se ha encontrado trisomia del cromosoma 5 ¥ § en células tumorales de hamster Chino (Checar
referencia de biology cancer del capitulo Genctic alterations in cancer cells). Las
ancuploidias se pueden determinar desde la obtencién de meiafases y el conteo de cromosomas
hasta la utilizacién de sondas que hibridizan cromosomas de células en interfase. La frecuencia
de aneuploidia ¢ inctuso qué cromosomas involucra, s¢ puede determinar en cualquier linea
celular y potenciaimente en cualquier tejido normal, gracias a las técnicas con sandas especificas

para cada cromosoma humano.

2.2) Cinética de proliferacién celular

La cinética de proliferacién es un parametro que permite evaluar la capacidad de los
linfocitos para proliferar en un cultive. Su alteracion puede deberse a tratamientos que reciben
las células en ¢l cultivo, pero diversos estudios (Montero et al, 1994; Herrera et al, 1994;
Gonsebatt et al, 1994) han indicado que algunos eventos que ocurren in vivo se reflejan en el
cultivo, alterando la capacidad de proliferacidn de los linfocitos. Esta se puede evaluar a través
del indice mitdtico y del indice de replicacidn, utilizande un marcador de la sintesis del DNA,
como es €l analogo de 1a timidina, la 3-Bromodesoxiuridina (BrdU). La BrdU se incorpora al

DNA durante ta fase de replicacion, los cultivos se ammestan con un inhibidor mitético {colcemid)




y se cuentan las metafases al microscopio; el marcaje con BrdU permite identificar metafases de
células que han completado uno o mas ciclos de division “in vitro™, de tal forma que se puede
determinar la proporcion de las células que se han dividido una, dos © mds veces en un
determinado periodo de cultivo, con lo que se puede hacer una estimacién no sélo de la
velocidad de proliferacién sino también la duracion del ciclo celular en el cultivo (WolfT et al,

1984; Mc Carthy et al, 1990).

2.3) Microniicleos

Los micronicleos (MN) son porciones de material genético que son segregadas del nicleo
celular durante la mitosis. Diversos mecanismos se¢ han propuesto para explicar el origen de los
micronicleos que pueden resumirse en: rompimientos cromosomicos (clastogénesis) ¢ mala
segregacion cromosdmica (ancuploidogénesis) (Fig. 5). Se utilizan frecuentemente para
cuantificar 1a exposicion a agentes quimicos y a radiaciones. Se pueden observar en muchos tipos
celulares como células uroteliales y exfoliativas de mucosa bucal y nasal pero las mas utilizadas
son las del sistema hematopoyético, linfocitos y ertrocitos. Los MN se pueden observar al
microscopio de campo claro utilizando téenicas de tincion que utilizan Brdl v anticuerpos anti-
BrdU-DNA (Montero et al, 1997), utilizando timidina tritiada, o por el método de 1a
citochalasina B (Fenech y Morley, 1985), o simplemente por tincién de los linfocitos o de frotis

de sangre para ver eritrocitos, con el colorante para 4cidos nucleicos Giemsa.
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Origen de Microntcleas

T oSragrantn 1zanco Mitranucien
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Fig. 5 Tipos de micromicleos

3) PARASITOS, CANCER Y GENOTOXICIDAD

La imeiacion de un cancer se ha asociado con un sinnimero de factores externos que estin
en contacto con ¢t individuo, entre ellos se encuentran algunos agenies bioldgicos de tipo viral,
bacteriano y parasitos (Fig. 6). Los mecanismos que dan origen a un cdncer mediado por un

agente bioldgico no viral ain no se han establecido y os que existen todavia son incompletos.
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Fig. 6, Mecanismeo hipotético de la iniciacion de un cincer mediado por parésitos

En el caso de parasitos, se han identificado varias asociaciones entre la infeccion por
helmintos y diversos tipos de cancer. Se sabe, por ejemplo, que la infeccion por cisticercos del
céstodo Taeria taeniformis en ratas produce fibrosarcomas, la infeccion por el nemdatodo

Spiracerca lupi en pervos se asocia con fibrosarcoma de esdfago y sarcoma osteogénico (Hanes,




1995), la infeccién con el trematodo Schistosomea haematobium se asocia con cancer de vejiga €n
humanos, ta infeccidon de Schistosoma japonicum con carcinoma hepatocelular y/o céﬁcer
zolorectal y ta infeccion con los tremdtodos Chivnorchis sinensis | Opistharchis felineus  se
asocia con colecistitis, colangiocarcinoma y cancer de higado, y Upisthorchis viverrini se asocian
con colangiocarcinoma (Ishii et al, 1994; Ilyinskikh et al, 1997). Se ha propuesio que en estas
asociaciones se pudiera iniciar el cancer a partir del daflo producido por una respuesta
inflamatoria cronica o por una potenciacion cn la metabolizacion de carcindgenos quimicos
debido a la induccién de enzimas que participan en.su metabolismo (Ohshima et al, 1994;
Kirby et al, 1994; Montero et al, 1999). Coincidentemente con las lesiones neoplasicas
observadas, diversos estudios han demostrado que la infeccion produce dafio genotéxico en la
forma de mutaciones génicas, micronuclees, aberraciones cromosomicas e intercambios de
croméatides hermanas (Rosin et al, 1994; Gentile et al, 1998). Flisser y colaboradores (1990,
evaluando €l tratamiento con praziquantel para cisticercosis muscular y cerebral en cerdos con
una infeccion natural, estudiaron ef polencial genotéxice de la droga. Aungue no encontraron
diferencias signiticalivas en los pardmetros evaluadas, si hallaron un gran nimero de linfociios
poliploides antes del tratamiento, decreciendo este nimero después. Se propone la explicacion de
quc el cisticerco evadia la respuesta inmune induciendo dafio a las células involucradas en dicha
respuesta.

Por otro lado, Montero v colaboradores (1994) evaluaron !a frecuencia de mutaciones en el
locus de la hipoxantinafosforibosit transferasa (HPRT) e¢n linfocitos de pacientes con
neurocisticercosis antes y después de up tratamiento con praziguaniel v encontraron que en
algunos pacientes la frecuencia de mutaciones era alta antes del tratamiento, al igual que la

frecuencia de aberraciones cromasdmicas estructurales {Montero et al, 1997),
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En lo que se refiere a cancer, dos estudios han revelado una posible asociacion con
ncoplasias. El primero menciona la coexistencia de la neurocisticercosis con una diversidad de
enfermedades, entre ellas diversos tipos de reoplasias, no obstante cn este estudio efectuado en
caddveres, no se establecio si la infeccidn ocurti6 antes que el cancer (Villagrin et al, 1989). En
el segundo estudio realizado en pacientes de un hospital neurologico, s€ encontrd que cierto tipo

| de glioma cerebral se encuentra frecuentemente asociado con neurocisticercosis, no obstante, los

|
‘datos de este estudio tampoco sefilalan claramente la asociacién, aunque si es aparente que fa

infeccion puede ser un factor de riesgo para este tipo de cancer (Del Bruito et al,1988).

4) ASPECTOS DE LA INFECCION POR Taenia solium

La cisticercosis y la tacmosis son un grave problema de salud piblica en varios paises,
incluyendo el nuestro, debido a deficiencias en la estructura sanitaria y a la falta de higiene en
comunidades donde existen condiciones de marginacion y pobreza.

Este problema se presenta principalmente en Asia, Africa y Latinoaménica, donde las mas
altas frecuencias se han observado en Brasil y en México (Fig. 7) (Sarti , 1997; Shantz et al,

1998).
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Fig. 7. Mapa de la distribucian de la cislicercosis.

En nuestro pais ain no se han cuantificado de manera eficiente las pérdidas humanas y
ccondmicas ocasionadas por la enfermedad. Esfo debido, en €l caso de la cisticercosis porcina, a
que 1o s€ tiene control total de la distribucidn racional de came de cerdo debido a pricticas
clandestinas de sacrificio, y en ¢l caso de cisticercosis humana, debido a las variadas
sintomatologias que presentan los pacientes durante la infeccion, las cuales van desde casos
asintomaticos hasta casos con siniomas muy perceptibles, le que origina que se tengan datos
parciales de la prevalencia de la infeccion en cerdos y humanos. Se tiene que la cislicercosis
porcina ha dejado entre los afios de 1980 y 1981 una pérdida de ccrca de dos millones de

nucvos pesos (Acevedo, 1985) y que la prevalencia de ésta vaya de 1.4 a 4% por palpacion de
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lengua, y de 4.1 a 7.0% utilizando pruebas inmunoenzimaticas. Para el caso de  la cisticercosis
humana actualmente se sabe que existen un promedio de 500 nuevos casos anuales, con una tasa
cruda de 0.6 por 100 000 habitantes (Sarti,1997).

El cicle de Taenia solium se mantiene cuando el hombre come came de cerdo infectada
con cisticercos, mal cocida o cruda; el parsito evagina y se convierte progresivamente €n una

taeniz adulta (Fig. B).

Fig. 8 Cicto de vida de Taemia solinvm.

Estc proceso ocurre en ¢l canal digestivo del huésped y requiere la presencia de pepsina,
tripsina y sales biliares para llevarse a cabo (Flisser y col., 1989). Esta taeniosis tiene un curso
muy benigno, o es asintomitica, a veces se presenta hambre dolorosa, anorexia, indigestion
cronica, periodos alternos de diarmea y constipacidn, sintomas nerviosos de origen tdxico y
eosinofilia del 10 al 12%. Tanto los cerdos como los humanos adquieren la cisticercosis por

comer alimentos contaminados con matenias fecales humanas que contienen huevos de Taenia
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solium que son liberados con los proglatidos maduros de la taenia adulta. Estos legan a la luz
intestinal y son absorbidos al torrente sanguineo donde se distribuyen en toda el organismo
invadiende predominantemente tejido cerebral en humanos y muscular en cerdos (Fig. 9). Por la
severidad del cuadro clinico que provoca y su alta frecuencia, la cisticercosis cerebral es la
entidad clinica mas importante de todas las localizaciones conocidas (Flisser y col, 1991). En
ocasiones se alojan los cisticercas en sitios poco comunes dando la apariencia de tumores,

{0'Grady ¥ col, 1993; Puppin y col, 1993).

Fig. 9. Cisticercos cerchrales.

Uno de los problemas que caftenta el hospedero es la capacidad que tien el cislicercy de
evadir la respuesta inmune, lo cual le permite crear 1as condiciones necesanas para su optimo
desarrolle y supervivencia (Flisser, 1988). Esto es una razén de peso para dirigir los estudios
hacia una prevencidén mds que a una curacion. La respuesta humoral en cerdos s heterogénea

detido 1anto al 1po como al nimere de antigenos presentes (Flisser, 1987). Se ha encontrado
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que en 4 superficie y microvellosidades del pardsito se adhieren inmunoglobulinas, (gl en su
mayoria, segutda de IgA c [gM, también se ha detectado moléculas como el C3b (Wilims et al,
1977; Correa et al, 1985). Estos datos se han obtenido a partir de técnicas inmunodiagndsticas
como la inmunoelectroforesis y los ensayes inmunoenzimalicos (Tsang et al, 1989; Aluja et al,
1996; Shantz et al 1994; Torres et al, 1992). Con respecto a la respuesta inmune celular se ha
visto que inlervicnen eosindfilos, linfocites y céiulas plasmaticas formando conglomerados
alrededor del cisticerco; también se ha detectado la presencia de macrofagos fagocitando
deshechos celulares y corpisculos caledreos. El parasito podria estar modulando la respuesta
inmune wtilizande los sigwientes mecanismos: 1) desviacion de la respuesta inmune hacia el
antigeno B el cual después de secretarse se fija al complemento; 2) enmascaramiento por
inmuneglobulinas; 3) tiberacion de moléculds inmunosupresoras por parte del parésito v 4)

localizacién del parisito en lugares inmunoldgicamente privilegiados.
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I} PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De los distintos tipos de dailo genoiéxico mencionados, la poliploidia y/o aneuploidia son
fenomenos poco descritos, aunque su importancia en el desarrollo de céncer recién se empieza a
entender, en rclacidn con los genes supresores de tumnores y la pérdida de heterocigocidad. En el
caso de la cisticercosis parece ser un evento importante en la evasion de la respuesta inmune,
como lo propusicron Flisser y cols. (£9940), por lo que consideramos importante estudiar este
fenomeno en relacion con otros pardmetros de dafio cromosémico y nuclear como son los
micronicleos, las célutas binucleadas y 1a apoptosis. Con el fin de caracterizar los aspectos de la
infeccidn que podrian influir sobre la magnitud de! dafio genotoxico, analizamos también la

carga parasitaria y el reconocimiento antigénico como evaluacion de la respugsta inmunoldgica.
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IV) HIPOTESIS

La infeccion por cisticercos de 7. sofium induce dafio genotoxico reconocible en los

linfocitos de sangre periférica del huésped y este dafio esta en relacion con la carga parasitaria,

YV)OBRJETIVOS
1YObjetivo general
Establecer s existe correlacion entre la carga parasitaria y el dafic genotdxico en
linfocitos de sangre periférica de cerdos infectados con cisticercos de Taenia solium.
2)Objetivos particulares
a) Evaluar la cinética de proliferacion de linfocitos en sangre de cerdos infectados.
b) Evaluar ia frecuencia de linfocitos poliploides en relacion con la infeccion.

¢) Evaluar la frecuencia de micronicleos en células linfocitarias.

¢)Evaluar otras alteraciones nucleares: protrusiones nucleares, células binucleadas.

h) Buscar si existe la correlacion entre la frecuencia de dafio genotoxico de algun tipo v la

carga parasitaria.
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VI) MATERIAL Y METODOS

1) Obtencion de animales

Se obtuvieron 6 cerdos sanos y 9 cerdos infectados del poblade’ de Ixtlilco, Morelos,
donde la seroprevalencia de la infeccifn en cerdos y en humanos ers considerable. Eb diagnéstico
de !a infeccidn en cerdos se realizd por palpacion de lengua y anélisis serolégico (Western Blot),
Para los controles se obtuvieron 6 cerdos saros de la zona de Xochimilco y se utilizé la téenica

de flotacion (copros) para descartar infecciones por otros parisitos.

2) Obtencién de muestras sanguineas
A cada cerdo sc le extrajeron, en condiciones asépticas, aproximadamente 60 ml de sangre
via yugular utilizando jeringas estériles (Plastipak $ A de C.V.) que contenian 2 mi de Heparina

a una conceniracion de 1000 UVml (PiSA S.A. de CV.).

3) Cultivos de sangre entera

En un drea estéril y con material estéril, se sembraron 0.5 m] de sangre, 1 m de suero fetal
bovino (Gibco), 0.2 m] de una solucion de fitohemaglutinina 32 uM (Gibco), 11 pl de una
solucion de Bromodesoxiuridina (BrdU} 20.3uM (SIGMA) ¥ medio de cultivo RPMI 1640
(Gibco) suplementado con aminodcidos esenciales y glutamina hasta un volumen total de 7 mt.

Se ingubaron a 37°C cultivos por tnplicado durante 46h y 70h, por cada cerdo.
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3.1y Cosecha

Dos horas antes de termunar cada periodo de incubacidn se adiciond una solucion de
Colcemid a una concentracién de 2 ug/cultivo (Gibco) agitando suavemente. Concluido el
periodo de incubacidn se centrifugaron los tubos a 1500 rpm por 10 min, s¢ desechd el
sobrenadante y se les adicioné 10 ml de una solucion hipoténica de KCL. Se incubaron a 37°C
durante 30 min. Se centrifugaron nuevamente a 1500 rpm por 10 min. Se realizaron lavados con
una solucion fijadora de metanol-acido acético 3:1 hasta que el paquete celular quedd limpio. Se

conservd el paquete celular en la sotucion fijadora a 4°C.

3.2) Tincidn diferencial de cromosomas

Se colocaron de seis a ocho gotas de la suspension de linfocitos en un portaohjetos desde
unz distancia de 60 cm. Se prepararon dos laminillas por cultivo. Se dejaron secar y se incubaron
en una solucidn de fluorocromo Hoescht 33258 al 1% en la obscuridad durante 30min, se lavaron
con agua corriente y se dejaron secar, Pasteriormente se colocaron bajo luz UV embebidas en
solucidn amortiguadora de fosfatos 0.06 M, ptl 7.4 durante 2 h. Se enjuagaron en agua destilada
y se tifieron en solucion de Giemsa (Merck) al 4% durante tres minutos, se enjuagaron en agua

corriente y s¢ secaron. Se montaron con Enteltan (Merck).

4) Cultivos de células monoaucieadas
10 ml de sangre se centnfugaron a 1500 rpm por 10 min. Sc extrajo la capa de células
blancas de 1a interfase entre ¢l suero y los eritrocitos, se transfind a un tubo estéril y se lavaron

on medio RPMI 1640 centrifugando a 1500 rpm por 10 min. Después de los lavados se desechod
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el sobrenadante y se resuspendio el botdén en un volumen conocido de medio RPMI 1640, Se
realizé ¢l conteo de células blancas (ver anexo 2). Contadas las células, se transfirieron 1.5 x 10°
a un tubo estéril, al cual se le adiciont 0.6 ml de suero fetal bovino, 0.2 ml de una solucién de
fitchemaglutining y medio RPMI 1640, suplementado con aminoacidos esenciales y glutamina,
hasta un volumen de 3 ml. Se prepararon un total de tres cultivos por cada muestra. Se incubaron

2 37°C y los cultivos se incubaron por 23 h mds.

4.1) Cosecha
Concluyendo el periodo de incubacién se centrifugaron tos cuitivos & 1500 rpm durante 10
min, s¢ desheché el sobrenadante y se adicioné 5 ml de solucién 0.075M de KCI,
inmediatamente después se centrifugaron a 1500 rpm por § min. Se desheché el sobrenadante y
o
se lavd el paquete celular con solucidn fijadora hasta que quedd blanco dentro dei tubo,

centrifugando 2 1500 rpm por 10 min dvrante cada lavado. El paquete celular final se

resuspendié en un volumen de 0.5 ml de solucién fijadora. Se conservé a 4°C.

4.2) Tincidon inmunohistoquimica

Teniendo las células mononucleadas suspendidas en solucidn fijadora se procedio a
colocar de 2 a 6 gotas de esta suspension en &l centro de un portaobjetos desde una distancia de
20 cm, dejando secar al aire. Se¢ prepand una laminilla por cultive. Una vez secas se precalentaron
10 minutos en PBS (pH 7.1) a una temperatura de 76-80°C y se colocaren en formamida (Sigma)
al 40% durante 15 minutos a la misma temperatura, se lavaron tres veces con solucion
amortiguadora de fosfatos durante dos minutos. Se delimitd 1a zona de aplicacién de anticuerpos

con un ldpiz graso y se adicionaron 220ui del primer anticucrpo, anti-BrdU (Becton Dickinson),
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diluido 1:50. Sc incubaron las laminilas en una camara himeda a temperatura ambiente por 2 h
y 5¢ lavaron con solucién amortiguadora de fosfatos. Posteriormente se les adicionaron 220l del
segundo anticuerpo, anti-IgG de ratdn, conjugado con peroxidasa (Sigma), dilnido 1:100. Se
incubaron las laminillas en una ¢imara himeda durante 30min. Una vez fijados los dos
anticuerpos se revela con una mezcla de diaminobenzidina (Sigma) y peroxido de hidrogeno
durante 15 mun, la cual produce una coloracién café en los nicleos que incorporaron BrdU.
Finalmente se lavaron con agua destilada tres veces, se secaron y contratifieron con solucion de

Giemsa al 4% durante 1 min. Se montaron: con Entetlan,

5) Determinacion de la cinética de proliferacién y frecuencia de poliploides.
Una vez tefiidos los cromosomas obtenidos de sangre entera se observaron al microscopio
100 metafases por cultivo y se determing cudntas de ellas estaban en primera, segunda o tercera

divisidn, para determinar la cinética mediante 1a siguiente ecuacidn,

[R= I{M1y+2(M2)y+3(M3)/ T
donde:
IR: Indice de replicacion
M1: Metafases en primera division,
M2: Metafases en segunda division.
M3: Metafases en tercera division.

T: Total de metafases observadas.
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Con los indices de replicacidn de los cultivos de 46 h y de 70 h se calculd el tiempo

promedio de generacion, mediante la siguiente formula;

TPG. =(T;- T /(IR, - IR))
donde:
T.P.G. : Tiempo de generacion promedio.
T2 : Tiempo de cultivo final.
T1 - Tiempo de cultivo inicial.
IR2 : Indice de replicacién del cultivo final.

IR1 : Indice de replicacidn del cultivo inicial.

Para determinar la frecuencia de células poliploides v/o hiperploides se contaron los
cromosomas de 100 metafases distinguiendo cuales tenian mis juegos cromosdmicos de los
normales, es decir 4n, 6n, o bien, un nimero de cromosomas mayor de 38, sin llegar a completar

un nimero n adicional..

6) Determinacién del indice de marcaje, frecuencia de micronicleos y alteraciones
nucleares

Una vez tefiidas las células mononucleadas con la tincidén inmunochistogquimica se
determina el indice de marcaje obscrvando 2000 células al microscopio y utilizando la siguiente

ecuacion:
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IMc = (C/2000)
londe: =
IMc: Indice de marcaje.
C: Niicleos cafés abscrvadas.
2000: Total de nicleos evaluados, tefitdos de azul o café.

Para la frecuencia de MN v alteraciones nucleares se observan 2000 células cafés y se

fetermina la proporcién de células que presentan MN y alleraciones nucleares { , ¢élulas

linucteadas, protrusiones nucleares).

) Criterios para la evaluacion de cada parimetro

Células en 1" division: Se observan las dos cromatides tefiidas de color morade intenso,

?ado por el colorante de Giemsa.
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Células en 2* division: Se observan los cromosomas en “arlequin™, esto ¢s, una cromatide
e color marado intense, dado por el colorante de Giemsa y a otra de color azul palide dado por

a 50lucion de Hoescht y la BrdU incorporada.

| Células en 3" divisidn: En estas la incorporacion de BrdU es completa, por lo tanto, las dos

-romatides se observan de color azul palido.

am
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Micrenicleps: Deben tener forma redonda v ovalada; deben tener un tamafio inferior a 173
2l nicleo principal y tener un color y apariencia igual al del nicleo principal. Su nimero

Aximo no se ha establecido, pero depende de que haya un nicleo principal distingnible.

Polinucleadas: Son células que presentan un citoplasma teconocible y dos 0 mas niicleos

e} mismo tamafio, comparable con el tamafio de las células mononucleadas.
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Prolrusiones nucleares: Son esiructuras redondas u ovatadas, del tamafio y aspecto de los
N, pero asociadas estructuralmente con ¢l nicleo principal, por fragmentos de material que

mbien se tife de café en 1a tincion inmunohistoguimica,
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vil) RESULTADOS.

A) Cultivos de sangre entera,

A.T1) Cinética de proliferacion celular.

Se determing ¢l indice de replicacion (1.R.) para cada cultivo de sangre entera. La Gréfica 1
muestra este indice para cada uno de los grupos en cultivos de 46h. La replicacion promedio en
este tiempo de cultivo es de 1.5 (o lo que se vio en controles sanos) y se observa que no hay

variacion en los 3 grupos estudiados.

Grifica |. Indice de replicacion para cuttives de 46h. Inf-infeciados, Cont.z-tontroles de la zona de mucsiree (Ixtliteo): Cont -
controles de grenjas wecnificadns, Se grafico ¢ada cerdo como un punto oo cada grupo 1 s¢ unicron los puntos con lineas pars
{aciliar su comprensidn.

Para los cultives de 70h se procedié de la misma manera; en la Gréfica 2 se observa el
indice de replicacion para cada uno de los grupos. Mientras que los 2 grupos de cerdas no
infectados con cisticercos mostraron ¢l incremento esperado en ei indice de replicacion, los

cerdos infectadas mostraron un retraso claramente visible en ta grafica.
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Grifica 2. Indice de replicacién parn cultivos de 70h, [nf-infectados;, Cont. z-controles de 1a zoua de muestreo {[xtlilco); Conl.-
controles de granjas tecnificadas.

Para hacer el andlisis estadistico se determind e! indice de replicacién promedio para cada
uno de los grupos en estudio. En la Grafica 3 se muestra el indice de replicacién promedio a 46h

y 70h.
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Gritfica 3. Indice de replicaciém promedio a 46h y 70h. [nf-infectados; Contz-coutroles de |a zona de muestres {[xtlilco); Cout-
controles de granjas tecnificadas. * p< 0.05 ol comparar cultivos de 46 v de 70 h.

Comparando el indice de replicacién promedio entre grupos, observamos que 10s cultivos
de 46 y 70 h del grupo de cerdos con infeccion natural no muestran una diferencia significativa
(p > 0.05), mientras que los cultivos a 46 y70 h de controles de {a zona y de granjas tecnificadas

si muestran una diferencia significativa (p < 0.05).
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Con el indice de rephicacion de cada muestra y el indice de replicacién promedio se
determino ¢l tiempo promedio de generacidn celular (T.P.G.) para cada grupe de estudio. En la

Grifica 4 se muestra dicho promedio.
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Grifica 4. Tierapo promedio de generacion celular para
cxda grupo en estudio.

8

Cuando se calcul ¢l tiempo promedio de generacién (T.P.G.) para cada grupo de estudio
se encontr¢ que, mientras a los controles les lleva aproximadamente un promedio de 24 h
terminar su replicacion (20.4 h para Cont-z y 27.6 h para Cont.), a los infectados les lleva

aproximadamente 1G veces mds del tiempo (239.3 h).

A.2) Frecuencia de células poliploides.

En los mismos cultivos se determind la frecuencia de células poliploides y/o hiperploides,
distinguiendo si estaban en primera, segunda o tercera division. Esta frecuencia se determind a
46 hy 70 h. En la Grifica S se muestra la frecuencia de poliploides para cada grupo en cultivos

de 46 h. Para los cultivos de 70 h la frecuencia de poliploides se observa en la Gréafica 6.
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Gréfica 5. Frecoencia de tétulas poliploides en cultivos de 46h. Inf-infectados; Contz-controles de 1a zons dé muestreo (Ixtliko);
Cont-controles de granjas tecnificadas. PPx-células poliploides en 1%, 2* o 3* division.
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Gréfica 6. Frecuencia de célulss poliploides en cultivos de 70h, lnf-infectados; Comz-controles de ta zona de muestreo (Ixtlilco),
Cont-cemtroles de pranjas tecnificadas. PPx-células poliploides en 1", 2* 038 division.

Como se observa en las grificas aparentemente existe un incremento en la frecuencia de
¢élulas poliploides, para ¢l grupo de cerdos con infeccidn natural, conforme las células blancas
van replicindose. Observe en la Grafica 5 este incremento en las células de 3* divisién
significativo para el grupo de cerdos con infeccién natural (p < 0.05); para los contreles de la
zona, aunque la difetencia no es significativa (p > 0.05), si s¢ observa una pequefia frecuencia
durante la replicacién. Por otro lado, en la Gréfica 6 observamos que aunque no hay diferencias
significativas (p > 0.05), se observa que en tercera divisién fa frecuencia de poliploides es mayor
para los grupos de cerdos con infeccién natural v de controles de la zona. Los cultivos de

controles de granjas tecnificadas no presentaron células poliploides.
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B) Cultivo de células mononucleadas.

En estos cultivos se evaluaron nicleos en interfase con tincidén inmunochistoquimica; en

estas preparaciones se obtiene una coloracion café de los micleos que incorporaron BrdU,

contrastando con nicleos tefiidos de plrpura con el colorante Giemsa, los cuales no incorporan

BrdU.

B.1) Indice de marcaje.

Se utiliza para estimar la capacidad de proliferacion de las células en el cultivo. Se

determiné mediante la frecuencia de células marcadas con BrdU entre un total de 2000 células

observadas, La Grafica 7 muestra el indice de marcaje para cada muestra analizada.
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Gréfica 7. Indics de marcaje por muestra. La clave numérica seguida por un guidn y uns letrs corresponde a las muestras de los
antirales infectados; la letrs C en La clave de cada animal estudiado sc refiere 2 que son condroles; ln z al final de ¢ada clave indica
que Ias mestras son controles de |4 zona de muestreo {Ixthiloo).

Como se puede observar no existen diferencias significativas entre muestras (Prucba de

Kruskal Wallis}.
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B.2) Frecuencia de microaticleos.

Se determiné la frecuencia de micronicleos para cada muestra mediante la observacion de

2000 células cafés. La frecuencia encoatrada en cada animal se representa en la Grafica 8,
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Grafica 8. Frecuencia de micronucleos para cada muestra. La clave niimerica seguida per um gui6n y una letrs comesponde a las
muestras de ks snimales infoctados; la lewra C en la clave de cads animal estudiado s refiae 2 que son coniroles, 12 2 2 Gnal de Ja
clave indica que son controles de la zona de muesireo (Ixtlilea).

Coma se puede observar existe una diferencia significativa (Prucba de Kruskal Wallis)
entre el grupo de cerdos con infeccion natural, el grupo de controles de la zona y el grupe de
controles de granjas tecnificadas. Entre los grupos de controles no hay diferencia significativa

alguna (Prueba de Kruskal Wallis).
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B.3) Frecuencia de células binucleadas,
En la grifica 9 se observa la frecuencia de células binucleadas determinade por la

observacidn de un total de 2000 células cafés por cada animal.
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Grifica 9. Frecuencia de células binucleadns, evaluada en cada muesira. La clave niimerica seguida de un guién y una letra
comresponde 8 las muestras de los anirmales infectados; la fetra C en La clave de eada animal estudiado se refiere a que sor controles;
[a z al lina] de la clave indica que son conttoles de la zons de muestren (Lalileo).

Como se observa en la Grifica 9 existen diferencias significativas (Prueba de Kruskal

Wallis) entre ¢l grupo de infectados y los grupos de controles de la zona y de granjas

tecnificadas.
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B.4) Frecuencia de protrusiones nucleares.

Se observaron 2000 células cafés y se determino la frecuencia de protrusiones nucleares.

La Grafica 10 muestra esta frecuencia.
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Grifica 10. Frecuencin d¢ protrusiones nucleares de cada muestra analizada. La clave munerica seguida de un guiém y una letra
corresponde & las muestras de los animales infectados; 1a letra C en 1a clave de cada animal estudiado se refiere a que son controles;
1oz al final de 1a clave indica quz son contrales de 1a zona de mueseres (Ixtlilco).

Se determind que existen diferencias significativas (Prueba de Kruskal Wallis) entre el
grupo de cerdos con infeccion natural, y cada uno de los grupos usados como confroles. Entre los

controles de la zona y los de granjas tecnificadas no existen diferencias significativas (Prueba de

Kruskal Wallis).




C) Correlacién entre daiio genotixico y carga parasitaria.

La Tabia 1 muestra los datos de genotoxicidad encontrados (CB, MN, PN) para cada una de

las muestras y la cantidad de cisticercos presentes en el cerdo asi como también €] tipo de banda

identificada.

Muestra cB MM PN LMc # Cisti. Banda
50-A 525 275 5.5 0.557 0 18
75-A 235 4 6 0.48875 0 42

2-A 10 25 2 0.31375 1 42, 24
28-B 16.5 25 4.5 0.40975 0 42
69-A 15 5 5 0.3795 0 24,13 14
Czt 3 0.5 a 0.58738 0 Ning.
Cz2 1 0 0.67 0.50133 Q Ning.
Cz3 3 0.67 1 0.5485 0 Ning.
Cz5 2 0.33 0.67 0.6445 Q Ning.
Cs 0 0 0 0.4 o Ning.
c2 Q 212 1.41 0.34 Q Ning.
C3 0 0 0.456 0.5t Q Ning.
C4 0 0 0 0.6 0 Ning.
Cs 0 0 2.34 0.1 ] Ning.
C8 0 0 .45 0.51 0 Ning.
C7 0 0 0 0.37 Q Ning.
c8 ] 0 0 | 0.4 0 Ning.

Tabla 1. Datos de los pardmetros de genotoxicidad encontrados comptementados con los datos de cisticercos
encontrados y bandas identificadas. Las claves numéricas seguidas de un guion y una fetra corresponden a los Inf, Ja
C comresponde a los controles de granjas tecaificadas y ia z &) final definen los controles de la zona de muestreo, CB

(células binucleadas), MN (micromicleos), PN (protrusiones nucleares), LM (indice de marcaje).

No se encontrd comrelacién entre el dafio gencotéxico y la carga parasitaria ni tampoco
relacion entre el dafio genotdxico encontrado y €! tipo de banda identificada por el suero del

cerdo.
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vIIm) DISCUSION.

El cdncer es un problema a mivel mundial que dia a dia cobm la vida de miles de
individuos, del que aln se desconocen algunos aspectos de los mecanismos que llevan a su
iniciacion y por ende aiin no se comprenden las rutas principales que llcver-l a su radicacién.

Hoy en dia existen numerosos estudios que han encontrade una comelacion directa y
significativa entre pardmetros de genotoxicidad como aberraciones cromosomicas, micronicleos,
y ciertas aneuploidias, tdxicos quimicos-fisicos-ambientales y cAncer. En ¢l caso d¢ parisitos,
como téxicos ambientales, existen pocos estudios, pero en eltlos se ha podido establecer una
relacion estrecha entre la infeccion cronica en el huésped y ia presencia de algin tipo de céncer
{WHO/1ARC, 1994).

Para ¢l caso especifico de Taenia sofim, existen trabajos donde demuestran la presencia de
dafio genotdxico en pacientes y animales cisticercosos e incluso asocian la infeceion cronica con
formas de cincer (Montero et al, 1997; Flisser et al, 1990; Herrera et al, 1994; Del Bruto et
al, 1997).

Por tanto nuestro estudio pretendio ampliar un poco més los conocimientes existentes
sobre la retacidn posible entre la infeccidn cronica inducida por cisticercos de Taenia solivm y el
incremento en la frecuencia de parimetros de genotoxicidad en el huésped, ademas de observar si
este incremento tiene retacion con la carga parasitaria.

Tenemos entonces, que al estudiar la cinética de prohiferacién celular, encontramos un
decremento en el indice de replicacién para tos cultivos de 70 h del grupo de cerdos con infeccion
natural en comparacion con los grupos controles que presentaron un indice de replicacion normal.
Visto de otra manem se tiene que los linfocitos obtenidos del grupe de cerdes con infeccion
natural necesitan diez veces mas del tiempo (239.3 h para infectados vs 24 h para controles)

utilizado por los grupos controles para replicarse. Esto hace suponer que existe un daflo en la
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maquinaria que permite la division celular una vez formados los nicleos de las células hijas.
Estudios previos (Aluj:i et al, 1988} describen que la infeccién crénica por cisticercosldc Taenia
sofium deprimen el sistema inmure del hussped, o que nos hace suporer que los cerdos en
estudio, debido a la infeccidn natural, estzban inmunosuprimidos lo que se reflgja en el
decremento de la replicacion de los linfocitos en el cultivo.

Se observo también una pequedia frecuencia de linfocitos poliploides y/o hiperploides en ¢l
grupo de cerdos con infeccion natural y en el grupo de controles de la zona; aungue no
significatives (p » 0.05) si corroboran los datos publicados por Flisser et al (1990) encontrados en
cerdos con infeccion natural. Se encontré también que en cultives de 46 h, del grupo de cerdos
con infeccién natural, la frecuencia de linfocitos poliploides y/o hiperploides se incrementa
conforme las células se replican, lo que hace suponer que existe un dafio en el linfocilo debido a
la infeccidn cronica natural del cerdo, que impide una adecuada segregacion de tos cromosomas.
Hablando de aneuploidias, encontramos también un claro incremento sig11iﬁca1ivo {(prueba de
Kruskal Wallis) en la frecuencia de células binucleadas para el grupo de cerdos con infeccion
natural; este valor fue 7 veces mayor al obtenido por (Martinez F, 2000}, lo que nos hace
suporter que ¢l tiempo de infeccion de nuestro grupo de cerdos es un factor determinante en la
irduccién de este tipo de daflo. Podemos decir que el dafio se va acumulando en la célula y se
expresa durante su proliferacion. Conociendo entonces que las células hiperplioides v las céhulas
binucleadas pueden ser el resultade de alteraciones durante la mitosis y la citocinesis se infiere
que cl pardsito, por mecamismos desconocidos, puede iniciar ¢l dafio a nivel de microfilamentos o
de microtibulos.

Al determinar la frecuencia de microniicleos {MN) v de protrusiones nucleares (PN) se

encontrd un incremento significativo (prueba de Kruskat Wallis) de estos parametros en el grupo
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de cerdos con infeccion natural en comparacion con los grupos de cerdos controles. Martinez F,
(2000) observé tambien este incremento en cerdos infectados en forma intencional, mis jovenes
¥ con menor tiempo de infeccion.

La determinacién de MN en cualquier tipo de linea celular ha tenido un amplio uso en
diferentes estudios que tratan de entablar una relacion entre parametros de genotoxicidad y la
presencia de cierto tipo de cancer, Para el caso de pardsitos se ha observado que una infeccion
cronica en el huésped pueds producir un dafio de tipo genotoxico y éste podria asociarse con
cincer. Se tienen un estudio que sugiere esta asociacidn, con la presencia del pardsito
Schistosoma hematobium (WHO/LARC, 1994} en pacientes infectades, en los que se encontré un
incremento de MN en células de descamacidn de vejiga, que es el organc donde se aloja este
pardsito, preferentemente y donde se proeduce el céncer.

En este estudio s¢ encontrd dafio genotdxico cn linfocitos de sangre periférica en los cerdos
infectades con cisticercos de Taenia solium. Por los antecedentes que existen, podemos
especular que el aumento en la frecuenciza de MN encontrado en nuestro estudio podria ser
originado de dos formas: 1} por eventos de clastogenicidad iniciados por mecanismos
inflamatorios ¢ 2} por eventos de aneuploidia iniciados por mecanismos no conocidos. Esta
hipétesis adquiere mas veracidad observando los incrementos encontrados en las frecuencias de
células hiperploides y células binucleadas.

El hecho de que &l parisito sea el responsable del incremento en los parametros de
genotoxicidad lo corroboran con los datos obtenidos por Martinez F (2600), al correlacionar Ja
frecuencia de MN que ella encontrd con la viabilidad de los pardsitos obtenidos. No obstanie la
definicidn de los mecanismos que provocan este incremento en la frecuencia de los marcadores

de genotoxicidad evaluados requiere la realizacion de estudios posteriores.




No encontramos relacién directa entre la carga parasitaria y el dafie genotdxico encontrado.
La presencia de anticuerpos en sangre, identificados por Western Blot, demuestran que hubo
infeccion y que su erradicacidn era reciente; Jas bandas predominantes fueron la GP24, GP18 y
GP42.

En 1a prictica se ha demostrado que existen jerarquias en ¢l comportamiento social de los
cerdos que deambulan libremente lo que impide que todos los cerdos ingieran 1a misma cantidad
de huevos de Taenia solium: ingiere mas el lider que come mas, y el resto ingiere menos
(Copado, 1996). Esto, aunado con el dato que existe publicado por Aluja et al (1996) de que la
respuesta inmune persiste por méds de 5 meses, podna explicar la baja carga parasitaria y la
ausencia de cisticercos en los cerdos de estudio. No obstante, la respuesta inmunoldgica ticne

lugar ain cuando s6lo haya un cisticerco.
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1X) CONCLUSIONES.

1. La infeccién natural por cisticercos de Taenia solium provocd un decremento significativo en
el indice de replicacidn de linfocitos.

2, Encontramos dafio genotéxico en los linfocitos de sangre peniférica; el cI:ual medimos como
MN, PN, CB y células poliploides.

3. El dafio encontrado se puede relacionar con mecanismos de alteracién por aneuplodia o dafio a
nivel de microtibulos o microfilamentos.

4. No se encontré relacion entre la carga parasitaria y el dafio genotoxico evaluado.

X)PROPUESTAS.

1. Continuar con el estudio y determinar los mecanismos que originan el dafio genotoxico
encontrado, en un modelo de laboratorio donde la infeccidn, su progresién y duracibén puedan
controlarse.

2, Evaluar diferentes fracciones del cisticerco para encontrar si algunos de etlos provocan el dafio
genotdxico.

3. Determinar con exactitud en qué sitio de la célula se producen las alteraciones que impiden su

estimulacién con mitdgenos o que completen adecuadamente el ciclo celular,




XI}) ANEXOS.

Anexo 1. Conteo de células mononucleadas.
Una vez resuspendido el botdn de células blancas en un volumen conocido de medio de
cultivo se realiza lo siguiente;
Se transfiere una alicuota de 20ul a un 1ubo no estéril adicionandole 0.9ui de Azul de
Tripano (Gibco) y medio de cultive RPMI 1640 {Gibco) hasta un volumen de 1ml. Se agita la
mezcla, se coloca unz gota con la ayuda de una pipeta Pasteur en un hemocitémetro y se realiza

el conteo de células presentes en los recuadros del hemocitémetro.

na de contgo.

Se calcula la cantidad de células blancas presentes en los 20u]l mediante la ecuacidn

siguiente:

CM = (M/8) x 10%x (V)
donde:
CM: Nimero de células blancas,
M: No. de cétulas observadas en los recuadros del hemocitémetro.
V: Volumen final de la suspension de células.
Las células blancas se distinguen facilmente porque son brillantes, con una coloracion amariilenta

y de tamaifie mayor que los eritrocitos que son translicidos y de color anaranjado.
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