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INTRODUCCiÓN

Taenia so/ium es el parásito causal de dos parasitosis : la cisticercosis y la teniosis . La

cisticercosis es el padecimiento producido en el hombre y en el cerdo por el cisticerco o forma

larvaria del cestodo que se contrae por la ingestión de huevos liberados por el parásito adulto .

La teniosis se adquiere al consumir carne de cerdo infectada con el metacéstodo (cisticerco) del

parásito.

Puesto que el ser humano es el hospedero definitivo de T. so/ium, es el único

responsable de la dispersión de los huevos del parásito . La defecación al aire libre o la

inadecuada E:liminación de excretas son motivos de riesgo de infección , así como tamb ién la

falta de control sanitario de la carne de cerdo, su manejo y los hábitos de alimentación que

incluyen el consumo de carne poco cocida o cruda , así como la crianza de cerdos que tolere o

promueva el contacto de éstos con el excremento humano y permita la infección.1.2 Las

condiciones sociales, económicas y culturales están muy estrechamente vinculadas con la

permanencia del binomio teniosis-cisticercosis debidas a T. so/ium. La transmisión del parásito

se favorece debido a la falta de higiene personal y a la mala condición económica que conlleva

a la falta de letrinas, agua potable y drenaje, así como a la educación pobre o nula.

La cisticercosis humana es considerada un problema de salud pública en países en vías

de desarrollo.t Los primeros estudios para conocer la frecuencia de neurocisticercosis se

realizaron en hospitales y en series de necropsias. En México, los resultados de los estudios en

hospitales, arrojaron frecuencias de hasta 8.6 casos por cada cien pacientes hospitalizados, y
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en las series de necropsias de hasta 2 453 casos por cada 100 000 habitantes, señalándose

que aproximadamente el 43% de los casos eran asintomáticos y el 80% fueron hallazgo de

autopsia.s> Las frecuencias de infecciones por T. so/ium dadas por estadísticas oficiales

señalan alrededor de 13 000 casos anuales y a partir de 1991 la notificación ha sido menor

pues se reportaron 8000 casos anuales de Taenia Sp.4,6

Clasificación y morfología de Taenia solium

T. so/ium se clasifica de la siguiente manera (Linnaeus, 1758):

Phyllum Platyhelminthes

Clase Cestoidea

Subclase Eucestoda

Orden Cyclophyllidea

Familia Taeniidae

Género Taenia

Especie so/ium

El estadio adulto de T. so/ium es un gusano plano y segmentado. con simetría bilateral ,

carece de tubo digestivo, mide de 1 a 5 metros de longitud y posee en la parte anterior el

escólex (cabeza) de forma cuadrangular de aproximadamente 1 mm de diámetro. El escólex

posee cuatro ventosas en forma de copa que miden DA mm de diámetro aproximadamente y

un rostelo armado por una doble corona de ganchos, cada una formada por 13 unidades
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aproximadamente. Los ganchos de la corona interna tienen una longitud de 130-160 urn y los

de la corona externa de 100-120 prn aproximadamente (Fig.1). Posteriormente sigue el cuello

que es corto de aproximadamente la mitad del grosor del escólex . El cuello es la porción

germinal que da origen a los proglótidos, segmentos hermafroditas que constituyen la unidad de

reproducción (Fig. 2) Y conforman la última porción corporal, el estróbilo .

lmm

Fig. 1. Micrografía electrónica de barrido del escóle x de Taenia sotium. (Cortesía del Dr. Juan Pedro Laclette).

El estróbilo está formado por 800-1000 proglótidos, los que se dividen según su grado

de desarrollo en proglótidos inmaduros , posteriormente están los maduros y en la última región

los proglótidos grávidos. Los huevos que se encuentran en las ramas uterinas de los proglótidos

grávidos, miden de 31 a 51 micras de diámetro, son de paredes gruesas y tienen apariencia

radial cuando se observan bajo el microscopio de luz; encierran en su interior al embrión

hexacanto (llamado así por presentar 6 ganchos) u oncosfera que es la forma infectante para el
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cerdo o para el hombre (Fig . 3). Los proglótidos grávidos, conteniendo miles de huevos, se

desprenden periódicamente del resto de la cadena estrobilar, y son expulsados con las heces ,

permaneciendo viables durante largo tiempo."

-------41 >'m-------

Fig.2

.. . -'.f> •
e • . ~

A

Fig.3

Fig. 2. Representación esquemática de un proglótido maduro de Taenia so/ium. A: atrio genital,

o : conducto deferente, O: ovario bilobulado , T: testículos, U: útero y Va: vagina. Fig. 3.

Micrografia electrónica de barrido de un huevo de Taenia so/ium. E: embrióforo, G: ganchos

oncosferales, O: oncosfera. Figuras tomadas de: http://www.facmed.unam.mxlgrid/photos.htm

El huevo de T. so/ium está rodeado por varias envolturas, la más externa es el vitelo,

capa delgada que se caracteriza por la presenc ia de elementos citoplasmáticos, tales como

mitocondrias y glucóge no, que le proporcionan nutrición y protección a la oncosfera antes de

que el embrióforo esté bien formado. El vitelo no se encuentra en los huevos presentes en la

materia fecal, ya que usualmente se pierde en las heces. Debajo del vitelo se encuentra una

membrana flexible y discontinua con apariencia de cráter llamada membrana embriofórica



externa , relac ionada con la superficie externa del embrióforo. Este último protege al embrión del

ambiente exterior y está formado por bloques electrodensos de prote ínas parecidas a la

queratina , unidos por una sustancia cementante. "-8

Los bloques proteicos son resistentes a los jugos digestivos, no así la sustancia

cementante, por lo que se da la separación de los bloques cuando las enzimas proteolíticas del

estómago e intestino actúan sobre ésta , liberándose la oncosfera. La célula embriofórica es de

origen sincicial con apariencia granular, la cual se extiende por debajo de la superficie intema

del embrióforo y tiene la función de sintetizar al mismo. La envoltura siguiente y la más intema

es la membrana oncosferal, la cual se permeabiliza con los jugos digestivos permitiendo la

activación del embrión." 8

El cisticerco es una vesícula translúcida y ovoide, mide de 5 a 20 mm de diámetro con

un escólex invaginado y puede permanecer en los tejidos del hospedero intermed iario durante

varios años. " La superficie externa de la vesícula está rodeada por una cubierta de

microvellos idades limitadas por una membrana plasmática, que a su vez está cubierta por una

capa vellosa de glucocálix. La vesícula está llena de un fluido transparente que contiene

proteínas del parásito y del hospedero. El tegumento cont iene vesículas de diferentes tamaños

y el límite interior del mismo se le llama sincicio. El sincicio es una banda protoplasmática

continua sostenida por una membrana basal de tejido conjuntivo. El tegumento y la pared

vesicular son el sitio de contacto del parásito con el hospedero y desempeña un papel central

en el mantenimiento de la relac ión hospedero-parásito. 7.8.9
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Ciclo de Vida de Taenia solium.

El ciclo de vida se inicia cuando el hospedero definitivo (ser humano) , que es el

portador del parásito adulto, libera al medio ambiente los proglótidos grávidos llenos de huevos

con las heces. El ser humano y el cerdo adquieren la cisticercosis al ingerir los huevos. Las

enzimas proteolíticas del estómago e intestino destruyen las envolturas protectoras del huevo y

liberan la oncosfera. El embrión hexacanto activado atraviesa la mucosa intestinal

probablemente por la acción combinada de sus ganchos que desgarran el tejido y de

secreciones líticas que digieren la mucosa. Posteriormente , el embrión alcanza los capilares

sanguíneos y linfáticos que lo llevan a diferentes órganos, en donde se desarrolla hasta

convertirse en un clsñcerco." 8. 9

El ciclo se cierra cuando el ser humano consume carne de cerdo infectada (cruda o mal

cocida) e ingiere uno o varios cisticercos viables. La masticación, las sales biliares y las

proteasas digestivas destruyen la pared vesicular e inducen la salida o evaginación del escólex.

Una vez evaginado, el escólex se fija en la mucosa del primer tercio del intestino delgado por

medio de sus ventosas y ganchos rostelares . A partir de entonces, el estróbilo comienza a

crecer y diferenciarse hasta convertirse en gusano adulto (Fig. 4).7.8•10
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Fig. 4. Cido de vida de Taenia soüom. Figura tomada y adaptada de: http:ltwww.dpd.cdc.gov

Diagnóstico

la teniosis generalmente cursa con signos y síntomas vagos: dolor abdominal, náusea,

debilidad, pérdida de peso, aumento de apetito, cefalea, falta de hambre, diarrea. constipación,

o no presenta sintomatología a no ser por la expulsión de proglótidos.s

las técnicas empleadas en la detección de teniosis dependen básicamente del hallazgo

de proglótidos o huevos en las heces mediante exámenes coproparasitoscópicos (CPS) de

sedimentación (Ritchie), flotación (Faust) o de frotis grueso, cuya sensibilidad no es mayor al
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60%.11 .1213 El diagnóstico específico se hace contando el número de ramas uterinas principales

en los proglótidos grávidos , ya que los huevos no pueden diferenciarse de los de T. sagínata,

siendo un menor número para T. soüum, de 7 a 13, y de 15 a 20 para T. seqinete ." Otra

alternativa eS la observación del escólex, ya que se puede ver la doble corona de ganchos y

cuatro ventosas en T. so/íum, mientras que T. sagínata no posee rostelo .

Con la finalidad de desarrollar pruebas rápidas, sensibles y específicas que permitan

detectar a los portadores de Taenía sp., se ha estandarizado un ensayo imnunoenzimático en

placa ó ELlSA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) de captura de antígenos de Taenía sp.

en heces de personas infectadas y de animales infectados experimentalmente con sensibilidad

del 100% y especificidad del 94%,15 sin embargo, esta técnica no permite distinguir entre T.

solium y T. sagínata. Con el fin de optim izar un método que prometa una mayor sensibilidad, se

ha ensayado la hibridación directa utilizando sondas de ONA (secuencias repetidas específ icas

de ONA aisladas de T. soüum y T. sagínata) marcadas radiact ivamente mediante el empleo de

bibliotecas genómicas de cONA, lo que ha permitido la identificación de un secuencia repetida

para T. so üum (pTsol-9C) , que puede ser usada para dist inguir los huevos de T. so/íum de los

de T. sagínata. 16

En el ser humano los cisticercos se localizan principalmente en el cerebro , ocasionando

la neurocisticercosis, y se encuentran preferentemente en la región subaracnoidea, seguida de

la parenquimatosa. El periodo entre la infección inicial y la apar ición de los síntomas es muy

variable y puede ser de algunos meses o de varios años Y· 18 La manifestación clínica de la

cisticercosis es polimórfica ya que puede ser desde asintomática, incapacitante o mortal, y el

12



cuadro clínico dependerá del número, localización y estado evolutivo del parásito, siendo la

epilepsia de inicio tardío y la cefalea, las manifestaciones clínicas más comunes. 18

El diagnóstico clínico de la neurocisticercosis se debe apoyar con estudios de tomografía

computarizada o de resonancia magnética (RM), considerada como la técnica de elección en la

práctica clínica, ya que es más sensible que la tomografía computarizada en el diagnóstico de

neurocisticercosis activa .18 Diferentes métodos inmunológicos se han utilizado para el

diagnóstico de la cisticercosis: hemoaglut inación indirecta (HI), la inmunofluorescencia indirecta

(IFI) y la fijación del complemento (FC) en suero y líquido cefalorraquídeo (LCR) .19. 20 La prueba

de ELlSA tiene una sensibilidad de 75 al 90% ,20 sin embargo, la determ inación de anticuerpos

da reacciones cruzadas con sueros de portadores de otras hetmintiasis ." La utilización de

antígenos puros tales como el antígeno B y algunas glicoproteínas de superficie del cisticerco

han disminuido algunas reacciones cruzadas con algunos parásitos, pero no han podido realizar

el diagnóstico diferencial entre cisticercosis e hidatidosis 21. 22 (parasitosis causada por especies

del género Echinococcus).

La técn ica de inmunoelectrotransferencia (IET) como prueba diagnóstica util izando un

extracto completo de T. so/ium y sueros de pacientes con cisticercosis, tiene una especificidad

del 100% .23 Aplicando la misma estrategia, pero utilizando fracciones de glicoproteínas

purificadas de T. so/ium por medio de cromatografías de afinidad con lectinas, se tiene una

sensibilidad del 98% y un 100% de especlñcload,> pero dichos resultados dependen del

número y localización de los parás itos.
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Relación hospedero-parásito en teniosis

En la mayoría de las infecciones por helmintos aparecen grandes cargas de parásitos a

pesar de la abundante respuesta Th2y la evidencia directa, in vívo, del papel de los eosinófilos,

IgE o mastocitos para controlar la infección por helmintos es escasa." En roedores, dichas

infecciones están asociadas con la generación de hiperplasia de células cebadas en el intestino

(mastocitosis intestinal)26 y con el aumento de eosinófilos , así como las altas concentraciones

de IgE e IgG4. 27Sin embargo, no está claro el papel que tiene esta respuesta en la protección o

si es la responsable de la patología que se observa en algunas parasitosis o si, tal vez,

interviene en los dos aspectos. 26

En el caso de las infecciones por cestodos, se pensaba que los adultos no inducían una

respuesta inmune debido a que el escolex de la tenia no penetraba completamente en la

mucosa intestinal y no había suficiente sens ibilización del sistema inmune del hospedero." En

estudios histológicos realizados en la mucosa intestinal de hámsteres inmunodeprimidos e

infectados con T. solíum, se observó que el escólex de las ten ias se encontraba adherido en el

primer tercio del intestino delgado (duodeno-yeyuno), indicando que el rostelo está

completamente extendido en el tejido del hospedero, con los ganchos penetrando la submucosa

y las cuatro ventosas abarcando una o mas vellosidades del intestino.29 Por otro lado, en

infecciones causadas por cestodos adultos como E granulosus y E muftíloculares, cuyos

escólices penetran la mucosa intestinal e interactúan con el hospedero, se ha demostrado que

pueden sensibilizar el sistema inmunológico e inducir la síntesis de anticuerpos especfficos.w
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En estudios realizados con hámsteres infectados con cisticercos de T solium, se

detectaron coproantígenos desde la primera semana post infección (SPI) hasta la décima

primera SPI (semana en la que se expulsaron todas las tenias del hospedero), mientras que los

antígenos circulantes se detectaron desde la tercera SPI hasta la novena SPI. En los animales

infectados e inmunodeprimidos se detectaron coproantígenos desde la primera SPI hasta la

semana de expulsión de las tenias (17 SPI) y no se detectaron antígenos circulantes. Ambos

grupos de animales desarrollaron anticuerpos IgG contra al teniosis, inmunoglobulinas que

fueron detectadas desde la segunda SPI y fueron disminuyendo después de la expulsión del

parásito, pero sólo en animales no inmunodeprimidos se detectó IgG específica para Taenia

so/ium en sobrenadantes fecales."

También se ha estud iado la respuesta inmune celular en hámsteres infectados con

Tso/ium, encontrándose que se desarrolla una reacción inflamatoria en la mucosa intestina l de

animales no inmunodeprimidos, la cual estaba conformada por macrófagos, células epitelioides,

células caliciformes y algunas células plasmáticas mientras que en jerbos inmunodeprimidos e

infectados con T so/ium, se encontró un leve incremento de células caliciformes y mastocitos; y

en los jerbos infectados con T. so/ium y no inmunodeprimidos hubo además un aumento

considerable de células caliciformes y mastocitos. 32
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Modelos experimentales de teniosis

Existen diversos inconvenientes en el estud io de la relación hospedero-parásito en la

teniosis por T. soüum debido a que el ser humano es el único hospedero definitivo para el

estadio adulto, por ello es necesario recurr ir a modelos experimentales como alternativas para

el estudio de esta parasitosis. Se ha intentado obtener la forma adulta de Taenia solium

utilizando diversos mamíferos (cobayos , conejos , perros, gatos , cerdos , monos , ratones, ratas

albinas, entre otros); los mejores resultados han sido obtenidos en el gibón (Hylobates lat'¡, en el

hámster dorado (Mesocricetus auratus), en el jerbo (Meriones unguiculatus) y en la chinchilla de

cola larga (Chinchilla laniget'¡ .33,34,35Pero sólo en un gibón yen el modelo de chinchilla ha sido

posible recuperar proglótidos grávidos y se comprobó la infectiv idad de los huevos de T. solium

obtenidas de chinchillas al infectar a un cerdo, confirmando de esta manera la reproducibilidad

de todo el ciclo de vida de éste parásito en modelos experimentales.35, 36

El parásito adulto puede crecer en el intestino delgado del modelo experimental del

hámster dorado.> el cual al ser inmunodeprimido con acetato de metilprednisolona (MPA),

presenta mayor susceptibilidad a la infecci ón.P En este modelo , la etapa estrobilar de T. solium

sobrevive más de 16 semanas en animales inmunodeprimidos y alrededor de 10 semanas en

animales no inmunodeprimidos. Asimismo , el número de parás itos recuperados en la necropsia

es mayor en los prirneros.w Debido al fácil manejo de los animales , la satisfactoria obtención de

productos de material antigénico del parásito adulto, fue posible el desarrollo de pruebas

diagnósticas para teniosis." determinar componentes de la respuesta inflamatoria intestinal y de

la respuesta inmune humora I.29.31.32,37
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En el modelo experimental de jerbos inmunodeprimidos no se obt ienen proglótidos

grávidos, al igual que en el modelo del hámster dorado,32.35 sin embargo, cuando los animales

son tratados con corticoesteroides se pueden obtener ejemplares sexualmente maduros con

proglótidos pregrávidos y las infecciones duran hasta 12 semanas, aunque se recuperan menos

tenias que en h árnsteres.w Estos dos roedores muestran también diferencias en la dosis de

esteroides necesaria para mantener la infección, ya que se necesita una dosis cuatro veces

mayor en los jerbos, siendo el desarrollo del parásito más rápido, así como su expulsión.v- 35

Respuesta inmune en el intestino delgado.

En forma general, el sistema inmunitario puede generar dos tipos de respuesta, la

humoral y la celular. Posterior a la presentación del antígeno, se dispara una cadena de

señalización y los linfocitos TCD4+ entran rápidamente en un programa de diferenciación

(Fig.5). En el caso de las infecciones crónicas, como lo son las infecciones por parásitos, éste

proceso de diferenciación puede resultar en una respuesta inmune altamente polarizada, no así

en el caso de las infecciones agudas, donde es común observar una respuesta más

heteroq énea.w En fonna particular, el microambiente del intestino está aparentemente orientado

para la producción de citocinas de tipo Th2: IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 y TNF- a , J9 y Th 3: TGF-13

e IL-10. En contraste con la respuesta tipo Th , y Th2, la respuesta tipo Th3 aparentemente

proporciona ayuda para la producción de IgA y la secreción primaria de TGF-I3.40
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La respuesta celular a nivel de la mucosa está conformada por las células maduras del

epitelio intestinal: enterocitos, células caliciformes, células de Paneth , células enteroendocrinas

y las células M (células de los micropliegues)41.42 (Fig. 6). Los enterocitos son células cilíndricas

altas, especializadas para el transporte de sustancias desde la luz del intestino hasta la

circulación. Las células caliciformes son glándulas unicelulares secretoras de mucina, que se
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encuentran entremezcladas con las demás células de epitelio intestinal, siendo más numerosas

en el íleon terminal. Las células enteroendocrinas se concentran en la porción inferior de las

criptas intestinales, pero migran lentamente y pueden encontrarse en todos los niveles de las

vellosidades. Estas células secretan casi todas las hormonas, los reguladores más activos son

la colecistocinina (CCK), la secretina y el péptido inhibidor gástrico (GIP); estas tres hormonas

aumentan la actividad pancreática y vesicular e inhiben la función secretora y la motilidad

gástrica.41 Las células M, son células epitelia les que recubren las placas de Peyer, capaces de

endocitar y transportar los antígenos a las placas de Peyer, donde son capturados, procesados

y presentados por las células presentadoras de antígenos (APCs) a las células linfoides

subepiteliales.4o• 43

La lámina propia contiene abundantes células del sistema inmune, los linfocitos de la

lámina propia son predominantemente células T activadas, aunque también pueden detectarse

numerosas células B activas y células plasmáticas . La lámina propia también contiene

abundantes nódulos de tejido linfoide, diseminados a lo largo del intestino delgado y que

representa uno de los principales componentes del tejido Iinfoide asociado a intestino (GALT:

Gut Associated Lymphoid Tissue) , los nódulos son particula rmente grandes y numerosos en el

íleon, donde se localizan sobre la cara del intestino, opuesta a la fijación al mesenterio,

llamados nódulos agregados o placas de Peyer, donde se encuentran primord ialmente linfocitos

B, linfocitos T, células dendríticas y macrótaqos.> 44
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Fig. 6. Microscopía de luz de un corte longitudinal de intestino delgado humano. A)

Ep: Epitelio; LP: Lámina Propia; CC: células caliciformes; En: enterocitos.

Fotografías tomadas y adaptadas del sitio: http://asb.aecom.yu.edu

La respuesta inmune humoral a nivel de la mucosa es principalmente del isotipo IgA2.

anticuerpo que es secretado por las células plasmáticas de la lámina propia. transportado por

las células epiteliales y liberado en el interior de la luz intestinal. Tamb ién se encuentran
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anticuerpos IgM en menor concentración en comparación con los IgA, pero que llevan a cabo

funciones similares de protección que los anticuerpos IgA.43.44

Inmunidad contra Parásitos

Según Mosmann y colaboradores, se considera que los patógenos, para ser elim inados ,

requieren diferentes respuestas inmunes mediadas por TCD4+: protozoarios intracelulares son

controlados mediante una respuesta Th1, mientras que los organismos extracelulares, tales

como helmintos son controlados a través de una respuesta tipo Th2.45 Sin embargo, se

estableció la importancia de no hacer afirmaciones tan categóricas dentro del tipo de respuesta

Th 1 0 Th2y, en lugar de esto , considerar la existencia de mecanismos superpuestos implicados

en la defensa inmunitaria mediante citocinas individuales y las rutas efectoras que son

inducldas."

Se ha demostrado ampliamente la part icipación de las células TCD4+ en la regulación

de la respuesta inmune por la secreción de citocinas. Como ya se ha mencionado, las células

Th se han defin ido por los grupos de citocinas que secretan (Fig. 5), demostrándose que la

expulsión de gusanos parásitos puede estar controlada por citocinas del grupo Th2que inducen

una mastocitosis en la mucosa, eosinofilia intestinal y concentraciones elevadas de IgE en

suero .39.43.47 El incremento de la población de mastocitos, células cebadas y eos inófilos, así

como las altas concentraciones de IgE e IgG4 son característicos de los individuos infectados

por helmintos .39.43.46 Además de la respuesta de anticuerpos IgE, la respuesta inmune humoral ,

en la mucosa se producen , anticuerpos IgA, IgG e IgM, aunque los últimos en menor

concentracl ón .w
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Se debe de tomar con atención la alta concentración de IgE, ya que la IgG4 puede

bloquear los mecanismos mediados por IgE, 50 aunque ambos isotipos están promovidos por el

mismo tipo de citocinas Th2. La ausencia de síntomas alérgicos en la infecc ión por helmintos

adquirida naturalmente, a pesar de la elevada concentración de IgE en suero y la aparición de

eosinofilia, puede deberse a las concentraciones extremadamente altas de IgG4 bloqueante,

que está también presente en estos individuos. La resistencia a la infección con Schistosoma

mansoniy S. haematobium en humanos se ha asociado con la producción de IgE, mientras que

la susceptibilidad está asociada con la presencia de isotipos no IgE, particularmente IgG4.51. 52

Así , la susceptibilidad o resistencia a la infección puede depender de un balance entre las

respuestas protectoras IgE y los anticuerpos bloqueantes de antígenos de las etapas infectivas.

La mucosa intestinal contribuye a la prevención inmune al impedir el estab lecimiento de

par ásltoss-, demostrado mediante ensayos in vitro, que el secuestro de larvas de Trichinella

spíralis en el moco intestinal sólo ocurre en presencia de anticuerpos específicos, sugiriendo

que dichos anticuerpos inducen la captura del parásito por dos vías: por formación de una red

cargada de anticuerpos que atrapa a la larva y por bloqueo de alguna función requerida para su

progreso a través de la mucosa.v

Los macrófagos, plaquetas y eosinófilos tienen receptores para IgE (FCER CD23), así,

estas células se pueden unir a parásitos cubiertos por IgE para después activarse. Los

macrófagos que se unen a las larvas de helmintos a través de la IgE muestran niveles

aumentados de enzimas Iisosómicas y un aumento en la liberación de metabolitos reactivos del

oxígeno , Interleucina 1, leucotrienos, factor activador plaquetario y prostaglandinas.55 De igual
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forma, los eosinófilos liberan tanto mediadores preformados como derivados lipídicos y

citocinas. Los gránulos específicos de los eosinófilos contienen hidrolasas lisosomales y

péptidos catiónicos como la proteína básica principal, la proteína catiónica , la neurotoxina

derivada del eosinófilo, la mieloperoxidasa y la peroxidasa eosinofílica . Esta última es la

principal responsable de la liberación de metabolitos tóxicos del oxígeno. Entre los principales

derivados Iipídicos se encuentran el factor activador de plaquetas y los leucotrienos C4, 04, y

E4; compuestos que intervienen en los procesos de quimiotaxis , aumentan la penneabilidad

vascular, producen contracciones en la musculatura intestinal, incrementan la permeabilidad de

los capilares y edema en los tejidos .43 La eosinofilia es dependiente de la presencia de IL-S56, la

cual junto con la IL-3 y el factor estimulante de crecimiento de granulocitos y monocitos (GM­

CSF) (citocinas producidas también por eosinófilos), promueven la maduración y liberación de

los eosinófilos en la médula ósea.v

La IL-S juega un papel importante en la regulación de la respuesta inmune en las

infecciones parasitarias, suceso demostrado en estudios con ratones infectados con T. spira/is,

dónde se evaluó la expresión in vitro de citocinas por parte de las células mesentéricas de los

nódulos linfáticos (CMNL), observándose que a los 2 OPI se liberaban pocas cantidades de IL-S

y grandes cantidades de IFN-y, actividad que decayó rápidamente , ya que para el 80PI se

incrementó la secreción de IL-S, pero no la de INF-y. Cuando las células CMNL fueron

estimuladas posteriormente con antígenos parasitarios no hubo secrec ión de IL-S a los 2 OPI

pero si a los 8 OPI, demostrando que cuando la infección progresa hay un cambio a fenotipo

Th2, impidiendo que el parásito se establezca en el intestino ." Por otro lado, estudios con

Strongy/oides sterco/aris, demostraron que la expresión de IL-S es requerida en el
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establecimiento de una respuesta inmune protectora, ya que se necesita de ésta citocina para la

producción de eosinófilos involucrados en la eliminación de la larva durante la inmunidad innata

y la inducción de una respuesta humoral protectora en la inmunidad adaptat iva.58

La detección de citocinas puede efectuarse en sobrenadantes de cultivos o en suero por

medio de ensayos inmunoenzimáticos. También se pueden detectar por métodos de biología

mo lecular donde se identifica el DNA o el RNA con una sonda específica. Al respecto , mediante

la prueba de HIS se pueden identificar tanto al mRNA para IL-S como a las células que lo

sintetizan.

Hibridación in situ(HIS)

La hibridación in situ (HIS) fue descrita por primera vez en 1969 por Gall y Pardue. Este

método tenía como finalidad la localizac ión de secuencias de DNA en cromosomas de

Drosophila polytene. 59 En genera l, la hibridación puede hacerse sobre soportes sólidos (filtros

de nylon o nitrocelulosa), en solución (in vitro) o en cortes de tejido o preparaciones celulares (in

sitU¡. Se puede hacer la detección de transcritos de RNA de células individuales, detectando

RNA poliadenilado usando sondas poli (U)60o usar transcritos complementarios de RNA o DNA

como sondas, ya sea para secuencias virales61.62.63o para mRNA de una sola célula.62.64

Las sondas se pueden marcar a través de métodos radiactivos (3H, 32p, 33p, 35S) y los

no radiactivos (biotina, digoxigenina, florescencia). Las sondas marcadas con 35S representan el

método más sensible para la detección de mRNA en secciones de tejido.65.66.67.68 Sin embargo,

los radioisótopos tienen una vida media corta y la exposición es peligrosa, además de que el
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desarrollo de una señal positiva puede durar hasta varias semanas y el costo puede ser

elevado. Por todas estas limitaciones, se han desarrollado métodos no radiactivos que no son

peligrosos de manejar, que pueden ser almacenados por períodos prolongados y ser

detectados por una reacción antígeno-ant icuerpo, utilizando para ello un anticuerpo acoplado a

una enzima o a un f1uorocromo (inmunohistoquímica) en cuyo caso la técnica se denomina

hibridación in situ con fluorescencia (FISH) y alcanzan una sens ibilidad equivalente a la de los

isótopos. 69

La técnica de HIS tiene una alta sensibilidad que permite la detección en una región de

200 copias de mRNA por célula . Se debe considerar también el híbrido formado y la estabilidad

del mismo, ya que un híbrido RNA-RNA es más estable que un híbrido DNA-RNA y este a su

vez más estable que el híbrido DNA-DNAJo Sin embargo, la técnica de HIS presenta el

inconveniente de que las secuencias pueden no detectarse si están enmascaradas cuando

están asociadas a proteínas o protegidas en alguna estructura celular, por ello es de interés

incrementar la permeabilidad del tejido y la disponibilidad de la secuencia de nucleótidos en la

célula o en el tejido, sin destruir la integridad de los mismos.

La sensibilidad de la técnica depende del efecto de la preparación del tejido sobre la

retención y accesibilidad de DNA celular blanco o RNA, los tipos de sondas, eficienc ia de la

marcación de la sonda, sensibilidad del método utilizado para la detección de la señal y el

efecto de las condiciones de hibridación in situ sobre la eficiencia de la hibridac ión (fuerza

iónica, temperatura, astringencia, étc.) .
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JUSTIFICACION

Debido a que no se conocen los mecanismos por los cuales T solium es expulsado del

intestino delgado en el ser humano ni en el modelo experimental del hámster dorado, se puede

proponer algunos mecanismos inmunológicos estudiando la participación de las citocinas en

dicho proceso.

En los modelos experimentales de Taenia solium de jerbos y hámsteres se ha

observado un incremento en la reacción inflamatoria en la mucosa intestinal, presentándose en

los hámsteres, eosinofilia constante en el área que rodea a los escólices del parásito. Por los

conocimientos generados anteriormente en otras parasitosis y debido a que la IL-S, junto con

otras citocinas, promueven la maduración y liberación de los eosinófilos en la médula ósea,

es importante el estudio in situ de ésta citocina, así como también identificar las células que la

producen. suceso que puede estar estrechamente relacionado con el proceso de expulsión

del parásito adulto T solium en el hámster dorado.
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HIPÓTESIS

Taenia so/ium provoca una reacción inflamatoria en la mucosa intestinal de hámsteres

dorados infectados experimentalmente. que induce el incremento en la expresión del mRNA que

codifica para la citocina IL-S y que puede ser determinado usando sondas específicas mediante

la técnica de hibridación in situ.

27



OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar el perfil de citocinas sintetizadas en la mucosa intestinal de hámsteres y gerbos

infectados con el adulto de T. so/íum mediante hibridación ín sítu.

Objetivo Particulares

• Estandarizar la técnica de hibridación ín situ con una sonda complementaria a una parte de

la secuencia de a-Tubulina (como control positivo) y con una sonda complementaria a una

parte de la secuencia de VPH (como control negativo) en cortes de tejido de intestino

delgado de hámster dorado.

• Detectar mRNA para IL-S por la técnica de hibridación ín sítu en la mucosa intestinal del

modelo experimental del hámster dorado infectado con Taenía so/íum en diferentes días

post-infección.

• Realizar un análisis cualitativo del mRNA para IL-S detectado por HIS en los hámsteres

infectados con T. so/íum.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Diagrama de flujo de las activ idades que se llevaron a acabo para la realización del

presente estudio

Infección de hámsteres
con 8 cisticercos

Necropsia a los 2, 4, 8,
12, 16, 20 Y 24 días

post-infección (DPI) y
toma de

Fijación de biopsias en
amortiguador de fosfatos­

paraformaldehído y cotocor
en f-JUIUIIIIU

Hacer cortes de SlJmy
adherir a portaobjetos

tratados con silano

Marcaje con digoxigenina
(DIG) de oligonucleótidos
complementarios a una

parte de la secuencia del
mRNA de IL-S. Controles:
Alfa tubulina y Virus de

Pnnil,-,rr,n Humano

Detecci ón inmunológica de
híbridos con anticuerpos

anti-DIG marcados con
Fosfatasa alcalina

Observación de los
cortes de tejido al

Fig. 7. Estrategia experimental para la detección de IL-S en la mucosa intestinal del modelo experimental de

teniosis en hámster.



Animales experimentales

Se emplearon hámsteres dorados (Mesocricetus auratus) hembras de 8-9 meses de

edad, de aproximadamente 150-170 g de peso corporal, que fueron obtenidos del 8ioterio de la

Unidad de Investigación del Hospital General "Dr. Manuel Gea González. Los animales se

trasladaron a la facultad de Medicina, se mantuvieron en cajas de acrílico con un colchón de

aserrín con tapas de alambre. La dieta consistió en alimento comercial balanceado para

roedores (Laboratory autoclavable rodent diet 5010 Harlan) yagua estéril ad libitum. La limpieza

de las jaulas se realizó dos veces por semana. Los animales fueron desparasitados por vía oral

con una cánula una semana antes de la infección con 20 mg de metronidazol (Rhone Poulenc)

por cada kg de peso durante cinco días, 50 mg de mebendazol (Sanfer) por cada kg de peso

durante tres días y una dosis única de 30 mg de praziquantel (Merck) por cada kilogramo de

peso del animal.

Cisticercos

Los cisticercos de T.solium se extrajeron por medio de disección del músculo

esquelético de cerdos infectados de manera natural. A los cisticercos se les retiró el fluido y

posteriormente se depositaron en una caja petri con P8S t

Para verificar la viabilidad de los ~isticercos se utilizó la prueba de evaginación in vitro.

Los cisticercos se colocaron en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) adicionado con bilis de

cerdo en una proporción 1:4, por cada cisticerco se colocaron 4 mi de la mezcla al 25%.

t La elaboración de las soluciones está descrita en el Apéndice.
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Posteriormente se dejaron en incubación a 37°C durante 3 a 12 horas y se contó el número de

cisticercos que evaginaron y presentaron movimiento.

Grupos experimentales y protocolo de infección

Los animales se dividieron en dos grupos al azar, uno fue el grupo experimental y otro

el grupo testigo no infectado. Los animales fueron infectados por vía oral con ocho cisticercos

de T. solium en el primer día de experimentación, se hicieron necropsias a diferentes dias post

infección (DPI) y se sacrificaron tres animales del grupo experimental y dos hámsteres del

grupo testigo.

Obtención del adulto de T. solium

Se realizaron necropsias de los hámsteres a los 2, 4, 8, 12, 16, 20 Y 24 DPI. Los

animales se sacrificaron por dislocación cervical siguiendo la Ley de Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio (Salud y Bienestar Animal) . Posteriormente se extrajo el intestino

delgado, se colocó en una caja petri con solución PBS y se hizo un corte longitudinal del mismo .

Se localizó el área de implantación de las tenias a simple vista o con ayuda de un

estereoscopio , se midió la distancia a partir del píloro a la cual se encontraban los sitios de

anclaje de las tenias y se contó el número de parásitos. Se verificó la especie parasitaria

observando el escólex provisto de cuatro ventosas y un rostelo armado con una doble corona

de ganchos. Se tomaron muestras de un centímetro de longitud de la mucosa intestinal

correspondiente al sitio de anclaje de las tenias en el duodeno-yeyuno.

3 1



Procesamiento de las muestras de tejido para cortes histológicos

Las muestras se fijaron en paraformaldehído al 10% amortiguado con fosfatos (29 mM

NaH2P04 , 46 mM Na2HP04) y se deshidrataron paulatinamente con etanol a diferentes

concentraciones (70%, 80%, 90% Y 100%) para posteriormente ser embebidas en parafina

durante 12 horas. Se hicieron cortes de 4 a 6 urn que fueron montados en portaobjetos tratados

con silano. Las laminillas se mantuvieron a 4°C hasta su uso.

Tratamiento de portaobjetos con silano

Los portaobjetos se introdujeron en una solución con 3-aminopropil-trietoxisilano al 2%

en acetona durante 30 minutos. Posteriormente se hicieron tres lavados con agua MiliQ y se

dejaron secar a 37°C durante 30 minutos.

Marcaje de oligonucleótidos con digoxigenina (DIG)

Losoligonucleótidos se disolvieron en agua MiliQ tratada con dietilpirocarbonato (DEPC)

yen un tubo de 1.5 mi se realizó la siguiente mezcla:4 ¡¡L de amortiguador 1 (concentrado 5X),

4 ¡¡L de CoCI2 25mM, 100 pmol de oligonucleótido, 1 ¡¡L de DIG-dUTP (Digoxigenina-11-dUTP

1mM), 1 ¡¡L de ATP, 1 ¡¡L de solución 1, agua MiliQ tratada con DEPC cbp 20 ¡¡L. Se

homogenizó la mezcla, se incubó a 37°C durante 15 minutos, e inmediatamente después se

colocó en hielo. Se agregaron 2 ¡¡L de I~ solución 2 a la mezcla de reacción , la cual se incubó

durante diez minutos a 4°C. Posteriormente se adicionaron 2.5 ¡¡L de LíCI 4M, 75 ¡¡L de etanol

al 100% pre-enfriado a -20°C, se mezcló bien y se dejó en reposo hasta la formación de un

precipitado (aproximadamente 24 h a -70°C). Se centrifugó el tubo de reacción a 13000 x g a
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4°C durante 15 minutos. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el botón en 50 ¡.¡L de

etanol al 70% pre-enfriado a -20°C . Se centrifugó nuevamente a 13000 x 9 durante 15 minutos

a 4°C. Se eliminó el sobrenadante y el precipitado se secó al vacío (Fig. 8).

+
Transferasa

~UTP + terminal

t -
+

dNTP

Oligonucleótido marcado

con digoxigenina

Fracción Fab marcado con

fosfatasa alcalina

Detección con

NBT-BCIP

Oligonucleótido

LUTP

DIG-dUTP

.1.
Fracción Fab anti-DIG

r
Fosfatasa Alcalina

Fig. 8. Esquema de marcaje de oligonucleótidos y detección de los mismos.



Cuantificación del marcaje de losOligonucleótidos

Para verificar que los oligonucleótidos estuvieron bien marcados, se hicieron diluciones

seriadas según las instrucciones del fabricante (Roche) de los oligonucleótidos marcados y del

control del Kit (DNA marcado con DIG) (Cuadros 1 y 2). Se colocó 11lL de cada dilución en una

membrana nylon para el control y en otra membrana se hizo lo mismo para el oligonucleótido

problema (Fig. 9).

Cuadro 1. Diluciones del Control del Kit (DNA marcado con DIG)

Concentración inicial Concentración Factor de
Tubo Dilución

del control marcado final dilución

A 2.5 pmol 0.5 IlL /20IlL de amortiguador 50 fmol/IlL 1:50

B 50 fmol/ul, 2.5 IlL /1OIlL de amortiguador 10 frnotul, 1:250

C 10 fmol/IlL 2.5 IlL /10IlL de amortiguador 2 fmol/ut, 1:1250

D 2 fmol/IlL 2.5 IlL /1OIlL de amortiguador 004 fmol/IlL 1:6260

E 004 frnol/u], 2.5 IlL /1OIlL de amortiguador 0.08 frnobu], 1:31250

Cuadro 2. Diluciones del Oligonucleótido Problema

Tubo
Dilución del oligonucleótido

Factor de dilución
problema marcado

A 0.5 1l1/20IlL agua MiliQ DEPC 1:50

B 2.5 1l1/10llLagua MiliQ DEPC 1:250

C 2.5 1l1/10IlL agua MiliQ DEPC 1:1250

D 2.5 1l1/10IlL agua MiliQ DEPC 1:6260

E 2.5 1l1/10IlL agua MiliQ DEPC 1:31250
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Diluciones del c o n trol
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diluciones d el control
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oligonucleótido problema

Membrana de nylo n con dilucione s

del oligonucle ótido problem a

Fig. 9. Esquema de verificación y cuantificación del marcaje de los oligonucleótidos.

Los ácidos nucleicos se fijaron a la membrana de nylon por entrecruzamiento con rayos

UV o mediante calor en horno a 120·C durante 30 minutos . Posteriormente, la membrana se

sumergió y agitó en amortiguador de lavado durante 10 minutos, se desechó la solución y

después se embebió en solución de bloqueo durante 30 minutos a temperatura ambiente. La

membrana se sumergió en una solución con anti-DIG (fracción Fab de anticuerpos de cabra)

marcado con fosfatasa alcalina (FA) diluida 1:5000 en solución de bloqueo y se incubó durante

30 minutos a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubación, se lavó la membrana con

amortiguador de lavado durante 15 minutos a temperatura ambiente, el lavado se repitió en dos

ocasiones más. La membrana se incubó en amortiguador 3 durante 5 minutos a temperatura

ambiente, posteriormente se eliminó el amortiguador. Se agregó el amortiguador de detección ,

se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente y pasado el tiempo se eliminó. Se permitió

el desarrollo del color incubando el tubo de reacción en la oscuridad. La reacción se detuvo

lavando la membrana con amortiguador TE. Se secó la membrana a temperatura ambiente y se

compararon las intensidades del control con las diluciones de los oligonucleót idos problemas .
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Hibridación in situ

Prehibridración

Las laminillas se desparafinaron en horno a 600e durante 2 horas. Se sumergieron en

xilol inmediatamente después, haciendo dos cambios de 10 minutos cada uno. Posteriormente

se pasaron las laminillas por diferentes concentraciones de alcoholes etílicos para hidratar el

tejido (etanol 100%, etanol 100%, etanol 90%, etanol 80%, etanol 70%) agitando en cada

cambio durante 10 minutos en plancha de agitación.

Una vez hidratados los tejidos, se hicieron dos lavados con PBS en plancha de agitación

a temperatura ambiente. Se hizo un tratamiento a los cortes de tejido de antes del proceso de

hibridación:

a. Se permeabilizaron los cortes de tejido con proteinasa K a una concentración de

1.O¡¡g/ml en amortiguador Tris 100 mM pH 7.5, se incubó durante 30 min a 37°e .

b. Se lavaron con PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente.

c. Posteriormente, las laminillas se embebieron en glicina 0.2% durante 10 minutos a

temperatura ambiente.

d. Se lavaron con PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente.

e. Los tejidos se trataron con solución TA Y se incubaron durante 10 minutos a

temperatura ambiente.

f. Se lavaron con PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente.

g. Posteriormente se pasaron las laminillas por una serie de alcoholes etílicos

graduales para deshidratar el tejido (etanol 70%, etanol 80%, etanol 90%, etanol
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100%, etanol 100%) agitando en cada cambio durante 10 minutos a temperatura

ambiente en plancha de agitación.

Hibridación

A continuación se delimitaron los cortes de tejido con lápiz punta diamante y se colocó

la solución de prehibridación (solución de hibridación sin sonda) sobre el tejido. Posteriormente

se alineó el RNA blanco a 93°C durante 3 minutos en plancha de hibridación e inmediatamente

después se enfriaron los cortes durante 10 min en plancha de hielo (colocar arriba de hielo un

papel aluminio). Posteriormente los cortes de tejido se colocaron en una cámara húmeda y ésta

se puso en baño maría durante una hora a 65°C. Enseguida se quitó el exceso de amortiguador

de hibridación y se colocó el amortiguador de hibridación con el oligonucleótido marcado con

DIG (concentración de la sonda marcada con DIG = 100 ng por corte) , se alineó el RNA blanco

a 93°C durante 3 minutos en plancha de hibridación e inmediatamente después se enfriaron los

cortes durante 10 min en plancha de hielo. Las laminillas se colocaron en una cámara húmeda y

se dejaron en incubación en Baño María a 65°C durante toda la noche.

Posthibridación

a. Se hicieron dos lavados con SSC 2X agitando durante 10 minutos a temperatura

ambiente en plancha de agitación.

b. Las laminillas se trataron con RNAasa a una concentración de 100 ¡.tg/ml en

amortiguador de RNAasa durante 30 min a 37°C.

c. Se hizo un lavado con SSC 2X durante 30 min a 37°C.



d. Los cortes de tejido se trataron con forrnarnida al 60% en SSC 0.2X durante 10 min a

65°C (dos cambios).

e. Se hicieron dos lavados con SSC 2X agitando durante 10 minutos a temperatura

ambiente en plancha de agitación.

Detección inmunológica

Posterior a la hibridación se hizo la detección inmunológica de las sondas siguiendo la

secuencia:

1. Las laminillas se sumergieron en amortiguador 3 durante 10 minutos .

2. Posteriormente se sacaron las laminillas del amortiguador, se les eliminó el exceso y

se colocó sobre los tejidos levamisol 2.5 mM en amortiguador 3.

3. Los cortes de tejido se colocaron en una cámara húmeda y se hizo una incubación a

60°C durante una hora.

4. Se lavaron las laminillas con amortiguador TN durante 10 minutos a temperatura

ambiente en plancha de agitación (dos cambios).

5. Se agregó a las laminillas mezcla bloqueadora al 5% en amortiguador TN,

posteriormente se colocaron en cámara húmeda y ésta se incubó a temperatura

ambiente durante una hora.

6. Se eliminó el exceso de mezcla bloqueadora y se agregó el anticuerpo anti

Digoxigenina (a-DIG) (concent raci ón a-DIG = 1:500 disuelto en la solución

bloqueadora al 5%). Se incubó a 4°C en cámara húmeda durante toda la noche.

7. Se realizaron dos lavados con amortiguador de lavado, agitando durante 10 minutos

en plancha de agitación.
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8. Los cortes de tejido se incubaron en amortiguador 3 durante 10 minutos a

temperatura ambiente.

9. Se reveló con amortiguador de detección, hasta el desarrollo de color, en cámara

húmeda en oscuridad.

10. Las laminillas se incubaron en amortiguador TE durante 10 minutos a temperatura

ambiente.

11. Se hicieron dos lavados con pas agitando durante 10 minutos a temperatura

ambiente en plancha de agitación.

12. Los cortes de tejido se contratiñeron con Rojo Rápido Nuclear (RRN) durante 5

minutos a temperatura ambiente.

13. Se hicieron 2 lavados con pas agitando durante 6 minutos a temperatura ambiente

en plancha de agitación .

14. Posteriormente se pasaron las laminillas por una serie de alcoholes etílicos

graduales para deshidratar el tejido (etanol 70%, etanol 80% , etanol 90%, etanol

100%, etanol 100%) agitando en cada cambio durante 10 minutos en plancha de

agitación.

15. Las laminillas se sumergieron en xilol durante una hora.

16. Finalmente se montaron las laminillas en resina base xileno y se dejaron secar

durante 24 horas .
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RESULTADOS

Obtención del adulto de T. solium

Se infectaron hámsteres por vía oral con ocho cisticercos de T. solium, se hicieron

necropsias a los 2,4, 8, 12, 1620 Y 24 DPI. Posteriormente se extrajo el intestino delgado, se

localizó el sitio de implantación de las tenias, se tomaron muestras de un centímetro de longitud

de la mucosa intestinal correspondiente al sitio de anclaje de las tenias en el duodeno-yeyuno y

se contó el número de parásitos. Se verificó la especie parasitaria observando el escólex

provisto de cuatro ventosas y un rostelo armado con una doble corona de ganchos. En el

cuadro 3 se muestra el número de tenias obtenidas y el porcentaje de recuperación de parásitos

adultos por cada animal, así como la longitud de los parásitos recuperados. Se observó que a

mayor tiempo de infección las tenias recuperadas fueron de mayor longitud , haciéndose notar la

gran diferencia en los primeros días post infección y a los 24 DPI. El porcentaje de recuperación

del parásito adulto fue del 62.5%, es decir que de ningún hámster se pudieron recuperar las

ocho tenias, y sólo en tres animales no se obtuvieron tenias. El número de tenias recuperadas

fue variable y no se pudo ver una correlación entre el tiempo de infección y el porcentaje de

infección.
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DPI Hámster Núm . de tenias % de Infección Longitud tenias (mm)
I

2 35 3 37.5 1, 1, 1

2 13 2 25 1, 1

2 11 1 12.5 1

4 37 ° ° -
4 16 ° ° -

4 4 4 50 4,3,3,3

6 12 ° ° -

6 10 2 25 7,8

6 33 2 25 5, 5

8 17 3 37.5 3,10,10

8 26 5 62.5 10,10,10,10,5

8 6 4 50 10,10,10,7

12 36 2 25 30,20

12 21 3 37.5 20,15,8

12 15 5 62.5 20,20,10,10,8

16 34 4 50 50,45,25,20

16 8 4 50 50, 40, 30,15

16 38 6 75 50,50,40,30,30,15

20 25 5 62.5 100,70,50,50,30

20 23 2 25 130,110

20 28 3 37.5 130,110,80

24 32 1 12.5 90

24 24 2 25 50, 30

24 19 1 12.5 140

Cuadro 3. Recuperación de tenias del intestino delgado de hámsteres infectados con cist icercos de T. sotium.
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Estandarización de la Técnica de HIS

1. Marcaje de las sondas

Las sondas para a-Tub, HPV e IL-S se marcaron con dUTP-DIG , posteriormente se

verificó el marcaje en membranas de nylon por medio de la técnica de inmunopunto de acuerdo

con las instrucciones del fabricante (Fig. 10).

Oligonucleótido control (DNA marcado con DIG)

Sonda de a-Tubulina marcada con DIG

Dilución:

B

Dilución:

•
A

•
A

•
8

•
8

•
e

o .

e D

D

E

E

e Sonda de VPH marcada con DIG

Sonda de IL-S marcada con DIG

Dilución:

D

Dilución:

•
A

•
A

•
8

•
B

o

e

e

D

D

E

Fig 10. Inmunopunto de olignucleótidos marcados con digoxigenina. A: oJigonucleót ido de DNA contro l, B:

sonda de a-TubuJina, C: sonda de VPH, D: sonda de IL5.

42



Se compararon visualmente las marcas de las sondas problema con un oligonucleótido

de referencia (DNA marcado con DIG) cuya concentración era conocida y se hicieron los

cálculos correspondientes para conocer la concentración de las sondas marcadas. Como puede

observarse en la figura 10, las sondas para a-Tub , HPVe IL-5 si se marcaron con DIG y las

concentraciones fueron de 92.35 ng/J.JL, 86.12 ng/J.JL y 86.12 ng/J.JL respectivamente.

La estandarización de la técnica de HIS se llevó a cabo utilizando una sonda

complementaria (5' - GATGGMGACACAATCTGGC- 3') a la secuencia de a-Tub como control

positivo y como control negativo se utilizó una sonda complementaria (5'­

GTTTGCAGCTCTGTGCATA- 3') a una secuencia de VPH. Al hacer las primeras hibridaciones,

se observó que los cortes de tejido estaban teñidos en su totalidad de color morado,

presentando una respuesta altamente positiva tanto para el control positivo como para el

negativo, poniéndose de manifiesto la actividad la fosfatasa alcalina (FA) endógena que

emplea como sustrato al NBT-BCIP (Figs. 11 y 12).

2. Inactivación de la actividad de la Fosfatasa Alcalina endógena

Para evitar la generación de resultados falsos positivos por el efecto de la FA endógena,

se realizaron experimentos con cortes de tejido utilizando diferentes concentraciones de

levamisol e incubando las preparaciones a diferentes temperaturas y tiempos. En estos

experimentos no se agregó la sonda control de a-Tub ni el anticuerpo de detección marcado

con FA, realizándose únicamente la detección enzimática con el sustrato NBT-BCIP.

.+]



Figs 11 Y 12. Micrografias de cortes de intestino delgado de hárnster donde se pone de manifiesto la actividad

de la fosfatasa alcalina endógena al agregar el sustrato (nitroazul de tetrazolio/5-bromo. 4-doro. 3-indolil

fosfato).

En los ensayos con levamisol a diferentes concentraciones se observó una disminución

considerable, de muy alta a mediana en la actividad de la FA del tejido a partir de la

concentración 2.5 mM. Al aumentar la concentración del inhibidor (Ievamisol), la actividad de la

enzima no disminuyó más (Cuadro 4).

Levarnisol Posit ividad de la
Laminilla

(mM) reacción

A O +++++

B 1 +++++

C 2.5 +++

O 5 +++

E 10 +++

Cuadro 4. Inhibición de la actividad de la fosfatasa alcalina endógena con levamisol. Los cortes de

intestino delgado de hárnsteres infectados con T. soIium se incubaron con diferentes

concentraciones de Ievamisol durante una hora a temperatura ambiente. Respuesta: +++++ muy

alta, ++++ alta. +++ mediana. ++ baja. +muy baja. - nula.
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Cuando se usaron diferentes temperaturas para inactivar la FA endógena, se observó

que la actividad de la enzima disminuyó a 60°C, pasando de muy alta a mediana, pero no se

logró inactivar por completo (Cuadro 5). Al combinar el empleo de levamisol y temperatura

como factores inhibidores, se observó que utilizando una concentración de 2.5 mM de levamisol

e incubando a 60°C durante una hora se abolió la actividad de la fosfatasa alcalina endógena

(Cuadro 6).

Tiempo Positividad de la
Laminilla

incubación (min) reacción

A O +++++

B 30 +++++

C 45 +++++

D 60 +++

Cuadro 5. Inhibición de la actividad de la fosfatasa alcalina endógena. Los cortes de tejido se

incubaron a 60°C durante diferentes tiempos . Respuesta : +++++: muy alta , ++++: alta , +++:

mediana , ++: baja, +: muy baja, -: nula.

Tiempo Posit ividad de la
Lamin illa

incubación (min) reacción

A 1 +++++

B 15 +++++

C 30 ++

D 45 ++

E 60 -

Cuadro 6. Inhibición de la actividad de la fosfatasa alcalina endógena. Los cortes de tejido se

incubaron con 2.5 mM de levamisol a 60°C durante diferentes tiempos. Respuesta: +++++: muy alta,

++++: alta , +++: mediana, ++ : baja, +: muy baja, - : nula.
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3. Prehibridación

Para evitar la generación de falsos negativos. se hizo un tratamiento de acetilación de

los cortes de tejido con trietanolamina 0.1N Y anhídrido acético al 25% y de carbetoxilación con

DEPC al 0.1%, lo que permitió que entrara la sonda con la acetilación y no se degradara el

RNA presente en los tejidos con la carbetoxilación, evitándose que se generaran falsos

negativos.

4. Permeabilización

Se utilizó proteinasa K para permeabilizar el tej ido y permitir la entrada de la sonda de (X ­

Tub a las células. Con este fin , se realizó una curva de valoración de entrada de la sonda y

daño en el tejido a causa de la permeabilazación con 10 Ilg/mL de dicha enzima a diferentes

tiempos y temperaturas. Como se observa en el cuadro 7, el incremento en la concentración de

proteinasa K a temperatura ambiente y a 37°C aumenta la entrada de la sonda y el daño en el

tejido . En ambas condiciones de temperatura se encontró que el tejido requ iere como mínimo 5

minutos de tratamiento con la proteinasa K para permitir la entrada de la sonda a las células

(laminillas C y J). Sin embargo, se observó mucho daño en el tejido cuando los cortes se

incubaron a temperatura ambiente por tiempos ~ a 20 minutos ó cuando fueron incubados a

37°C durante 15 minutos o más ; razón por la cual se descartaron dichas condiciones de trabajo

(Cuadro 6, laminillas F, G, L, M Y N). Cuando se incubó a 37°C durante 10 minutos, la entrada

de la sonda fue alta y el daño en el tejido menor, por lo que se escogieron esas condiciones

para la permebilización del tejido con la proteinasa K (Cuadro 7, laminilla K).
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Proteinasa K Tiempo Entrada de la
Laminilla Daño del tejido

(10 ~lg/ml) (min) sonda

A O - -

B 1 - -
C 5 + +

D TempAmb 10 ++ +++

E 15 +++ +++

F 20 ++++ +++++

G 25 +++++ +++++

H O - -
I 1 - -
J 5 ++ ++

K 37°C 10 ++++ +++

L 15 +++++ +++++

M 20 +++++ +++++

N 25 +++++ +++++

Cuadro 7. Penneabilización de cortes de intestino delgado de hámster con proteinasa K (10 Jlg/mL) a

diferentes tiempos y temperaturas . Respuesta: +++++: muy alta, ++++: alta , +++: mediana , ++. : baja, +:

muy baja, - : nula.

Una vez determinadas las condiciones de levamisol y proteinasa K, se hicieron ensayos

para conocer la concentración de sonda necesaria en la hibridación. A concentraciones de 30 y

50 ng de sonda, no se detectaba claramente la marca, sin embargo se observó que con 100 ng

de sonda fue posible detectar de manera clara y abundante la reacción positiva en los tejidos

hibridados con a-Tub, ya que se pudo ver un puntilleo de color morado característico. En estos

ensayos no se detectó señal con la sonda de VPH (control negativo), confirmando la

inexistencia de hibridaciones inespecíficas (Cuadro 8).
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Concentración de la Señal de la
Laminilla Oligonucleótido

sonda (ng) sonda

A a-Tub 30 ++

8 a-Tub 50 +++

C a-Tub 100 +++++

D HPV 30 -
E HPV 50 -

F HPV 100 -

Cuadro 8. Hibridación de las sondas control a diferentes concentraciones en cortes de tejido de

intestino delgado de hámsteres . Respuesta: +++++: muy alta. ++++: alta , +++: mediana, ++: baja. +:

muy baja, - : nula.

Empleando las condiciones previamente determinadas (Ievamisol 2.5 mM durante 1 h a

60°C, proteinasa K 10 Ilg/mL durante 10 minutos a 37°C y 100 ng de sonda) se realizó la HIS

en cortes de intestino delgado de hámsteres que fueron contra-teñidos con rojo rápido nuclear.

En la figura 13 se observa la hibridación de la sonda de a-Tub en una vellos idad de la mucosa

(Fig. 13A) Y a nivel de las criptas de Lieberkühn, en la submucosa y en la muscular de la

mucosa (Fig. 138). La sonda de VPH no produjo señal , por lo que el tejido se observa teñido

de rojo únicamente (Figs. 132C y 13D).

48



e

MM
"

. .. ... ~ ..
... - .

" .. ' . -,..

Fig 13. HIS de la sonda de a-Tubulina (A yB) Y HPV en (C y O) en cortes de mucosa intestinal de hámsteres

contra-teñidos con rojo rápido nuclear. Figs. A Y B: Marca positiva en el área de la mucosa [criptas de

Ueberkünh (Cl), la lámina propia (lP) y a lo largo del epitelio (Ep) en los entericitos (En)) y en la muscular de

la mucosa (MM). Figs. C y O: El color rojo es caracterlstico de la tinci ón de los núcleos celulares con el

reactivo rojo rápido nuclear, no hay detección de marca positiva.
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HIS del la sonda de IL-S en la mucosa intestinal de hámsteres infectados con

T. solium

Los ensayos de HIS empleando la sonda complementaria para el mRNA de IL-5,

mostraron que en los cortes de hámsteres infectados la positividad de la reacción se incrementó

gradualmente conforme aumentaron los días de la infección, de manera que a los 2 y 4 OPI la

reacción fue mínima, igual a la que presentaron los animales no infectados (Figs.14 y 15). La

localización de una reacción positiva de HIS en los hámsteres del grupo control" (Fig. 14 A Y B)

y de los infectados y sacrificados a los 2 y 4 OPI, se observó principalmente en las células de la

capa muscular yen la submucosa (Fig. 14 e y o; Fig. 15 A Y B).

En las biopsias tomadas a los 8 OPI la reacción positiva se observó además en las

vellosidades, tanto en la zona del epitelio como en la lámina propia , aunque se encontraron

pocas células positivas (Fig. 15 e y O). A los 12, 16, 20 Y 24 OPI hubo un incremento en el

número de células positivas por HIS en las diferentes regiones de la mucosa intestinal de los

hámsteres infectados con T. soüum (Fig. 16 Y 17), pero la mayor cantidad de células positivas

se observaron en la lámina propia y en la región de las criptas de Lieberkühn (Fig. 17 A-O). En

el cuadro nueve se resumen estos resultados .

• Debido a que en todos los controles se observó la misma positividad de la reacción, sólo se presentan

dos micrografías: 14A YB.
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DPI Hámsler control Hámster infectado

2 + +

4 + +

8 + +++

12 + +++

16 + +++

20 + ++ +++

24 + +++++

Cuadro 9. Detección de mRNA para IL-S mediante hibridación in situ en cortes de intestino

delgado de hámsteres infectados con T. solium y no infectados (controles) a diferentes DPI.

Positividad de la reacción : +++++: muy alta, ++++: alta, +++: mediana, ++: baja. +: muy

baja, - : nula.
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Fig 14, HIS con la sonda para IL-5 en cortes de intestino delgado de hámsteres infectados con T. soüom. A y B:

control no infectado, e y D: biopsias de animales infectados tomadas a los 2 DPI. el: criptas de Lieberkühn. lP:

lámina propia, Ep: epitelio. En: entericilos. MM: muscular de la mucosa.
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Fig 15. HIS con la sonda para Il-5 en cortes de intestino delgado de hámsteres infeclados con T. solium. A y B:

biopsias tomadas a los 4 DPI. e y o : biopsias tomadas a los 8 DPI. el: criptas de Lieberkühn. lP: lámina propia. Ep:

ep itelio. En: entericitos. MM : muscular de la mucosa.
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Fig 16. HIS con la sonda para Il -S en cortes de intestino delgado de hámsteres infectados con T. soIium. A y B:

biopsias tomadas a los 12 DPI. e y o: biopsias tomadas a los 16 DPI. el: criptas de Ueber1<ühn, lP: lámina propia,

Ep: epitelio , En: entericitos. MM: muscular de la mucosa.

54



e O

Ep

'\1
,.
'"-"3

;"....

'F~"" \{'~"tr.,-

lP ;¡¡.

'",

Fig 17. HIS con la sonda para Il-5 en cortes de intestino delgado de hámsteres infectados con T. soüum. A y B:

biopsias tomadas a los 20 DPI. e y D: biopsias tomadas a los 24 DPI. el: criptas de Lieberkühn. lP: lámina propia.

Ep: epitelio. En: entericitos, MM: muscular de la mucosa.
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DISCUSiÓN

El modelo experimental de teniosis que se ha utilizado con mayor frecuencia para

determinar parámetros parasitológicos del adulto de T. solium ha sido el del hámster dorado, en

donde se observó que la tenia puede implantarse y desarrollar hasta la formac ión de proglótidos

maduros, sin la formación de proglót idos grávidos y huevos maduros e infectivos.32.33.35 En el

presente trabajo se corroboró la susceptibilidad del hámster dorado para la infección por T.

solium, ya que los animales se infectaron y se obtuvieron tenias con diferentes grados de

desarrollo.

En el modelo del hámster dorado se han realizado diferentes estud ios tendientes a

conocer la relación hospedero parásito en teniosis . Al respecto, se demostró que T. solium

sensib iliza al sistema inmunitario e induce una respuesta que puede medirse mediante la

detección de anticuerpos específicos dirigidos contra el par áslto." En cuanto a la respuesta

celular, se estudió la respuesta inflamatoria en la mucosa intestinal de hámsteres infectados con

T. solium y no inmunodeprimidos con esteroides , se observó una reacción inflamator ia

localizada en la mucosa intestinal que rodea a los escólices del parásito, la cual esta

conformada por macrófagos, células plasmáticas, eosinófilos, células caliciformes y muy pocos

mastocitos; en segmentos de intestino delgado cercanos al ciego , en donde no se adhieren las

tenias , no hay desarrollo de respuesta inffamatoria .v -"

T. solium también puede crecer en jerbos infectados experimentalmente y alcanza un

desarrollo igual al que presenta en hámsteres; en este otro roedor tamb ién se estudió la
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respuesta inflamatoria que se desarrolla contra la tenia y se observó que los jerbos montan una

reacción inflamatoria muy intensa en contra de T solium, donde se observa un gran incremento

en el número de células caliciformes y cebadas .F

Por otro lado, Sato y colaboradores (1994), estudiaron la respuesta inmune humoral e

inflamatoria en hámsteres infectados con diferentes números de cisticercos de T crsssicepz;

observaron aumento en el número de células cebadas de lámina propia en la porción del

intestino donde estaban ancladas las tenias y también en la actividad de las enzimas eosinofil­

peroxidasa y mieloperoxidasa en homogen izados de intestino delgado de esa región, el

incremento de las enzimas y de células cebadas estaba relacionado directamente con el

número de tenias encontradas. Durante el tiempo en que se observó la mayor expulsión de

tenias, la actividad de las enzimas también fue mayor, por lo que estos autores proponen que

los eosinófilos y las enzimas que liberan pueden tener un papel importante en la expulsión de T

crassiceps en el modelo del hámster dorado 7 1

En ratas Sprague Dawley infectadas con el céstodo Hymenolepis diminuta, también se

observó incremento en el número de células cebadas y eosinófilos presentes en la lámina

propia y en submucosa, mientras que en la muscular de la mucosa sólo hubo aumento de

eosínóñíos." Sin embargo, estos autores no relacionan la expulsión del parásito con el

aumento de estas dos poblaciones celulares debido a que la cepa de ratas utilizadas mantiene

la infección por largos periodos, por lo que proponen la existencia de otros mecanismos de tipo

fisiológico que estén involucrados.



La respuesta inmune que se genera durante las infecciones por helmintos se caracteriza

por la presencia de mastocitosis, aumento en el número de eosinófilos e incremento en los

niveles de anticuerpos IgE,43 y dependiendo del parásito y del hospedero, estas poblaciones

celulares pueden o no estar relacionadas con la expulsión de los par ásitos.P El hámster dorado

infectado con T. solium presenta aumento de eosinófilos en la mucosa intestinal que rodea al

escólex del parásito, el incremento puede observase desde los 6 DPI Y continua en ascenso

hasta los 18 DPI donde se observa el mayor número de células por vellos idad, posteriormente

se mantienen elevados hasta la eliminación de las tenias." Aunque no se sabe el papel que

puedan llevar a cabo los eosinófilos en la expulsión de las tenias, es probable que ejerzan una

función similar como la observada en hámsteres infectados por T. crassiceps.

Se ha demostrado que la IL-5 es responsable de la activación y proliferación de

eosinófilos in vivo,75,76 siendo una de las primeras citocinas que se expresa en el intestino

durante las infecciones causadas por helmintos." Debido a que los hámsteres infectados con T.

solium desarrollan un incremento continuo de eosinófilos en la mucosa intestinal, es importante

determinar si en estos roedores al igual que en los ratones, se sintetiza IL-5, si tiene las mismas

funciones, así como el tiempo en el cual comienza su síntesis durante la infección experimental.

Debido a que no se tienen reactivos comerciales para poder detectar inmunologicamente

a la IL-5 a nivel sistémico o local en el tiámster, en el presente estudio se decidió determinar

esta citocina por métodos de biología molecular. Para ello se optó por utilizar técnicas que

detectan mRNA, ya que la expresión del mRNA es un indicativo de la activación celular, porque

al existir un estímulo , se induce la transcripc ión de mRNA y su posterior traducción para la
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síntesis de proteínas. Entre las técnicas de detección de mRNA, la hibridación in situ es un

método muy sensible y exitoso para la localización de ácidos nucleicos específicos en células

individuales con la preservación de la morfologia celular." de manera que el presente estudio

tuvo como finalidad la estandarización de la técnica de hibridación in situ de sondas

complementarias a un fragmento de la secuencia del mRNA que codifica para IL-5, así como

realizar una cinética de su expresión en hámsteres infectados con T. solium.

Para poder determinar por hibridación in situ el mRNA para IL-5, primero fue necesario

estandarizar la técnica con dos sondas controles no relacionadas, en la bibl iografía se

recomienda utilizar mRNA mensajero cuya expresión no sea inducida, sino que se mantenga

constante.w por lo que en el presente estudio se escogió como control positivo una sonda

complementaria a la secuencia de o-Tub por ser un gen constitutivo o de manten imiento. Para

el control negat ivo se necesita una sonda cuyo blanco no esté presente en las células a

estudiar, por lo cual se seleccionó una sonda complementaria al mRNA de una proteína del

virus del papiloma humano que no afecta a hámsteres.

Si bien, la técnica de HIS proporciona bastante información sobre la activación celular y

el tipo de célula implicada, esta técnica es bastante laboriosa y se debe de estandarizar de

forma rigurosa cada uno de los reactivos ernpleados.rv Por otra pare, no se tenían reportes en

la literatura sobre la estandarización de está técnica para detectar mRNA en la mucosa

intestinal de hámsteres. Por lo cual, la primera parte de este estudio cons istió en estandarizar la

técnica de HIS en cortes de intestino delgado de hámsteres. Con esta finalidad, se tomaron en

cuenta todas las indicaciones reportadas en la bibliografía8o para que no hubiera degradación
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del mRNA en las muestras de los tejidos, para lo cual, los cortes de tejido intestinal fueron

tratados para acetilar y carbetoxilar el mRNA blanco y de esta manera se evitar la generación

de resultados falsos negativos .

Para la detección inmunológica de HIS se utilizó un kit marcado con fosfatasa alcalina,

sin embargo, en un principio se obtuvieron resultados falsos positivos debido a la presencia de

la fosfatasa alcalina endógena, por lo que fue necesario realizar varios ensayos para inactivar

esta enzima en los tejidos. En este estudio, demostramos que la fosfatasa alcalina del intestino

delgado puede inactivarse mediante el uso de levamisol a una concentración de 2.5 mM e

incubando las muestras durante una hora a 60·C, con lo cual se abate la actividad de la

enzima, no hay daño en el tejido y no se presentan resultados falsos positivos. En estudios

donde se hizo HIS para detectar mRNA de IL-5 en la mucosa intestinal de pacientes con

enfermedad celiaca, se utilizó una sonda marcada radiactivamente y el tiempo que tardó el

desarrollo de una reacción positiva fue de 11 días.Bo En el presente estudio se demostró que

pueden utilizarse sistemas diferentes para evidenciar una HIS positiva, reduciendo

considerablemente el tiempo de reacción, evitando el uso de material radiactivo y que el empleo

de kits comerciales con fosfatasa alcalina pueden utilizarse satisfactoriamente en biopsias de

intestino donde esta presente la fosfatasa alcalina.

Otro punto importante en la estandar ización de la técnica de HIS, fue la permeabilización

del tejido con proteinasa K para permitir la entrada de la sonda a las células y la cantidad de

sonda a utilizar. Debido a que una baja permeabilización del tejido no permite entrar cantidades

suficientes de sonda y como consecuencia se generan falsos negativos. En el sentido opuesto,
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una sobredigestión con proteinasa K genera daño en el tejido, perdiéndose la morfología y

estructura del tejido. En este trabajo observamos que cuando los tejidos se incuban con 10

fl9/mL de proteinasa K durante 10 minutos a 37°C, son suficientes para permeabilizar el tejido .

En cuanto a la cantidad de sonda empleada, en nuestro caso recomendamos utilizar 100 ng de

sonda en los tejidos para obtener una buena señal. Estos valores están acorde con lo reportado

en la literatura.59.5o

En cuanto a la detección de mRNA para IL-s, en el presente trabajo se determinó que es

posible detectar el mensajero para esta citocina en hámsteres infectados con T. so/ium. La

expresión del mRNA comenzó a detectarse a partir de los ocho OPI y conforme aumentaron los

días de infección, la cant idad de células positivas fue en aumento, hasta llegar a un máximo a

los 20 y 24 OPI; estos datos están de acuerdo con lo reportado por Aguilar (2001), quien

observó incremento en el número de eosinófilos en la mucosa intestinal de hámsteres

correspondiente al sitio de anclaje de las tenias a partir de los 6 OPI, con un incremento

paulatino a lo largo de la infección."

Por su parte, Vallanse y colaboradores 1999, encontraron que en ratones infectados con

el nemátodo T. spira/is hay un incremento en la expresión del gen de IL-S en el día 6 OPI

comparado con animales no infectados." Es posible que la expresión más temprana del mRNA

para IL-S observado en los ratones infectados con T. spira/is se deba a que éste parásito

colon iza rápidamente el intestino, mientras que para que se generen los adultos de T. so/ium,

primero se necesita que los cisticercos evaginen y se adhieran a la mucosa intestinal, proceso

que puede durar de 24 a 48 horas. F
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Svethic y colaboradores (1993), describieron una expresión incrementada de la IL-S en

las placas de Peyer de ratones durante la infección con Heligmosomoides potyqyrus." En el

presente estudio se observó la presencia de células positivas para mRNA de IL-S en la capa

muscular y en la submucosa durante los primeros 4 OPI, aunque el número de células positivas

fue muy bajo. Mientras que la expresión del mensajero para IL-S en diferentes células de la

mucosa intestinal se observó hasta los ocho OPI, las células posit ivas se encontraron

predominantemente en las criptas de Lieberkünh , en algunas estirpes celulares de la lámina

propia y del endotelio de la vellosidad. A los 20 y 24 OPI la expresión de IL-S fue igual, pero la

mayor cantidad de células positivas se encontraron localizadas en la lámina propia , en segundo

lugar en las criptas de Lieberkünh y hubo pocas células positivas en el epitelio. Estos patrones

de distribución celular van de acuerdo a la forma de migración y pavimentación que llevan a

cabo las células en la mucosa intest inal.41,42 Por otra parte, se ha sabe que la IL-S es secretada

por los linfocitos T, las células cebadas y aún por los mismos eosinófilos y que estas células se

encuentran en mayor número en la lámina propia.4 1,42.8 1
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CONCLUSIONES

• Se estandarizó la técnica de hibridación in si/u para la detección de citocinas en el

intestino delgado del modelo del hámster dorado utilizando oligonucleótidos marcados

no radiactivamente.

• Se demostró que mediante HIS es posible determinar la presencia de mRNA para IL-S y

otras proteínas en forma eficiente .

• En la mucosa intestinal de hámsteres infectados con T. solium existen diferentes

poblaciones celulares localizadas en toda la mucosa intestinal que tienen la capacidad

de sintetizar mRNA para IL-S.

• La cantidad de células positivas aumentan conforme avanzan los días de infección hasta

llegar a un nivel máximo, cuando se presen ta gran cantidad de células posit ivas en

lámina propia yen criptas de Lieberkünh .
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APÉNDICE

Agua MiliQ DEPC

Diet ilpirocarbonato al 0.1%

Agua MiliQ

Mezclar en plancha de agitación durante 3 horas en campana de extracción

Meter a la autoclave por 20 minutos para hidrolizar el DEPC

Amortiguador 1 (concentrado 5X)

Cacodilato de potasio 1M

Tris-HC1125 mM

Albúmina sérica bovina 1.25 mg/mL

Disolver con agua MiIiQ-DEPC en plancha de agitación y ajustar el pH a 6.6

Agregar 50 unidades de transferasa terminal.

Amortiguador 3

Tris-HCI 100 mM pH 9.5

NaCl100 mM

MgCb50 mM

Disolver con agua MiliQ-DEPC en plancha de agitación y filtrar

Amortiguador de detección

Preparar la solución justo antes de usarse

980 ul de amortiguador 3

20 ¡.tI de solución de NBT-BCIP

Proteger de la luz

Amortiguador de Lavado

Tris-HCI 0.1M pH 7.5 (25°C)

NaC10 .15M

Tween 20 al 0.3%

Disolver con agua MiliQ-DEPC en plancha de agitación y filtrar
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Amortiguador de hibridación

Formamida al 40%

Dextran sulfato al 10%

Solución Denhardt 1X

SSC4X

DTI 10mM

tRNA levadura 1mg/mL

Esperma de salmón 1J.1g/mL

Disolver con agua MiliQ -DEPC en plancha de agitación

Amortiguador de RNAsa

Tris-HC110 mM pH 7.5

NaCI15mM

Disolver con agua MiliQ-DEPC en plancha de agitación y ajustar el pH a 7.5

Amortiguador TE

Tris-HCI 2M pH

EDTAO.5 M pH

Disolver con agua MiliQ-DEPC en plancha de agitación y ajustar el pH a 8.0 y filt rar

Amortiguador TN

Tris-HCI 0.1M pH 7.5

NaC10.15M

Disolver con agua MiliQ-DEPC en plancha de agitación y esterilizar por autoclave

PBS 10X (Amortiguador salino de fosfatos)

Disolver en 400 mi de agua MiliQ-DEPC los siguientes reactivos:

NaCI 40g

KCI 19

Na2HP04 7.2g

KH2P0 4 1.2g

Ajustar el pH a 7.4 con HCI concentrado

Llevar con agua MiIiQ-DEPC cbp 500 mL y filtra r

65



Solución 1

Cacod ilato de potasio 200 mM

EDTA 1 mM

KCI200 mM

Albúmina Sérica Bovina 0.2 mg/ml

GlicerolSO%

Disolver con agua MiliQ-DEPC en plancha de agitación y ajustar el pH a 6.S

Solución 2

Mezclar:

200 ~L de EDTA 200 mM pH 8.0 (2S°C)

1 ~L de glucógeno 20 mg/mL

Solución denhardt 1X

Ficoll 0.02%

Polivinilpirrolidona 0.02%

Albúmina sérica bovina libre de RNAsa 1O~g/mL

Disolver con agua MiliQ-DEPC en plancha de agitación

Solución TA

La solución se prepara justo antes de ser utilizada en campana de extracción

Trietalnolamina al 0.1N

Anhídrido acético al 0.2S%

Disolver en agua MiliQ-DEPC

Solución NBT-BCIP

18.75 mg/mL de nitro azul de tetrazolio

9.4 mg/mL de de 5-bromo-4c1oro-3-indolilfosfato

Sal de Toluidina al 67% (v/v) en DMSO

Mezclar y guardar en la oscuridad
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SSC 20X (Solución de citrato de sodio)

Cloruro de Sodio 3 M

Citrato de Sodio 0.3 M

Disolver con agua MiliQ-DEPC en plancha de agitación y ajustar el pH a 7.0 (25°C).

Solución de transferasa terminal

50 unidades de transferasa Terminal

Cacodilato de potas io 200 mM

EDTA200 mM

KCI200 mM

Albúmina Sérica Bovina 0.2 mg/mL

Glicerol 50% (vlv)

Disolver con agua MiliQ-DEPC en plancha de agitación y ajustar el pH a 6.6 (25°C)
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