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RESUMEN

SALAS GARRIDO CARLOS GERARDO. Identificacion de las fases de desarrollo del
metacestodo de Taenia solium en cerdos (bajo la direccion de: Aline Schunemann de Aluja y
Fernando Constantino Casas).

Se infectaron experimentalmente doce cerdos, via oral, con 100,000 huevos viables de T.
solium cada uno, posteriormente se eutanasiaron y se les realizd la necropsia a diferentes
tiempos posinfeccion, con el objetivo de reconocer las fases tempranas del desarrollo
parasitario, y la interaccion huésped-paréasito en los primeros dias posinoculacion, utilizando
técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas para su determinacién en diferentes tejidos. Se
identificaron en los primeros dias posinfeccion estructuras parasitarias con mayor éxito bajo la
técnica de inmunohistoquimica. Dichas estructuras a los 2 dias posinfeccién (d.p.i), se
apreciaron en: Luz del intestino delgado (ID), vasos sanguineos mesentéricos, y musculos
esqueléticos, a los 4 d.p.i, en la luz de ID, higado y musculos esqueléticos, y de los 6 a los 39
d.p.i, en musculos esqueléticos. Las formas de las posoncosferas entre los 2 y 6 dpi. son
redondas u ovoides, variando en tamario desde los 6 a los 34 X 27 um. A partir del dia 14
posinfeccion se identificaron estructuras parasitarias bien desarrolladas, superiores a los 550 X
750um, y alrededor de estas, diversos grados de reaccion inflamatoria (granulomas
eosinofilicos). En las primeras fases de desarrollo del parasito, no se observd respuesta

inflamatoria en contra de los mismos.




Identificacion de las fases de desarrollo del metacestodo de Taenia solium en cerdos.
INTRODUCCION

Existen informes que indican la presencia de cisticercosis porcina desde tiempos muy
remotos. Aristofanes en una de sus comedias escritas entre 380-375 a.C., describe a la
vesicula del cisticerco con apariencia de “granizo”, e indica como buscarlos en la lengua de
los cerdos. Aristdteles en su “Historia de los animales” (384-322 a.C.) describe de una
forma notable la presencia de estos metacéstodos en los musculos esqueléticos de los
cerdos (1).
El nombre "Cysticercus " le fue dado por Laennec derivado de las palabras griegas kystic
que jsig‘r"!if\iga vesicula y kercos que significa cola (vesicula con cola) . En 1809 Rudolphi le
dio élh»ﬁéﬁﬂgréfv“'ééllulosae" a la especie, por su gran afinidad por el tejido conectivo.
Benedre'n:ér; 1853 fue el primero en sospechar su relacion con el genero Taenia. Pero fue
hasta 1855, cuando Kachenmeister y Leuckart en 1856 identificaron esas vesiculas como
cisticercos y demostraron su ciclo biolégico (1).
La teniosis-cisticercosis humana vy |a cisticercosis porcina son enfermedades comunes en

paises en donde las condiciones de higiene en la poblacidén humana son deficientes y se




consume carne de cerdo parasitada con el metacestodo de Taenia solium, asi como
vegetales, agua y otros alimentos contaminados con heces humanas con huevos del
parasito (2), lo que causara cisticercosis. En el medio rural, la presentacion de estas
enfermedades es muy alta, debido a que los cerdos deambulan libremente y pueden
consumir heces humanas contaminadas con huevos de Taenia; ademas de existir una
deficiente inspeccion sanitaria de la carne y practicas de matanza domiciliarias (3), lo cual

permite que se complete el ciclo del parasito.

Desde el punto de vista de salud publica, la neurocisticercosis representa un importante
problema neurolégico en nuestro pais, ya que se presenta como causa de muerte o
hallazgo incidental en el 2.38% de las necropsias practicadas en el Hospital General de
México, Secretaria de Salud (4). Asimismo, la cisticercosis porcina causa grandes pérdidas
econémicas por la destruccion y devallo de las canales parasitada (5). Los musculos
esqueléticos principalmente afectados en los cerdos son maseteros, pterigoideos vy triceps
(6), aunque en infecciones severas, los metacestodos pueden encontrarse en todos los

musculos estriados (incluyendo al miocardio) y en el encéfalo.

La Taenia solium es un parasito perteneciente a la clase cestoda, que posee un escolex




armado por un rostelo (corona de ganchos) y cuatro ventosas, que en su porcion inferior se
adelgaza para formar un cuello, a partir del cual se desarrollan proglétidos inmaduros y
gravidos. Su ciclo de vida consta de tres fases: 1) La etapa adulta se encuentra en el
intestino delgado del humano (huésped definitivo), y sus proglétidos gravidos son
evacuados con las heces. 2) Los huevos contenidos en los segmentos gravidos, son
liberados en el ambiente, contaminando liquidos o alimentos, pudiendo ser consumidos por
el cerdo (huésped intermediario) o el humano, donde pasan al intestino delgado, y por
accion de las enzimas proteoliticas y sales biliares se activan las oncosferas, que
posteriormente penetran la pared intestinal, alcanzando capilares sanguineos y linfaticos, y
distribuyéndose principalmente a musculos esqueléticos, y al sistema nervioso central,
ocasionando cisticercosis muscular o neurocisticercosis. 3) El ciclo se cierra cuando el
humano ingiere el metacéstodo llamado Cysticercus cellulosae, en carne cruda o
insuficientemente cocida, proveniente de un cerdo parasitado. Nuevamente las enzimas
intestinales como la tripsina y las sales biliares (7) activan al cisticerco para que se fije a la
pared intestinal donde crece y se diferencia hasta convertirse en una Taenia solium adulta

productora de proglétidos gravidos (3) (Fig. 1).




Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium.
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A pesar del conocimiento del ciclo de esta parasitosis, se conocen parcialmente algunas
de sus fases intermedias de desarrollo y su migracion. Se sabe que al infectarse el huésped
con huevos de Taenia solium, estos llegan al intestino delgado donde se liberan las
oncosferas, las cuales muestran motilidad activa por el movimiento de 3 pares de ganchos,
que poseen (8) y pasan a circulacion sanguinea, por el sistema porta hacia el higado; en

éste producen hemorragias, necrosis y finalmente “manchas de leche" (9). Posteriormente




se encuentran como metacestodos vesiculares, coloidales o caseosos en miusculos
estriados y encéfalo. Sin embargo, no se ha identificado ni descrito claramente el desarrollo

del parasito entre la etapa oncosferal y el metacestodo vesicular.

Yoshino en 1933 (10), describe el estadio posoncosferal de 24 a 72 horas posinfeccion
como una forma esférica u ovoide, que en su observaciéon en el microscopio foténico es
grisacea. Si han pasado de 24 a 48 horas posinfeccion, estas formas juveniles miden 0.024-
0.042 mm de largo y 0.021-0.036 mm de ancho; de 48 a 72 horas posinoculacion miden de
0.03-0.058 mm de largo y 0.027-0.054 mm de ancho. La forma juvenil de Cysticercué
cellulosae a los 6 dias y 15 horas bajo el microscopio fotonico consta de una delgada
membrana externa poco diferenciable de los tejidos del huésped, y células pleomérficas con
procesos protoplasmaticos dentro de esta membrana, situadas usualmente en un polo del
parasito y esporadicamente en la region central, midiendo 0.320-0.448 mm de largo y 0.256-
0.375 mm de ancho. Por otra parte el mismo autor, identifica las formas tempranas del
parasito macroscopicamente entre los 6 dias y 15 horas, y los 12 dias y 15 horas
posinfeccion, como manchas incoloras y transparentes, dificiles de encontrar en los diversos

- 6rganos y musculos.




Leﬁckart en 1879 (11), (cit.Slais 1970) menciona que en el desarrollo de C. cellulosae, la
vesicula se origina primero, seguido de la diferenciacién del escolex y el crecimiento
paralelo de ambas porciones (Fig. 2). El sugiere que el vestibulo se origina de pliegues
formados alrededor de la abertura primaria del canal espiral, que se continian sobre la

superficie de la pared vesicular, separando de este modo la porcion invaginada del

metacestodo (Fig. 3).

Figura 2. - Esquema de desarrollo de
C. cellulosae (A-F) segln Leukart.

A.-desarrollo de la vesicula

{
~——TC B-C.-diferenciacion del escolex
N J ™\ /"” \ D-F.- crecimiento de ambas porciones
( PA ) { | (vesicula y escolex).
- 7B N\ DN\ JE .
....... ~ % (Tomado de Salis 1970.)
—
A Figura 3. —Formacioén del vestibulo segun

Leukart. A - pliegue inicial de la pared de Ia
vesicula, B- Vestibulo desarrollado, f -
abertura del canal espiral v — vestibulo; a —
pared del vestibulo.

(Tomado de Slais 1970).




Heath y Smyth (12) mencionan que el desarrollo posoncosferal in vitro de diferentes
especies de tenias (7. hydatigena, T. ovis, T. pisiformis y T. serialis) y de Echinococcus
granulosus es muy similar, en donde el patron de crecimiento involucra los siguientes
eventos: 1) Reorganizacion celular, 2) Multiplicacién celular, 3) Formacién de cavidad, 4)
Reorganizacion citoplasmatica (excepto en E. granulosus) y el crecimiento en tejido
muscular, 5) Agrandamiento de la cavidad formada, 6) Crecimiento adicional y movimiento
en casos aplicables y 7) Diferenciacion del escolex aunado al crecimiento del quiste.

En el metacestodo totalmente desarrollado en los musculos del huésped intermediario, se
pude observar el tegumento, la invaginacién del vestibulo, el canal espiral, y el escolex que

posee ventosas y ganchos (Fig. 4).

Figura 4. C. cellulosae en tejido muscular, donde se observa el vestibulo
(flecha gruesa), su canal espiral (flecha delgada) y su porcion cefalica (recuadro).
(Fotomicrografia proporcionada por la maestra Aline S. de Aluja. FMVZ-UNAM).




Debido al limitado conocimiento de las formas tempranas de desarrollo del metacestodo de
Taenia solium se propone con el presente trabajo, conocer las caracteristicas morfologicas
de los estadios posoncosferales del parasito en el cerdo, a través de la infeccién
experimental, asi como observar la relacion huesped-parasito basados en la respuesta
inflamatoria en contra del parasito en estadios tempranos de infeccién y conocer la
invasion a los diferentes tejidos por el parasito en tiempos iniciales de la infeccion en el
huésped intermediario.

OBJETIVO GENERAL

Identificar y describir las fases tempranas de desarrollo del metacéstodo de Taenia solium,
asi como la reaccién huésped-parasito en lechones inoculados experimentalmente a lo largo
del tiempo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) ldentificar y describir por medio de métodos de inmunohistoquimica e histoquimica las
fases tempranas de desarrollo del metacestodo de Taenia solium, en diferentes 6rganos y
tejidos de lechones infectados experimentalmente con huevos del paréasito a lo largo del
tiempo posinfeccién.

2) Ildentificar y revisar las lesiones inflamatorias asociadas al parasito en los diferentes

organos y tejidos.




MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 12 cerdos, hibridos de Landrace con Yorkshire de 2 meses de edad, machos
y hembras, provenientes de una granja tecnificada, libre de cisticercosis porcina. Los
animales se examinaron clinicamente para confirmar su buen estado de salud. Se les
proporcioné alimento concentrado y agua ad libitum durante todo el tiempo de

experimentacion.

Los animales tuvieron un periodo de adaptacién de 7 dias antes de realizar la
experimentacion. Los cerdos se alojaron en un corral de experimentacion en el
Departamento de Produccion Animal: cerdos (DPA: C) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (F.M.V.Z.) de la Universidad Nacional Autébnoma de México

(UN.AM.)

Los cerdos se dejaron en ayunas 18 horas antes de la infeccion, permitiéndoles
Unicamente el acceso al agua. Posteriormente a cada uno de los lechones, mediante
sondeo esofagico e inmovilizando al animal por sujecion, se les infecté con 100,000 huevos
viables de Taenia solium contenidos en una capsula de gelatina usando como vehiculo

solucién salina fisioldégica (SSF) a un pH de 7.4. La viabilidad de los huevos se determind
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por la técnica de azul de Tripan (13). Se sacrificaron humanitariamente 2 cerdos a los 2, 4,
6, 14 y 23 dias posinfeccion y 1 cerdo a los 30 y 39 dias, practicandoseles la necropsia. Se

anotaron los hallazgos patolégicos macroscopicos mas relevantes, en cada cerdo.

Con base en la ruta de migracion del parasito por los diferentes tejidos y tomando en
cuenta que la eclosion de los huevos en el intestino de los cerdos se lleva a cabo de 24 a
72 horas posingestion, culminando su desarrollo como metacéstodos alrededor de las 10
semanas (14), se tomaron muestras de los diferentes tejidos en donde se encuentra el
cisticerco desarrollado, en los diferentes tiempos posinfeccién y/o de lesiones producidas
por las etapas posoncosferales de T.solium, de acuerdo al cuadro 1:

Cuadro 1. MUESTRAS DE ORGANOS Y TEJIDOS DE LOS LECHONES EN
DIFERENTES TIEMPOS POSINFECCION CON HUEVOS DE T.solium.

Muestra
Dias posinoculacion
(72}
= gé § 7] © §
oo|&|8BE = 2 ES2| 3 =|e
SES|EIL2E| 8| 38| |28 8RB S| | &8
2S5 3Ss8 8 B E|IBDEI ST SIESS
- a5 — . -— D .S —-— =
EZ| 2| SEE|ZES|I=| 8 a|8|&|L|&3|4
2 X X X X X
4y6 X X X x b4 X[ X |X|X|X X | XXX
14, 23,30y 39 X X X XIXIX|X|X|X|X|X|X|X

Las muestras se fijaron en formalina al 10%, amortiguada a un pH de 7.4, se procesaron
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por la técnica convencional de histologia un total de 579 muestras, y se tifieron con
Hematoxilina y Eosina (H y E). Se revisaron las secciones bajo el microscopio fotdnico
y de ellas, se seleccionaron bloques, previa revisidn microscopica de cada uno, para la
elaboracién y montura de 25 cortes seriados (de cada bloque) a un grosor de 6um. Los
niveles 1, 5,10, 15, 20 y 25 se tifteron con H y E; se seleccionaron algunos cortes, de los
cuales un grupo _yd}e muestras se tifid con Verde-Metil-Pironina, ya que esta técnica tife
acidos nuclei‘cos’ en células de mamiferos y cestodos (15), y otro grupo se proceso por
inmunohistoquimica (Cuadro 2), mediante el complejo de amplificacién Streptavidina —
Biotina (CAB).

Cuadro 2. PROCESAMIENTO DE LOS CORTES SERIADOS DE LOS LECHONES PARA
HISTOQUIMICA E INMUNOHISTOQUIMICA.

No. de cerdo|Dias No. de cortes | Procesados |Procesados |Procesados
posinfeccién | seriados porHyE por .LH.Q por V.M.P
1y2 2 375 90 40 15
3v4 4 350 84 34 14
5y6 6 250 60 30 . 10
7y8 14 125 50 20 1. 5
9y 10 23 75 18 12 B
11 30 0 0 0 b0
12 39 50 12 8 5

HyE= Hematoxilina y Eosina. / .H.Q= Inmunohistoquimica./ V.M.P= Verde metil-pironina.

La técnica de inmunohistoquimica utiliza como anticuerpo (Ac’) primario, suero

hiperinmune de raton parasitado con el metacestodo de T. crassiceps, que ha mostrado
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poseer una elevada antigenicidad cruzada con Taenia solium, ya que se ha encontrado
similitud entre ellos, en al menos 3 fracciones antigenicas de 56, 66 y 74 kDa. (16). El Ac’
primario se diluyd a diferentes concentraciones utilizandose 1:1000 en  solucion
amortiguada de fosfatos (PBS) + 0.1% de Albimina Sérica Bovina (ASB); en el
procedimiento de inmunotincién se utilizé el CAB (Fig. 5), utilizando HISTOSTAIN-SP KITS
(Zymed, Lab., San Francisco, California), corriendo testigos positivos y negativos junto con
las secciones muestradas. Ambos testigos consistieron en cortes histolégicos de
metacestodos de T. solium, desarrollados en musculo de un cerdo, con infeccién natural por
el parasito. Al testigo negativo se le aplicé 0.1% de ASB como anticuerpo primario y al
control negativo suero hiperinmune de raton parasitado con el metacestodo de T.
crassiceps. (Figs. 6y 7).

Figura 5. INMUNOTINCION POR EL SISTEMA CAB (17).
(modificado de DAKO corporation 1989).

) 9 Complejo Avidina-
. x‘.*.x Biotina peroxidasa.
Ac 2 a
Sgcurm_darlo \ ‘ .* °
Biotinilado \ "

;v/ Ac’ Primario.

Antigeno.
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amortiguada de fosfatos (PBS) + 0.1% de Albumina Sérica Bovina (ASB); en el
procedimiento de inmunotincion se utilizé el CAB (Fig. 5), utilizando HISTOSTAIN-SP KITS
(Zymed, Lab., San Francisco, California), corriendo testigos positivos y negativos junto con
las secciones muestradas. Ambos testigos consistieron en cortes histolégicos de
metacestodos de T. solium, desarrollados en musculo de un cerdo, con infeccion natural por
el parasito. Al testigo negativo se le aplicé 0.1% de ASB como anticuerpo primario y al
control negativo suero hiperinmune de ratén parasitado con el metacestodo de T.
crassiceps. (Figs. 6y 7).

Figura 5. INMUNOTINCION POR EL SISTEMA CAB (17).
(modificado de DAKO corporation 1989).
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| Flgura 6. control negatlvo’ o Flgura 7 control posmvo
Metacéstodo de 7. solium, sin positividad Metacéstodo de 7. solium, con positividad
en su tegumento (canal espiral). IHQ 10 X en su tegumento (canal espiral). IHQ 10 X

En el procedimiento de inmunotincion se hicieron modificaciones a la técnica sugerida por
el fabricante, las cuales se describen a continuacion. Para esta técnica se desparafinaron
las secciones en un horno a 60°C toda la noche, posteriormente fueron sumergidas en
xileno y rehidratadas en series de concentracién decreciente de etanol. Se bloqueo la
peroxidasa endégena de los tejidos, con perdxido de hidrogeno al 30% y metanol absoluto
a una concentracion 1:8 con 2 cambios de 40 min c/u, a partir de este paso se realizaron 3

lavados de 5 minutos c/u con PBS entre cada paso.

Las secciones sumergidas en PBS fueron tratadas en un homo de microondas
convencional (18), marca Sanyo modelo EM-N104 a temperatura media (potencia 4)
durante 5 min. Posteriormente se les aplico SBF + 0.1% ASB durante 1hr. 40 min, (19). Se

les agrego solucion bloqueadora (suministrada por el fabricante) y se colocé el anticuerpo
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primario a las secciones, incubandose durante 12 hr. a 4°C.

Se aplicod el Ac’secundario biotinilado durante 30 min y el conjugado de enzima 30min.,
revelando en 2 minutos con amino-etil-carbazol (AEC), cuya positividad se observa al
microscopio fotonico como un material fino, granular de color rojo; y se contratifié con
hematoxilina hidrosoluble, de acuerdo a lo sugerido por el fabricante.

Las secciones procesadas por inmunohistoquimica e histoquimica fueron observadas al
microscopio foténico (Carl Zeiss), se midieron y se tomé registro fotografico de los parasitos
y de las lesiones asociadas a estos, en diferentes tejidos, con la intencién de relacionar

ambos resultados.
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RESULTADOS
Hallazgos macroscopicos:

En los cerdos de 2, 4, y 6 dias posinfeccion (d.p.i) se encontraron multiples petequias en la
superficie diafragmatica del higado, la serosa de los intestinos delgados y los vasos
sanguineos mesentéricos se apreciaron severamente congestionados en forma difusa

(Fig. 8). Los vasos linfaticos mesentéricos se encontraron con linfangiectasia moderada.

Figura 8. Vasos sanguineos mesentéricos
congestionados severamente. 2 d.p.i.

En los cerdos de 14 dias posinoculacién se hallaron estructuras blanquecinas circulares
deprimidas en la superficie del higado y en lengua, de consistencia semidura, y median de
0.05 cm a 0.1 cm de diametro.

En los cerdos de 23 dias posinfeccidon se encontraron numerosas estructuras vesiculares
de redondas a ovales en misculos esqueléticos de piernas, maseteros y psoas, algunas de

ellas eran traslucidas, que contenian liquido en su interior, y otras eran blancas duras al
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tacto. Las estructuras ovales median de 0.2-0.3 cm de ancho X 0.3-0.4 cm de largo, y las

redondas median de 0.3-0.4 cm de diametro en promedio (Figs. 9y 10).

Figura. 9 Psoas. Zona amarillenta Figura. 10 Pierna. Area circular blanquecina
ovoide (flecha) 23 d.p.i. 23 d.p.i.

En el cerdo de 30 dias posinoculacion no se encontraron cambios patologicos
macroscopicos en los 6rganos y tejidos revisados.

En el cerdo de 39 dias posinfeccion se hallaron abundante cantidad de estructuras
parasitarias vesiculares redondas u ovales en psoas, piernas, intercostales, maseteros,
pterigoideos y una en el lobulo temporal del hemisferio derecho de la corteza cerebral;
algunas de ellas eran traslicidas, en cuyo interior contenian liquido ligeramente turbio y en
un polo o al centro de las mismas se apreciaba un area circular blanca; otras mostraban una
apariencia coloidal con escaso liquido en su interior, y otras eran blancas difusas, duras al
tacto. Las estructuras ovales median de 0.3-0.5 cm de ancho X 0.5-0.7 cm de largo y las

redondas median de 0.5-0.6 cm de diametro (Figs 11y 12).
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Figur .Piem, apreciandose un Figura 12. Musculo intercostal, con una
area circular blanquecina (flecha) estructura vesicular cercana al tejido
39 dpi. adiposo (flecha) 39 dpi.

HALLAZGOS MICROSCOPICOS A LOS 2 DIAS POSINFECCION
Se encontraron estructuras microscopicas en diferentes tejidos de acuerdo al cuadro 3

CUADRO 3. ESTRUCTURAS PARASITARIAS HALLADAS EN LOS CERDOS A
DIFERENTES TIEMPOS POSINFECCION CON HUEVOS DE T.solium

D.p.i jLuz Serosa Vaso sanguineo | Linfonodo Higado |Musculos
intestinal intestinal mesentérico mesentérico esqueléticos
(LD) (.0)

2 ) ) ® ® e

4 ® ® e

6 ®

14 ®

23 ®

39 ®

D.p.i = Dias posinfeccion / 1.D = Intestino delgado.
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INTESTINO DELGADO
HISTOQUIMICA

Hematoxilina y eosina

Se observo hiperplasia del tejido linfoide intestinal asociado (placas de Peyer), que
infiltraba las vellosidades intestinales, asi como abundante cantidad de eosinéfilos en la
mucosa del érgano. No se observaron estructuras parasitarias.

INMUNOHISTOQUIMICA

Complejo estreptavidina-biotina

Se encontrd una estructura redonda en la luz intestinal de 6 um de diametro cuya
positividad se halla fuertemente en su periferia, y de forma mas tenue y homogénea en su

interior, hasta mostrar un area pobremente positiva en su centro (Fig. 13)

Estructura con material granular rojo, en su periferia
(bara=5 pum 2 dpi.).
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En el tejido adiposo adyacente a la serosa de intestino delgado de otra seccion, se
encontraron 2 estructuras redondas con marcada positividad en su delgada capsula
periférica. La primera mide 11.2 um de diametro (Fig. 14), y contiene en su interior material
homogéneo de aspecto coloidal tenuemente positivo. La segunda mide 12 um de diametro

(Fig. 15), y presenta una zona positiva homogénea irregular en su interior, hacia un polo y

abarca aproximadamente el 50% de la misma.

F'l.g'ura 14 Serosa intestinal. Marcada " Flgura 15. Serosa mtestlnai Periferia de la

inmunopositividad en Ia periferia de la estructura ovoide inmunopositiva, con zona

estructura oval. (barra = 10 um. 2 dpi.). interna positiva. (barra = 10 um. 2 dpi.).
HISTOQUIMICA.

Verde Metil Pironina
No se encontraron estructuras en las secciones observadas en los dias 2 al 6 posinfeccion

en los diferentes musculos y tejidos muestrados.
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VASOS SANGUINEOS MESENTERICOS
HISTOQUIMICA

Hematoxilina y eosina

En la luz de los vasos sanguineos no se encontraron elementos celulares o parasitarios.
Algunos tenian en su luz moderada cantidad de eritrocitos, plasma y escasos linfocitos o
neutrofilos.

INMUNOHISTOQUIMICA

Complejo estreptavidina-biotina

Se encontro una estructura inmunopositiva de 14.6 X 11.8 um (Fig. 16), donde se
observaron dos areas circulares fuertemente positivas cercana una de otra, localizadas en

un extremo del parasito y una estructura refringente en forma de gancho (flecha).

Dk i . \\\
Figura 16. Luz de vaso sanguineo mesentérico. Estructura inmunopositiva, ovoide,
mostrando un polo fuertemente positivo y un gancho (flecha). (barra =10 um 2 dpi.).
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LINFONODO MESENTERICO
HISTOQUIMICA
Hematoxilina y eosina
Se aprecia marcada hiperplasia de tejido linfoide difusa, sin estructuras parasitarias.
INMUNOHISTOQUIMICA
Complejo estreptavidina-biotina
Se encontrd una estructura circular de 10 um de diametro, inmersa en el tejido linfoide, la

cual presenta inmunopositividad en algunos segmentos de su membrana externa y con

ausencia de positividad en su interior (Fig 17).

3 TSl o™

Flgura 17. Linfonodo mesenteﬁco Estructura redonda con
cuatro segmentos inmunopositivos (barra = 10 um. 2 dpi.).
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MUSCULOS ESQUELETICOS
HISTOQUIMICA

Hematoxilina y eosina

Se observan discretos focos de miodegeneracion y necrosis con infiltrado inflamatorio
constituido por linfocitos, escasos macrofagos y fibroblastos. En algunas areas se aprecian
zonas extensas de hemorragia, con fibrina y escasos linfocitos. No se encontraron
estructuras parasitarias.

INMUNOHISTOQUIMICA

Complejo estreptavidina-biotina

Se observaron estructuras inmunopositivas en tejido muscular. Dichas estructuras se
observaron en el mismo lugar de dos cortes seriados. En el primero (corte 11), se presentd
como una forma circular, conteniendo en su interior material granular difuso, medianamente
positivo; midié 22.5 um de diametro (figura 18A). En el segundo corte histolégico (corte 12),
sé aprecio a ésta estructura con un halo laminar o anillo periférico fuertemente positivo,
rodeando una estructura circular, cuyo interior también es positivo, mostrando dos zonas |
circulares blanquecinas (vacuolas), en un extremo de la estructura; la estructura circular sin

el “halo”, midido 25 um de diametro, y con el halo, 34 X 27 um, (figura 18B).
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Figura 18 B. Corte adyacente a 18A.

4

Figura 18 A. Miisculo esquelético.

Estructura circular con tenue positividad Estructura circular con halo
inmunopositividad granular. inmunopositivos, y dos vacuolas
(barra= 10 um 2 dpi..). (barra = 10 um. 2 dpi.).

HALLAZGOS MICROSCOPICOS A LOS 4 DIAS POSINFECCION.
INTESTINO DELGADO
HISTOQUIMICA.

Hematoxilina y eosina

En la luz intestinal, cerca del apice de una vellosidad, se observd una estructura
redonda de 22.5 um de diametro en el nivel de corte 5 (Fig. 19 A), rodeada por detritus
celulares y células epiteliales descamadas. Esta estructura presentaba una pared
refringente, en cuyo interior se observa material eosinofilico granular difuso, en un polo se

observo un area con escasos y grandes granuios oscuros (flecha).
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Figura 19 A. Luz intestinal. Estructura circular .
refringente y material granular en su interior( H y E barra = 10um. 4 dpi).

La mucosa intestinal presentaba abundante descamacion de su epitelio, fusion de
vellosidades y moderada cantidad de infiltrado inflamatorio constituido principalmente por
linfocitos y eosinofilos (enteritis eosinofilica moderada difusa) .

INMUNOHISTOQUIMICA
Complejo estreptavidina-biotina

En el corte adyacente al descrito en la seccion con H y E, se observd una estructura
redonda similar a la anterior en la luz intestinal en el nivel de corte 6 (Fig. 19 B), la cual es
de 22.6um de diametro, rodeada por detritus celulares, presentando una capsula
ligeramente positiva y refringente; y en su interior se aprecid material granular denso,
donde algunos granulos son positivos. Al lado de esta estructura se observaron dos zonas

amorfas inmunopositivas.
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Figura 19 B. Luz intestinal. Corte adyacente al 18 A. Estructura redonda con
inmunopositividad granular en su interior, y su periferia refringente (barra = 10um. 4 dpi).

L)

HIGADO
HISTOQUIMICA
Hematoxilina y eosina
No se observaron estructuras sugestivas a parasitos.
INMUNOHISTOQUIMICA.

Complejo estreptavidina-biotina

En la luz de un sinusoide hepatico, y entre eritrocitos se observé una estructura redonda
de 10 um de diametro (Fig. 20), con grandes granulos fuertemente inmunopositivos, dentro

de los cuales se apreciaron algunos focos de color negro (flecha).
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Figura 20. Sinusoide hepatico. Estructura redonda inmunopositiva con
grandes granulos en su interior (flecha) (barra = 10um. 4 dpi).

<

MUSCULOS ESQUELETICOS
HISTOQUIMICA
Hematoxilina y eosina
Entre las fibras musculares se observaron pequefios focos de hemorragia.
INMUNOHISTOQUIMICA

Complejo estreptavidina-biotina

Se encontr6 una estructura redonda localizada entre las fibras musculares, la era de 21
um de didmetro (Fig. 21), su periferia es fuertemente positiva y en su interior existe un
material positivo en menor intensidad, de aspecto coloidal y presentando un area central

palida sin inmunopositividad.
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Figura 21. Tejlao ’r‘huﬂscular. Estructura redonda con
inmunopositividad de aspecto coloidal (barra =10.um. 4 dpi).
HALLAZGOS A LOS 6 DIAS POSINFECCION
MUSCULOS ESQUELETICOS
HISTOQUIMICA

Hematoxilina y eosina

En los musculos esqueléticos, se aprecian zonas de miodegeneracion con la presencia de
moderada cantidad de macrofagos, linfocitos y células blasticas (mioblastos), sin la
presencia de estructuras parasitarias.

INMUNOHISTOQUIMICA

Complejo estreptavidina-biotina

Entre las fibras musculares se encontr6é una estructura de 15 um de diametro (Fig. 22), la
cual tenia una pared delgada, y en su interior presenta una zona espiral fuertemente

inmunopositiva que involucra aproximadamente el 35% de su interior.
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Figura 22. Masculo esquelético. Estructura redonda con inmunopositividad en tres
porciones de su interior, formando un espiral (barra = 15um. 6 dpi).
En otras secciones histologicas, se hall6é una estructura redonda de 9.5 um (figura 23), de
diametro con inmunopositividad marcada en su periferia, y de manera mas tenue y
homogénea en su interior. En la zona central de la misma, se observo un area palida en

forma de “pala”.

G R T
Figura 23. Tejido muscular. Estructura redonda inmunopositiva con
un area interior palida en forma de pala (barra = 10um. 6 dpi).
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HALLAZGOS MICROSCOPICOS A LOS 14 DIAS POSINFECCION

MUSCULO ESQUELETICO.
HISTOQUIMICA.

Hematoxilina y eosina

Se observo una estructura oval de 750 X 550 um (Fig. 24), la cual esta constituida por una
pared eosinofilica refringente, de la que se originan células mesenquimatosas del parasito,
que presentan pequefios nucleos pleomorficos acidofilicos y escasa cantidad de citoplasma
fibrilar, con aspecto estrellado y de bordes poco distinguibles (Fig. 24 A) . Estas células se
localizan exclusivamente a todo lo largo de la pared del parasito sin apreciarse en el interior
de la vesicula.

En la periferia del parasito existen zonas de degeneracion de su pared, asi como
abundante reaccion inflamatoria en la periferia, constituida por macréfagos, histiocitos,

linfocitos, neutréfilos y eosindfilos.
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Figura 24.Tejido muscular. Parasito Figura 24 A. Detalle de la figura 23.
ovoide e infiltrado inflamatorio cuticula y células del parasito, asi
(Hy E, barra =100 um 14 dpi). como infiltrado inflamatorio en su

periferia (14 dpi).

Verde metil-pironina

Se observé la estructura oval antes descrita, de color verde palido sin distinguirse del tejido
muscular, o de la reaccion inflamatoria asociada al parasito .

INMUNOHISTOQUIMICA
Complejo estreptavidina-biotina
Se observo la estructura antes mencionada en histoquimica, en otro nivel de corte, la cual
mide 750 X 565 um, y mostr6é inmunopositividad en algunos segmentos de su pared (Fig.
25). Los segmentos inmunopositivos fueron los menos degenerados de dicha estructura.

Asimismo, se observaron pequefios granulos positivos dentro del citoplasma de algunos
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macrofagos (flecha) asociados, en la reaccion inflamatoria (Fig. 25 A).

Figura 25. Tejido muscular. Parasito Figu

ovoide, con positividad en algunos positividad de la pared parasitaria
segmentos de su pared. |.H.Q. y dentro de algunos macréfagos
barra =100 um. 14 dpi. (flecha). 14 dpi.

HALLAZGOS A LOS 23 DIAS POSINFECCION
MUSCULO ESQUELETICO
HISTOQUIMICA
Hematoxilina y eosina
Se encontraron multiples estructuras parasitarias entre las fibras musculares, en musculos
estriados esqueléticos, las cuales presentan diferentes formas y tamarios, oscilando entre

465 X 124 pm (la menor), (Figs. 26 y 26 A), y 1671 X 1414 um (la mayor), (Figs. 27 y 27 A)
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asi como diferentes grados de respuesta inflamatoria en su periferia, apreciandose en las
secciones histologicas revisadas unicamente tegumento parasitario.

La reaccion inflamatoria en contra de los parasitos se encontrd constituida principaimente
por eosindfilos, linfocitos y macréfagos.

En los pliegues del tegumento de algunos parasitos se pudo apreciar ia infiltracién de

eosindfilos y linfocitos (Figs. 28 y 28 A).
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Figu . n Tegumento Figura 26 A. detalle de la figura 26,
del parasito e infiltrado inflamatorio (Hy E eosinodfilos, linfocitos y macrofagos
Barra = 100um 23 dpi). alrededor del tegumento parasitario

(23 dpi).
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Figura 27. Tejido Figura 27 A. Detalle de la figura 27. Zona de
zonas con moderado infiltrado inflamatorio inflamacion en un polo del parasito (Hy E,
que se extienden alrededor del parasito. 23 dpi).

(HyE, barra=350um 23 dpi).
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Figura 28.7ejido muscular. Parasito Figura 28 A. Detalle de la figura 28,
con una porcion de su tegumento discreto infiltrado eosinofilico en el

(Hy E, barra=200um. 23 dpi). pliegue del parasito (Hy E, 23 dpi).
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INMUNOHISTOQUIMICA

Complejo estreptavidina-biotina
En las estructuras parasitarias halladas, se encontr6 fuerte inmunopositividad en algunos
segmentos de su tegumento (Figura 29 y 29 A), asi como sitios donde la positividad fué mas

tenue.

-
o e L ' e ;
Figura 29. TG‘jldo muscular Parasnto Flgura 29 A Detalle de Ia f gura 29
con segmentos inmunopositivos segmento del tegumento positivo

(barra = 200um 23 dpi). .H.Q.

Verde metil-pironina

Se encontraron las estructuras parasitarias tenidas muy tenuemente, de color verde

palido, sin distinguirse del resto del tejido adyacente a los parasitos.
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HALLAZGOS A LOS 39 DIAS POSINFECCION
MUSCULO ESQUELETICO

HISTOQUIMICA

Hematoxilina y eosina

Se encontraron diversos parasitos. En alguno, se pud6 apreciar el escolex y tegumento, sin
severos cambios degenerativos, midiendo 1700 X 250|.Lm y presentado reaccion
inflamatoria en su periferia por eosinodfilos, linfocitos , macréfagos e histiocitos, (Figs. 30,
30 Ay 30 B), asimismo se observo cierto grado de degeneracion, necrosis y fibrosis del
tejido muscular localizado junto al infiltrado inflamatorio, en los diferentes cisticercos
encontrados (Figs. 31 y 31 A). En otras zonas se encontraron estructuras parasitarias con
su tegumento severamente degenerado por extenso infiltrado en su periferia, por

macrofagos, epitelioides, eosindfilos y en menor cantidad linfocitos (Figs. 32 y 32 A).
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Figura 30. Tejido muscular. Parasito Figura 30 A. Detalle de la figura 30.
mostrando su escolex , y rodeado Porcién cefalica del parasito (H y E,
por infiltrado inflamatorio (H y E, 39 dpi).

barra = 250um 39 dpi).

que presenta ventosa(flecha delgada), y
ganchos refringentes (flecha gruesa), (Hy E,
39 dpi).
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Figura 31. Tejido muscular. Parasito
con moderada reaccion inflamatoria
en su periferia (H y E. barra = 300um
39 dpi).

b
P

Figura 32. Tejido muscular. Cisticerco
severamente degenerado, con infiltrado
inflamatorio a su periferia y fibrosis
(flecha), (Hy E barra =250um

39 dpi).
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Figura 31 A. Detalle de la figura 31.
inflamacion alrededor del parasito y
degeneracion muscular(flecha), (H y E,
39 dpi).
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Figura 32 A. Detalle de Ia figura 32.

degeneracion del tegumento del

parasito, e infiltrado inflamatorio (Hy E,
39 dpi).
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INMUNOHISTOQUIMICA

Complejo estreptavidina-biotina
Se realiz6 inmunohistoquimica de algunas secciones histologicas de cisticercos con
severos cambios degenerativos e inflamatorios, sin observarse claramente la

inmunopositividad en los parasitos revisados.

Verde metil-pironina

Los cisticercos encontrados se tifien de color verde palido, al igual que el musculo del

huésped, no encontrando diferencia entre éste, y el tejido del parasito.
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DISCUSION

En el presente estudio se observaron estructuras macroscopicas compatibles con estadios
tempranos parasitarios de T. solium, a partir del dia 14 posinfeccion, en el higado y lengua,
identificadas como formas circulares blanquecinas de 0.05 a 0.1cm. Esto coincide con el
tiempo en el que Pathak et al. (20), identifican macroscopicamente las formas tempranas
de C. tenuicollis, en cabras, donde observan, los estadios posoncosferales a partir del dia
15 posinfeccion (pi). Sin embargo , Yoshino (10), identifica los estadios juveniles de T.
solium desde los 6 dias y 15 hr, en musculo y otros érganos como formas ovales solidas
que varian en tamario de 0.320-0.448 mm de largo y 0.256-0.375 mm de ancho.

Por medio de la observaciéon microscépica con la técnica de H E, no se apreciaron formas
parasitarias en los primeros dias posinfeccion, debido tal vez al limitado conocimiento de su
morfologia y al inmenso panorama celular de los diferentes tejidos donde migra y se
enquista el parasito. Unicamente una estructura fue identificada a los cuatro dias
posinfeccion en el apice de una vellosidad de intestino delgado, y posteriormente fueron
claramente visibles a partir del dia 14 pi, en musculos esqueléticos.

En las secciones histoldgicas tefiidas con Verde Metil Pironina, no se identificaron formas
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tempranas del desarrollo, o diferenciacion de las posoncosferas y alin cuando los parasitos
mas desarrollados se lograban observar claramente, con la técnica histolégica convencional
(14 dpi.), en estos no se apreciod clara actividad en el componente nuclear y citoplasmatico
de la células parasitarias, a diferencia de lo citado por Silverman, (15) quien observa
reactividad del componente celular en embriones hexacantos de T. pisiformisy T. saginata.
Posiblemente los datos no son comparables, debido a que la sintesis de proteinas
celulares, ocurre posterior a la fase intermedia de la mitosis (21), por lo que la reactividad en
la tincion es mayor en esta fase y las células parasitarias de las muestras tefiidas, no se
encontraban a mitad de la mitosis.

Con la técnica de inmunohistoquimica, se pueden identificar con mas facilidad los estadios
posoncosferales en los diferentes dias posinfeccion, con respecto a otros métodos
histoquimicos, por tefir al parasito de forma especifica. Con esta técnica de inmunotincién
(complejo steptavidina-biotina), las estructuras parasitarias identificadas no mostraron
cambios significativos en cuanto a tamafio de los 2 a los 6 d.p.i, variando desde 6 um de
diametro y 34 x 27 um, estos hallazgos son comparables a lo encontrado por Harris et
al.(22),con sus experimentos in vitro, en el desarrollo de E. granulosus, donde las
oncosferas activadas miden 16 pum de didmetro, alcanzando los 30 um al dia 8

posactivacion. Por otro lado, Engelkirk y Williams en 1982 (23), y Yoshino en 1933 (10),
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trabajando con T. taeniaeformis, y T. solium respectivamente, encontraron que los estadios
posoncosferales en los primeros dias de desarrollo son de mayor tamafio, midiendo la
posoncosfera de T. taeniaeformis 50 um al dia 4, y 250 um al dia 6 pi, y la de T. solium de
30 a 58 pum de largo X 27 a 54 um de ancho, entre los dias 2y 3 pi; y de 320 a 448 um de
largo X 256 a 375 um de ancho a los 6 dias y 15 hr. pi. Estos datos no son comparables
con el presente trabajo, en cuanto a tamafio de las estructuras, muy probablemente debido
al nivel de corte y las formas redondas u ovoides de las mismas.

A partir del dia 14 posinoculacion hasta el dia 39, las formas parasitarias se encuentran de
gran tamafio, y detectadas macroscopicamente, en los misculos esqueléticos. (750 X 550
pum a los 14 dpi —1700 X 250 um a los 39 dpi).

Entre los dias 6 y 14 pi, se desconoce el tamafio y morfologia del parasito debido a que no
se obtuvieron muestras entre esos tiempos, sin embargo existe un crecimiento considerable
del parasito en este intervalo, ya que alos 6 d.p.i. midi6 15 um y alos 14 d.p.i. midié 750 X
550 pum.

Se lograron identificar formas tempranas de desarrollo en los diferentes tejidos y a
diferentes dias posinfeccién de acuerdo al cuadro 3.

Yoshino en 1933 (10), describe la presencia de posoncosferas de T. solium en la mucosa

intestinal hasta los 2 dpi. Sin embargo en este trabajo, se lograron observar posoncosferas
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ain a los 4 dpi. y en concordancia con lo descrito por este mismo autor se identificaron
parasitos desde los 2 dias pi, en musculos esqueléticos.

La presencia de estructuras parasitarias en linfonodo mesentérico, sugiere la posibilidad de
que el parasito migre utilizando los conductos linfaticos mesentéricos y conducto toracico
para su diseminacion y posterior enquistamiento en los diferentes masculos y tejidos.

La morfologia de los primeros estadios del parasito, entre los 2 a 4 dpi, es de forma
redonda, con material granular amorfo en su interior, rodeado por una membrana laminar;
similar a lo observado en el desarrollo de E. granulosus a los 3 dias por Harris et al.(22), en
1987, y Holcman et al. en ;1994 (24). En alguna posoncosfera de T. solium se pudo
encontrar un gancho pres;e}ﬁtye, dentro de la luz de un vaso sanguineo mesentérico
(anicamente en el dia 2 pi.), acorde con lo descrito por Yoshino 1933, quien encontré
escasas posoncosferas con ganchos a los 2 d.p.i, y las considera como formas transitorias
del paréasito y a lo referido en T.taeniaeformis, por Engelkirk y Williams (23).

También se aprecian en algunas estructuras parasitarias, formaciones vacuolares en su
interior, como lo indican en T. hydatigena, T. serialis y E. granulosus, a los dias 3, 4 y 5 de
desarrollo, Heath y Smyth en 1970 (12), y en E. granulosus, Harris et al. (22).

A los 6 dpi, el componente granular positivo por inmunohistoquimica de la estructura

parasitaria, se encontr6 dispuesto en forma de espiral; en este sentido dicha observacion
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varia de lo descrito por Yoshino (10), que refiere que a ese tiempo pi. existe crecimiento de
células pleomérficas con procesos protoplasmaticos, en un polo del parasito; dicha variacion
en cuanto a morfologia puede deberse a la orientacion de los cortes histolégicos. En este
trabajo, el acomodo del componente interno del parasito, puede interpretarse como una
organizacién interna de la estructura parasitaria, acorde a lo mencionado por Yoshino (10).

En el dia 14 de desarrollo, el parasito se encontré6 con forma oval y se aprecidé su
tegumento claramente constituido por una cuticula y células subcuticulares fusiformes, que
se localizan exclusivamente alrededor de la misma. En cortes seriados de este parasito, no
se observo el constituyente celular de su porcion invaginada, debido a que los niveles de
corte no abarcaron Ia totalidad del organismo.

A los dias 23 y 39 posinfeccion, se observan metacéstodos bien desarrollados con la
técnica de Hematoxilina y Eosina, identificandose su tegumento, la invaginacion del mismo,
asi como la porcién del escolex, con la presencia de ventosas y ganchos.

En cuanto a la interaccion huésped parasito, de los 2 a 6 dias posinfeccion, no se
‘enrcontraron cambios microscopicos significativos, en los tejidos del huésped, Unicamente
congestion en las secciones histolégicas revisadas. A partir del dia 14 de desarrollo (que
coincide con el crecimiento mas evidente del paréasito), se aprecia una respuesta

inflamatoria en contra del parasito constituida por abundantes eosinofilos, linfocitos,
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macréfagos y células epitelioides, degenerando parte de su tegumento. De acuerdo al
grado de reaccion inflamatoria fue catalogada como grado Il (25). En los dias 23 y 39
posinfeccion, se apreciaron diversos grados de reaccion inflamatoria en contra de los
parasitos, desde el grado Il, (moderado infiltrado zonal por eosindfilos, linfocitos y
macréfagos) hasta los grados IV y V, donde existe abundante cantidad de células gigantes
fagociticas, macrofagos, linfocitos y eosindfilos, asi como degeneracién y necrosis del
parasito.

La ausencia de reaccion inflamatoria alrededor del parasito en los primeros dias
posinfeccion, posiblemente este ligada a |la secrecion de sustancias por parte del parasito,
que pueda evadir la respuesta inmune del huésped, como el denominado “factor
metacestodo” (MF), que de manera inespecifica, inhibe la respuesta inflamatoria al provocar
la disminucion en la produccion de citocinas (26). Esta disminucion en la produccion de
citocinas como la interleucina-1 y el factor de necrosis tumoral, posiblemente este asociada
a la produccion de eicosanoides, como la prostaglandina E2 (PGE?), por parte del parasito
que inhibe la respuesta inflamatoria, como lo observado en otros metacéstodos como
Hydatigera taeniaeformis y céstodos como T. saginata e Hymenolepis nana. (27). Otro
mecanismo conocido que pudiese afectar la respuesta inflamatoria en contra del

metacéstodo de T. solium, es la propiedad de su antigeno B, que actia similar a la
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fibronectina, cuya accion promueve el crecimiento de colagena en el huésped alrededor del

parasito, y de este modo lo protege de agresiones celulares y moleculares (28).
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CONCLUSIONES

En este estudio se lograron identificar por métodos histoquimicos e inmunohistoquimicos,
diferentes estadios parasitarios de C. cellulosae, asi como los tejidos en donde se

encuentra el parasito a diferentes tiempos posinfeccion y la interaccion huésped parasito.

Se concluye, que el método inmunohistoquimico es el mejor para identificar formas

tempranas del desarrollo del metacéstodo de T. solium en cerdos.

Los estadios posoncosferales a los 2 dias posinfeccion se localizaron en la luz del intestino

delgado, vasos sanguineos mesentéricos, linfonodos mesentéricos y musculos estriados

esqueléticos.

El hecho de haber encontrado estadios posoncosferales en linfonodos mesentéricos, indica

que estos pueden viajar por via linfatica.

Alos 4 dias posinfeccion las estructuras parasitarias se encontraron aun en la luz intestinal,

higado y mlsculos estriados, y a partir de 6 a los 39 d.p.i. se localizaron en musculos

estriados.

Las estructuras parasitarias, no manifiestan grandes cambios en su morfologia y tamafio
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de los 2 hastalos 6 d.p.i.

A partir del dia 14 posinfeccion se identifica notoriamente el parasito con métodos

convencionales de histoquimica.

En los primeros dias posinfeccion (de los 2 a los 6), no se aprecio reaccion inflamatoria
alrededor del parasito, lo que abre la pauta para que en futuros estudios se investiguen mas
a fondo los mecanismos que utiliza el paréasito para evadir la respuesta inmune en contra del
mismo, y de este modo comprendamos mejor, la instalacion tan exitosa del parasito en los

tejidos de los huéspedes.
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