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RESUMEN

Taenia pisiformis ha sido estudiada como modelo alternativo para aquellos céstodos que son
dificiles de mantener en condiciones experimentales, por la especificidad y dafio que generan
a sus hospederos. En vista de que diversos estudios sobre diagnostico, vacunacién y
tratamiento en Taenia solium requieren del abastecimiento constante de huevos de este
parasito, es necesario contar con un modelo de teniosis experimental alternativo que garantice
el suministro de material biolégico. El objetivo de este trabajo fue reproducir el ciclo de vida de
Taenia pisiformis en el laboratorio, empleando al conejo como hospedero intermediario natural
y al hamster dorado (Mesocricetus auratus) como hospedero definitivo experimental. Para ello,
se siguieron dos estrategias: la primera consistié en obtener tenias adultas gravidas de perros
infectados de manera natural, eclosionar y activar los huevos mediante hipoclorito de sodio,
fluido gastrico artificial y fluido intestinal artificial e infectar conejas para recuperar los
cisticercos y con ellos infectar a los hamsteres para obtener parasitos adultos gravidos. En la
segunda estrategia se emplearon cisticercos de T. pisiformis recuperados de conejos
infectados naturalmente para inocular a hamsteres y obtener tenias. Para el primer caso se
infectaron 51 conejas de 8 semanas de edad con 1 500 huevos de T. pisiformis evaluandose
la viabilidad de los huevos mediante la activacién de oncosferas (Act) y con las tinciones con
Azul Tripano (AT), Rojo Neutro (RN), reduccion del bromuro 3-(4,5-dimetil-tiazol-2 il)-2,5 difenil
tetrazolio (MTT) y con loduro de Propidio (IP). La necropsia de los lagomorfos se realizé en el
periodo de 7 a 10 semanas postinfeccion (SPI) recuperandose cisticercos morfolégicamente
viables; con los que se infectaron 14 hamsteres machos de 36 semanas de edad, los cuales
fueron previamente desparasitados con 2 semanas de anticipacion e inmunodeprimidos con 2
mg de acetato metil prednisolona (AMP) por via intramuscular cada 14 dias. El primer grupo
integrado por 9 roedores fue infectado con 1 cisticerco via oral cada uno y el segundo grupo
de 5 hamsteres con 3 cisticercos via oral cada uno. El seguimiento de la infeccion se realizé
mediante el tamizado de heces a partir de la 3 SPI y las necropsias para la recuperacién de
las tenias adultas se realizaron a partir de la 3 a la 22 SPI, sin embargo, en ninguno de los
grupos se recuperd ninguna tenia ni proglétidos en heces. El porcentaje de infeccion total de
las conejas fue del 38 al 61%, recuperandose un total de 97 cisticercos (47 vivos/50
calcificados) de 76,500 huevos administrados, lo que representa el 0.12% de establecimiento
global. Para la segunda estrategia, se adquirieron 2 conejas infectadas de manera natural con
los que se inocularon a un grupo de 6 hamsteres machos de 36 semanas de edad con 3
cisticercos por via oral cada uno, llevandose a cabo el seguimiento de la infeccién a través del
tamizado de sus heces de forma semanal y se realizaron las necropsias a partir de la 3 ala 16
SPI, obteniéndose 3 tenias: una inmadura de 6 cm de longitud, una madura de 10 cm y una
tenia gravida de 21 cm, ademas de la recuperacioén de proglétidos gravidos en heces en 2
hamsteres. Con los huevos de la tenia gravida se infectaron 5 conejas con 1500 huevos cada
una y a la necropsia de estas, se observaron 8 cisticercos (6 vivos y 2 calcificados), lo que
representd el 0.5% de establecimiento. El porcentaje promedio de viabilidad de todas las
oncosferas empleadas fue: 7.8 para Act, 5.8 para AT, 46.6 para RN, 0 para MTT y 79.4 para
IP. Los valores de correlacion entre el porcentaje de infeccion segun la viabilidad mostrada por
cada técnica vs. el porcentaje de infeccién in vivo fue: 0.18 (Act), 0.80 (AT), 0.89 (RN) y 0.63
(IP). Los resultados obtenidos en el presente trabajo, sugieren que la obtencion de parasitos
adultos de T. pisiformis en el hamster dorado inmunodeprimido se garantiza con la infeccién
de cisticercos recuperados de infecciones naturales, probablemente por que estos Ultimos
presentan una mayor infectividad en comparacién con los cisticercos recuperados en
infecciones experimentales debido a una probable presion de selecciéon natural, también es
fundamental realizar ensayos de evaginacion in vitro para asegurar el establecimiento y
desarrollo de tenias en el modelo experimental del hdmster dorado. Finalmente, sugerimos el
uso de la tincién con azul tripano para evaluar la viabilidad de oncosferas de T. pisiformis ya
que su metodologia es sencilla, de facil interpretacion y con adecuada correlacién con las
infecciones in vivo.



INTRODUCCION

En el cuadro 1 se presenta la clasificacion taxondmica con las caracteristicas distintivas
de la especie Taenia pisiformis (Schmidt y Roberts,1984; Brusca y Brusca,1990; Flisser et
al,2005).

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de Taenia pisiformis.

CLASIFICACION CARACTERISTICAS

Phylum Platyhelminthes Animales triblasticos, sin celoma, con simetria bilateral,
cuerpo semisélido sin cavidades internas salvo el
sistema digestivo que es incompleto ya que tienen un
Unico orificio de comunicacion con el exterior, su sistema
osmorregulador es del tipo protonefridial y sistema
nervioso centralizado de tipo escaleriforme (ganglio
cerebroideo anterior y un nimero de cordones nerviosos
longitudinales unidos por comisuras transversales)

Organismos con cuerpo generalmente multisegmentado;
con aparato reproductor hermafrodita en cada proglétido;
Clase Cestoda todos son endopardsitos intestinales en etapa adulta. Su
cuerpo esta cubierto por un tegumento sincicial con
microtricas recubiertas por un glucocdlix.

Los detalles morfolégicos mas caracteristicos son una
glandula viteldgena Unica compacta y un escdllex con
Orden Cyclophyllidea cuatro ventosas. Presentan un rostelo que por lo general
se encuentra armado con ganchos y los poros genitales
son laterales. El cuerpo o estrébilo consiste de
proglétidos con distinto estadio de desarrollo (inmaduro,
maduro y gravido); cada proglétido se encuentra
claramente separado por una divisibn externa. Los
huevos son redondos, no operculados y contienen una
oncosfera no ciliada con tres pares de ganchos.

La larva se desarrolla en hospederos homeotermos,
mientras que los adultos lo hacen en el intestino delgado
Familia Taennidae de carnivoros y el hombre. Los genitales del adulto se
concentran en un poro genital localizado lateralmente en
los proglétidos, siendo irregularmente alternado a lo
largo del estrébilo; los huevos son radialmente estriados
formados por blogues denominados embrioféricos. El
estadio larvario o de metacéstodo se le denomina
comunmente como cisticerco, cenuro, quiste hidatidico o
estrobilocerco.

Género y especie: Taenia | Los canidos son su hospedero definitivo natural y los
pisiformis o Taenia serrata | lagomorfos son sus hospederos intermediarios.
(Bloch,1780),




Dentro de la familia Taennidae existen mas de 42 especies, siendo 7 las especies
importantes con repercusiones pecuarias, economicas y de salud. En el cuadro 2 se
resumen sus caracteristicas morfologicas de estas tenias y los hospedereros.

Cuadro 2. Especies importantes de Taenia (Tomado y modificado de Mehlorn'y
Piekarski, 1993, Loos-Frank B. 2000)

Orden/Especic Longitud Tamafio  Hosp. Prepatencia ~ Hosp. interm./
del del definitivo(s)  (semanas) Tejido
gusano huevo
adulto (pm)
(m)

Ord. Cyclophyllidea
Fam. Taeniidae

Taenia solium 2-7 3540 Hombre 5-12 Cerdo, hombre;
varios tejidos

T. saginata 9-15 3540 Hombre 10-12 Vaca; varios iejides

T. taeniaeformis 0,6 35 Gato, perro 7 Rata, ratén, varios
tejidos

T. hydatigena "1 20 Perro 11-12 Rumiantes; omento
intestinal

T ovis 1 30 Perro, zorro 6-7 Oveja; musculatura

T. pisiformis 0,5-2 35 Perro, gato 6 Roedores; omento

T. multiceps 0,4-1 33 Perro, zorro 6 Oveja, hombre; cerebro

T. serialis 02-0,7 35 Perro, zorro 1-2 Licbre, conejo;

tejidos conjuntivo



MORFOLOGIA

Como todos los céstodos, T. pisiformis presenta tres estadios: el huevo, la larva o
metacéstodo, también conocido como cisticerco y el adulto o tenia. El adulto se establece
en el intestino delgado del céanido y esta constituido por escolex, cuello y estrébilo. El
escolex tiene un diametro de 1.3 mm, provisto de un rostelo con una doble corona de 34-
48 ganchos, alternando los grandes que miden 225-294 micras y los pequefios 130-177

micras, con una apofisis radicular larga y recta (Figura 1).

Figura 1. Ganchos rostelares de especies de Taenia. a) T. solium, b) T. hydatigena, c) T.
ovis, d) T. pisiformis, e) T. taeniaeformis, f) T. multiceps, g) T. serialis.
(Tomado de Soulshy, 1987)



El escélex ademas tiene 4 ventosas ovales de 35 micras de didmetro que, en conjunto
con el rostelo le permiten fijarse al epitelio intestinal del hospedero (Figura 2a). El escélex
tiene un adelgazamiento hacia la parte posterior para dar origen al cuello, que no esta
segmentado y esta poco diferenciado, esta region da origen al estrébilo que puede medir
de 60 cm hasta 2 m de longitud y estd segmentado en proglétidos que son hermafroditas
y segun el grado de desarrollo se diferencian en inmaduros, maduros y gravidos (Quiroz-
Romero, 1986; Soulsby, 1987).

Los proglétidos inmaduros son los mas cercanos al cuello, siendo estos mucho mas
anchos que largos y sus 6rganos reproductores se encuentran poco diferenciados, los
proglétidos maduros se encuentran hacia la parte central del estrobilo y en éstos los
6rganos reproductores estan ya desarrollados para la fecundacion, hacia la parte final se
localizan los proglétidos gravidos que miden de 8-10 x 4-5 mm, teniendo de 400-500
testiculos y un utero con 8-14 ramificaciones a cada lado llenas de huevos (Figura 2b).
Los proglétidos gravidos son liberados con las heces, se estima que el tiempo promedio
en el que la tenia alcanza la gravidez es de 8 semanas. El estrébilo estd constituido por
210 proglétidos aproximadamente y cada proglétido contiene alrededor de 50,000 huevos
(Borchert, 1981).

Los huevos son ligeramente ovoides miden entre 43-53 x 43-49 yum contienen un embrion
hexacanto que muestra en su interior seis ganchos (figura 2c), una membrana interna,
una cubierta radiada formada por bloques de queratina unidos por una sustancia
cementante (embri6foro) y estan rodeados por una membrana externa. Finalmente tiene
una camara vitel6gena muy delgada que protege al huevo de la accién de las enzimas
intestinales y que normalmente se pierde en el transito intestinal (Soulsby, 1987;Smyth y
McManus,1989).

El estado larvario o metacéstodo conocido también como cisticerco mide de 6-12 x 4-6

mm, el cual es del tipo celuloso constituido por dos estructuras principales, una pequefa



formada por el escélex y el cuello que morfolégicamente son iguales al adulto y la
segunda formada por una vesicula llena de fluido que aisla al escélex y al cuello del

contacto directo con el hospedero intermediario. Por lo general, se presenta en forma de

racimos en el peritoneo del hospedero intermediario (Quiroz- Romero, 1986).

Figura 2. Estructuras de Taenia pisiformis 2a) Escélex con cuatro ventosas (V) y (R)
rostelo con sus ganchos (40x), (2b) proglétido gravido y (2c¢) huevo microscopico(40x).

El ciclo de vida de T. pisiformis involucra a conejos y carnivoros (Fig.3), este comienza
cuando los proglétidos gravidos son liberados en las heces del hospedero definitivo
natural que puede ser lobo, coyote, zorro rojo, zorro gris, lince, gatos y perros con la
consecuente liberacion de huevos al ambiente. Los lagomorfos (conejos y liebres) se
infectan al ingerir vegetacion contaminada con huevos, los cuales eclosionan en el
intestino delgado debido a la accién de la pepsina, pancreatina y otras enzimas, que
ocasionan la disgregacion del embriéforo; posteriormente, la accién de las enzimas
proteoliticas y las sales biliares proveen la sefial necesaria para la activacion de la
oncosfera. Al liberarse las larvas atraviesan activamente la pared intestinal hasta llegar al

torrente sanguineo para ser transportadas hasta el higado, las oncosferas que no logran



desarrollarse aparecen como manchas blancas, formadas por acimulos leucocitarios. Las
larvas que logran atravesar la barrera hepatica, se alojan en la cavidad visceral, peritoneo
0 epiplon y al cabo de 6 dias se transforman en cisticercos, alcanzando dimensiones de
0.5-1 mm. A las 4 semanas el cisticerco esta totalmente desarrollado. El ciclo de vida se
completa cuando el carnivoro ingiere al conejo que contiene cisticercos vivos. Las sales
biliares y enzimas gastricas e intestinales estimulan al metacéstodo para que evagine el
escélex y por medio de sus 6rganos de fijacion (rostelo y ventosas) se adhiere a la
mucosa intestinal en el primer tercio del intestino delgado, al cabo de 8 semanas alcanza

la madurez sexual donde produce proglétidos gravidos (Borchert, 1981).

Figura 3. Ciclo de vida de Taenia pisiformis



I. MODELOS EXPERIMENTALES DE TENIOSIS

El establecimiento y desarrollo de las distintas tenias en el intestino de sus hospederos
definitivos ha motivado el interés de los cientificos por estudiar los mecanismos
involucrados en la permanencia o expulsion de los parasitos, generando conocimientos
que permitan conocer mejor la biologia y fisiologia del parasito, la relacion hospedero-
parasito y para controlar de forma indirecta por medio del modelo experimental el dafio
que produce el estadio larvario de Taenia solium en los tejidos de los hospederos
intermediarios. Sin embargo, el estudio de las tenias adultas es generalmente complicado
ya que aunque en su mayoria estos parasitos no provocan alteraciones clinicas
importantes en sus hospederos definitivos, existen factores que dificultan su estudio y
recuperacion:

1. El hospedero definitivo es dificil de localizar debido a aspectos de extincion
(presencia de pocos ejemplares), de peligrosidad (la zootecnia y manejo de
carnivoros salvajes como lobos y tigres), reglamentacion (no se puede
experimentar con animales de zoologicos, de rastros ni centros
antirrabicos) y ética (experimentacion en humanos y proteccion de los
animales),

2. Métodos de diagndstico poco sensibles o especificos, 0 ambos.

3. Reactivos bioldgicos limitados solo para algunas especies.

Por esto a lo largo de varias décadas se han llevado a cabo diversos estudios en
animales de laboratorio infectados experimentalmente con cisticercos de Taenia sp. como
una alternativa para obtener un abastecimiento constante de material bioldgico y llevar a
cabo estudios de vacunacion, igualmente para estudiar la relacién hospedero-parasito, los
mecanismos de permanencia y de expulsion del gusano adulto, asi como para realizar

ensayos de embriogénesis y de ecologia de poblaciones.



a. Taenia solium

El modelo experimental del hamster dorado (Mesocricetus auratus) fue descrito por
primera vez por Gnezdilov en 1957, este autor comprobd que Taenia solium podia crecer
en el intestino delgado de los hamsteres, aunque el desarrollo de la tenia fue incompleto y
los ejemplares no mostraron diferenciacion sexual. Vester (1971,1974) empleé hamsteres
tratados con el esteroide Acetato de metil prednisolona (AMP) con lo cual recuperd hasta
un 74% de tenias en el roedor, cuando usé dosis de 10 mg del esteroide administrados
semanalmente y del 80% con 5 mg, sin embargo, solo obtuvo tenias con proglétidos
maduros. También encontrd diferencias en el desarrollo del parasito con relacion a la
cantidad de helmintos establecidos. A los 21 dias post-infeccion (DPI) observaron cuatro
ejemplares de T. solium que ya tenian conducto genital y testiculos pero sin érganos
reproductores femeninos, en otras dos tenias se encontraron primordios de los érganos
sexuales. En otros dos animales, de los que se recuperaron tres tenias, en cada una se
observaron solo testiculos o solo conductos genitales. Un ejemplar recuperado de un
hamster a los 36 DPI tenia los érganos reproductores masculinos y femeninos bien
desarrollados. Aunque el tratamiento con 10 mg de esteroide permitio obtener T. solium
mas desarrolladas, los animales comenzaron a morir a partir de los 8 DPI y no
sobrevivieron mas de 35 dias. Con dosis de 5 mg el porcentaje de infeccion fue mayor y

los animales sobrevivieron durante mas tiempo aunque el tamafo del helminto fue menor.

Monroy-Ostria et al, (1993) infectaron via oral a hamsteres dorados con cisticercos de T.
solium, encontrando a las dos semanas de infeccién 100% de implantacién de escolices
con un tamano promedio de 4mm en el intestino delgado; a las 6 semanas se encontrd
60% de tenias implantadas con un tamafo promedio de 5.7 cm, a las 10 semanas se
encontré 16% de adultos implantados con un tamafio promedio de 5.8 cm, sin embargo, a

las 14 semanas ya no se encontraron tenias.



Maravilla et al, (1998) infectaron con 4 o 5 cisticercos de T. solium a hamsteres, gerbos,
chinchillas, conejos, gatos, cerdos y monos rhesus, sin inmudepresion e
inmunodeprimidos con distintas dosis de AMP, el seguimiento de la infeccion la llevaron a
cabo mediante el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para coproantigenos de Taenia sp y
por necropsia. Los conejos, cerdos, gatos y monos rhesus fueron resistentes a la
infeccidn, en hamsteres y gerbos se obtuvieron tenias sexualmente maduras con huevos
inmaduros, logrando sélo completar el ciclo biolégico de T. solium en chinchillas de cola
larga inmunodeprimidas. A las 12 semanas post-infeccion (SPI), obtuvieron una tenia
gravida con huevos maduros, con la que se infectd un cerdo y a la necropsia del animal
se recuperaron 14 cisticercos del tejido muscular. Posteriormente Garza (2001) reprodujo
este modelo, obteniendo 6 tenias gravidas de 3 chinchillas a partir de las 11 SPI; con los
huevos recuperados infectd6 un cerdo, sin embargo, debido a que las tenias
permanecieron en refrigeracion durante mas de cuatro meses, la viabilidad de los huevos
disminuyo, recuperando solo cinco cisticercos, en este caso se contd el numero de

huevos administrados (48,750) de los cuales se establecieron el 0.01%.

Gomez (2004) infectd dos grupos de cerdos (3 europeos y 2 vietnamitas) con 50,000
huevos cada uno; extraidos de proglétidos gravidos de T. solium recuperados de
chinchillas. Por Western Blot tanto los cerdos europeos como los vietnamitas resultaron
positivos y su diagnéstico se confirmd por tomografia computarizada. Tras la necropsia de
los animales (17-27 SPI), los porcentajes de establecimiento con respecto a los
cisticercos recuperados en cada uno de los cerdos europeos fueron de 0, 0.32 y 0.39,

mientras que para los cerdos vietnamitas fueron de 0 y 0.09.
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b. Taenia crassiceps y Echinococcus sp.

Sato y Kamiya (1989) infectaron con cisticercos de Taenia crassiceps a hamsteres y
perros inmunodeprimidos con prednisolona, usaron dos grupos de hamsteres: el grupo |
inmunodeprimido con 5 mg de prednisolona antes de la infeccion, el grupo i
inmunodeprimido después de la infeccion, ambos los infectaron con 30 cisticercos. En el
caso de los perros también se usaron dos grupos; el grupo | infectado con 50 cisticercos y
el grupo Il infectado con 300. En los hamsteres encontraron parasitos con proglétidos
maduros a los 10 DPI, a los 22 DPI proglétidos con huevos inmaduros, a los 25 DPI las
tenias presentaban huevos encapsulados y a los 35 DPI, tanto hamsteres como perros
tuvieron parasitos gravidos. En cuanto a la cantidad de parasitos adultos recuperados
fueron las siguientes: en los grupos | y Il de hamsteres 16 y 34 tenias respectivamente;
mientras que en los grupos | y Il de perros se recuperaron 34 y 273 tenias

respectivamente.

Kitaoka et al, (1990) reprodujeron el experimento anterior, pero solo utilizaron un grupo de
hamsteres inmunodeprimidos con cortisona y otro grupo no inmunodeprimido (grupo
control) y observaron que la maduracién de los proglétidos, ramificacion del utero y
presencia de ovarios aparecio a los 15 DPI. En el dia 21 habia ocurrido la fertilizacion,
debido a la presencia de esperma en el receptaculo seminal y a los 28 DPI los proglétidos
recuperados en las heces mostraban huevos maduros. A pesar de que el indice de
desarrollo de las tenias en los hamsteres tratados con cortisona fue similar al observado
en los hamsteres no inmunodeprimidos, se recuperaron mas tenias y tuvieron un mayor

periodo de sobrevivencia en los hamsteres inmunodeprimidos.

Kamiya y Sato, (1990) infectaron con 20,000 protoescélices de E. multilocularis a

hamsteres dorados machos inmunodeprimidos de 6 semanas de edad. A partir del dia de
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la infeccion (dia 1) los hamsteres inmunodeprimidos desarrollan al parasito, a diferencia
de los hamsteres no tratados con prednisolona que no desarrollan tenias. Asimismo
obtuvieron una mejor recuperacion de parasitos adultos gravidos y un periodo mas largo
de infeccion en hamsteres inmunodeprimidos, ademas, en los dias 12 a 14, el desarrollo
de la tenia, la formacion de proglétidos, la maduracion sexual y la formacion de huevos
fue comparable a la infeccidon realizada en los perros, por lo que los investigadores
concluyeron que el modelo Echinococcus/hamster es Util para desarrollar adultos gravidos

de E. multilocularis.

En 1991 Kamiya et al desarrollaron modelos en roedores utilizandolos como hospederos
definitivos alternativos para desarrollar Taenia saginata, T. crassiceps, T. hydatigena,
Echinococcus multilocularis 'y E. granulosus inmunodeprimidos con prednisolona,
obteniendo en gerbo mongol tenias inmaduras de T. hydatigena y E. granulosus, adultos
maduros de T. saginata y T. crassiceps y gravidas en el caso de E. multilocularis,
mientras que en el hamster dorado solo se recuperaron parasitos sexualmente maduros

de T. crassiceps.
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Il. METODOS DE VIABILIDAD CELULAR

Los métodos que se usan para medir la viabilidad in vifro de huevos de céstodos se basan
en el conteo de oncosferas tefiidas y no tehidas por algun colorante vital en un
hemocitometro, con estos se puede estimar el numero total de larvas vivas y muertas que
se encuentran en una suspension dada (Dickson, 1970; Patterson, 1979). Otra forma para
valorar la viabilidad de las oncosferas se basa en el movimiento de los embriones, que se
pueden observar al microscopio una vez que las oncosferas han sido activadas (Dolan,
1965).

a. Eclosién de oncosferas

El término eclosién, definido por Smyth (1963), incluye la liberacion del embrion
hexacanto de la membrana oncosferal estimulando su activacion. Brandt y Sewell (1981)
mencionan que la eclosion de huevos de ténidos involucra la disgregacion de los bloques
embrioféricos, mientras que la activacion es el escape de la oncosfera de su membrana,
mediante movimientos de sus ganchos y la liberacion de vesiculas que contienen enzimas

proteoliticas, que usualmente son visibles.

La eclosion, mediante el método enzimatico, implica simular las condiciones gastricas del
hospedero definitivo. Por lo tanto, es necesario mezclar acido clorhidrico y pepsina a
37°C, solucion denominada Fluido Gastrico Artificial (FGA) (Silverman, 1954; Brandt,
1981; Heath, 1982; Stevenson, 1983; Afedia y Ogunrinade, 1988; Molinari, 1993; Wang et
al, 1997) o alternativamente, los huevos pueden tratarse con hipoclorito de sodio al 0.4%.
Ambos métodos permiten disgregar los bloques embrioféricos (Heath,1982;
Stevenson,1983; Osborn et al,1982; Wang et al,1997). El porcentaje informado para el
método enzimatico es del 80 al 86% y con el hipoclorito de sodio del 87 al 97% en huevos
de T. solium (Wang et al, 1997). En huevos de T. saginata por el método enzimatico es de

83% (Stevenson, 1983).
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b. Activacién de oncosferas

El término activar se refiere a la iniciacion de una serie de movimientos de los ganchos lo
cual le permite a la oncosfera escapar de la membrana oncosferal e introducirse en el
epitelio del hospedero (Yoshino, 1993). Este método implica simular las condiciones en
las que se encuentra el intestino delgado del hospedero definitivo, la incubaciéon de
oncosferas con bicarbonato de sodio, tripsina o pancreatina y bilis de conejo a 37°C
conocido como Fluido Intestinal Artificial (FIA) en un lapso de 1-3 horas (Silverman,1954;
Brandt y Sewell,1981; Heath,1982; Stevenson,1983; Afedia y Ogunrinade,1988;
Molinari,1993; Wang et al,1997). Se consideran viables y activadas a las oncosferas que
presentan un movimiento explosivo de ganchos y liberan vesiculas con enzimas.

El porcentaje de viabilidad publicado para esta técnica es del 58% con oncosferas de T.
taeniaeformis y 73% en las de T. saginata (Brandt y Sewell, 1981). Coman y Rickard
(1977) evaluaron la viabilidad in vitro e in vivo mediante la activacién y tincién con azul
tripano, asi como la infeccidon de conejos con huevos de T. pisiformis en distintos tiempos
de almacenaje, con temperatura y humedad controladas. Para ello agregaron 100 mil
huevos de T. pisiformis a cada uno de los 10 tubos empleados, posteriormente, al primer
tubo le agregaron 8 ml de FGA a 37°C, después de uno y 60 min de incubacion tomaron
un ml de la suspensién de huevos y contabilizaron el nimero de huevos eclosionados en
0.05 ml de cada muestra (Cuadro 3).

Los 6 ml restantes de la suspension de huevos fueron centrifugados y se eliminé el FGA,
se adicionaron 6 ml de FIA a 37°C. Se tomd un ml de muestra manteniéndolo a 37°C. El
porcentaje de oncosferas activadas se contabilizé a los 0, 30, 60, 90 y 120 min de
incubacion en 0.05 ml de cada muestra. Ademas, se tomod otra muestra de un ml a los 30
min de incubacion con FIA para evaluar su viabilidad mediante su tincién con azul tripano,
estos procesos se repitieron durante nueve dias mas, empleando un tubo por dia (Cuadro

4).
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Cuadro 3. Numero de huevos de T. pisiformis eclosionados en fluido gastrico artificial
(FGA), almacenados en periodos de 0 a 9 dias y mantenidos de 36-38°C con 87-93% de
humedad relativa. Cada cuadro corresponde a los datos de un tubo que contenia 100,000
huevos. (Tomado de Coman y Rickard, 1977).

Dias de almacenamiento

FGA(min) | © 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 507 505 470 420 455 423 450 590 487 447
60 408 609 445 508 635 440 424 580 533 566

Cuadro 4. Porcentaje de activacion de oncosferas de T. pisiformis a distintos tiempos de
inmersion en Fluido Intestinal Artificial (FIA) almacenadas de 0 a 9 dias y mantenidos a
una temperatura de 36-38°C con 87-93% de humedad relativa. Cada cuadro corresponde
a los datos de un tubo que contenia 100,000 huevos. (Tomado de Coman y Rickard,
1977).

Dias de almacenamiento
FIA
(min) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 8 3 3 10 2.5 2 0.5 0 0 0
30 13 15 8 31 6.5 7 3 0.5 0 60*
60 0.5 2 0 3 1 0.5 0.5 0 0 0
90 0 0.5 0 6 0 0 0 0.5 0 0
120 0 0.5 0 5 0 0.5 0 0 0 0

* Se encontraron un total de 5 oncosferas.

Los resultados de la evaluacion in vitro mostraron que durante todo el tiempo de
almacenaje, los huevos siempre eclosionaron de manera constante y pocos huevos
fueron destruidos por la pepsina y HCI (FGA) (Cuadro 3). Los efectos del almacenaje
durante la activaciéon con inmersién en FIA fueron decrecientes de manera pronunciada a
partir de los 7 dias, mostrando que la activacion de las oncosferas es minima, aun en el

dia 0, y el numero de embriones vivos decrece cuando aumenta el numero de dias de
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almacenamiento, pero no depende del tiempo de inmersién en el FIA. Ademas de que la
proporcion de oncosferas activadas es maxima a los 30 min de incubacion y decrece sin

considerar el tiempo almacenado.

En la discusién de este trabajo, Coman y Rickard (1977) senalaron que la comparacion de
los resultados obtenidos de los métodos in vitro e in vivo mostré que el proceso de
activacion como indicador de viabilidad en oncosferas es dudoso en el caso de T.
pisiformis puesto que no correlacionaron con los porcentajes de infeccién experimental

obtenidos en conejos, sugiriendo que se obtuvo una sobrestimacion de huevos viables.

c. Tincién con azul tripano

El azul tripano (AT) es una molécula coloreada de alto peso molecular que es capaz de
entrar en las células sin potencial de membrana (células muertas) por lo que al emplearlo
en oncosferas, las que se tinen en azul intenso no son viables, a diferencia de las
oncosferas viables que mantienen su color original verde claro.

La viabilidad reportado para dicha técnica es de 87% en oncosferas de T. solium (Wang et
al, 1997). Coman y Rickard (1977) evaluaron la viabilidad in vitro de los huevos de T.
pisiformis con AT, para ello aproximadamente 500 oncosferas por tubo fueron
eclosionadas y activadas mediante su inmersién en FIA durante 30 min, se suspendieron
en 10 yl de una solucion de AT al 1 % y se contabilizaron en una cdmara para conteo
celular y se determind el numero de oncosferas tefiidas (muertas) y sin tefiir (vivas).
Paralelamente, a partir de una suspension de huevos que se almacend durante 9 dias a
temperatura y humedad controladas, se infectaron con 500 huevos a 3 conejos, al final de
este experimento se habian infectado 30 conejos. Los animales se sacrificaron a los 10 y

35 DPI y se revisd6 microscopicamente el higado y el peritoneo para la busqueda de
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cisticercos. En el cuadro 5 se resumen los hallazgos de infeccidon y la viabilidad de las
oncosferas de T. pisiformis.
Cuadro 5. Comparacion de la estimacion de la viabilidad in vitro e in vivo de huevos de T.

pisiformis a temperatura constante de 36-38°C con 87-93% de humedad relativa (Tomado
de Coman y Rickard,1977)

Tiempo de Lesiones en el No. de cisticercos No. de oncosferas
almacenaje (dias) higado de conejos recuperados a los tefidas con
autopsia a los 10 35 DPI AT (vivas)
DPI

0 290 505
1 Muchas lesiones 137 661
2 129 499
3 66 150
4 Pocas lesiones 3 408
5 0 415
6 0 150
7 Solo lesiones 0 193
8 microscopicas 0 1

9 0 5

Al comparar los porcentajes de viabilidad de oncosferas de T. pisiformis con azul tripano
con el porcentaje de infeccion en conejos se observa que no hay una correlacion entre
ambos métodos, sin embargo, los investigadores concluyeron que los resultados del
estudio in vivo sugerian que algunas oncosferas eclosionadas y activadas con el método
enzimatico no eran totalmente infectivas, y asi se explicaria la discrepancia entre los

resultados in vitro e in vivo.

d. Tincién con rojo neutro

El rojo neutro (RN) tifie los lisosomas de células vivas pues son las que presentan un
potencial de membrana y permiten su entrada. Ademas, se ha sugerido que en las
oncosferas de céstodos el RN tiene una afinidad por las glandulas de penetracion

(Lethbridge y Gijsberg, 1974). Aunque, Heath y Smyth (1970) publicaron en su
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metodologia el uso de dicha técnica para la diferenciacion de oncosferas activadas, no

mencionan ningun porcentaje de viabilidad.

e. Reducciéon de MTT

El MTT (Bromuro 3-(4,5-dimetil-tiazol-2 il)-2,5 difeniltetrazolio) es una sal que penetra
facilmente las membranas celulares y que en el caso de las oncosferas, al llegar a la
membrana mitocondrial, se reduce por accion de la enzima succinato reductasa a un
complejo precipitado azul, por lo que solo las células metabdlicamente activas se tifien.
Solo hay una publicacion de MTT para huevos de ténidos con 92.5% de viabilidad en

oncosferas de T. solium a las 12 h. de incubacién a 37°C (Molinari et al. 1993)

f. Tincién con ioduro de propidio

El ioduro de propidio (IP) es un fluorocromo muy usado para determinar viabilidad en
cultivos celulares, espermatozoides de mamiferos, ooquistes de Cryptosporidium vy
trofozoitos de Giardia, (Molina et al, 1995; Satomi et al 2001; Romero-Montoya et al,
2002). Con oncosferas de Taenia solium el IP dio una viabilidad de 61% (Gomez, 2004),
ademas de que la lectura de la viabilidad result6 muy facil y rapida, pero con el

inconveniente de requerir un microscopio con sistema de epifluorescencia.
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ll. HIPOTESIS

En vista de que el hamster dorado ha sido empleado como modelo de teniosis
experimental en distintas cestodiosis, al utilizar este modelo para Taenia pisiformis se
pueden obtienen parasitos gravidos.

IV. JUSTIFICACION
Taenia pisiformis es un céstodo que se desarrolla en su estadio adulto en el intestino
delgado de los canidos y su estadio de metacéstodo en el peritoneo de los lagomorfos. Esta
tenia ha sido ampliamente estudiada debido a la facilidad en la zootecnia de los animales
que parasita y por la disponibilidad de reactivos comerciales que existen en el mercado para
estudiar aspectos inmunoldgicos y moleculares que permiten entender la relacion
hospedero-parasito y los mecanismos que participan en la expulsion y permanencia en su
hospedero intermediario natural. Asi mismo, los resultados obtenidos pueden ser
extrapolados a otros ténidos y contribuir al conocimiento de su biologia, control y
erradicacion de aquellos céstodos que son dificiles de estudiar in vivo, por la especificidad y
dano que generan hacia sus hospederos (Craig y Zumbuehl, 1988; Coman y Rickard, 1977;
Padgettka et al, 2005; Foronda et al, 2003)
El 26 de febrero del afio 2002 se publico en la Gaceta Oficial del Distrito Federal un decreto
de ley de proteccién a los animales, en el que se cita en el capitulo VII, articulos 47 a 49 que:
“Ningun particular puede vender, alquilar o donar animales para que se realicen
experimentos en ellos”, por lo que el abastecimiento de perros para ser infectados con el
estadio adulto de T. pisiformis se ha visto bloqueado.
Debido a que diversos estudios sobre diagndstico, vacunacion y tratamiento en tenias de
importancia en salud publica humana, como Taenia solium, requieren de un
abastecimiento constante de huevos de este parasito, es necesario contar con un modelo
de teniosis experimental alternativo que garantice un suministro frecuente de huevos de

Taenia para que puedan ser empleados en dichos estudios.
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V. OBJETIVO GENERAL
Reproducir el ciclo de vida de Taenia pisiformis en el laboratorio en el hamster dorado

como hospedero definitivo experimental y el conejo como hospedero intermediario natural.

20



VI. MATERIALES Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

Obtencién de adultos de T. pisiformis de
perros infectados de manera natural

11

Obtencion de huevos
y realizacion de
pruebas de viabilidad

11

Infeccion de 51 conejas |::>
via oral con 1,500 huevos

Necropsia y  obtencion
de cisticercos de conejos
infectados de  manera
natural (2) y experimental
(51).

Infeccion de 20 hamsteres via oral con 1 y
3 cisticercos e inmunodepresion cada 14 dias
con 2 mg de acetato metil prednisolona (AMP)
via intramuscular.

>

Necropsia y obtencion
de tenias

Tamizado de heces

U

Recuperacion de
proglétidos en heces
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a. Recuperacion de Taenia pisiformis de perros

El Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM dond, parasitos adultos de Taenia pisiformis que fueron recuperados a la
necropsia o por tratamiento anti-cestocida con praziquantel con una dosis de 30 mg/kg de
peso por via oral, seguida de una purga salina que se administré 2 h después del
tratamiento antiparasitario a perros infectados de manera natural, que llegaron a este
Departamento durante el 2004. Las tenias se lavaron con solucion salina amortiguada con
fosfatos 0.01M pH 7.2 (PBS por sus siglas en inglés phosphate buffered saline) y
colocadas en una caja de Petri de vidrio de 15 cm de didmetro para medirlas vy
observarlas al microscopio. Posteriormente se colocaron en tubos de plastico de 50 ml
con PBS adicionado con antibidtico y antimicético (penicilina G 1000 Ul y sulfato de
estreptomicina 1000 pg/ml) y se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta el momento de

su uso durante un lapso no mayor a 5 dias.

b. Infeccién de conejos

Se adquirieron 51 conejos hembras Nueva Zelanda de 8 semanas de edad, los cuales se
instalaron en jaulas de metal para conejos y se albergaron en el bioterio del Hospital
General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”. Su dieta consistio en comprimidos comerciales para
conejo (conejina, Nutrimentos Purina) y agua ad libitum. Con los huevos recuperados de
los proglotidos gravidos provenientes de las infecciones naturales y experimentales se
infectaron por via oral con 1500 huevos de T. pisiformis con ayuda de una sonda para
alimento de neonatos, la cual se cubridé internamente con Sigmacote (Sigma), para evitar
que en las paredes quedaran adheridos los huevos. El nimero de huevos inoculados se

cuantifico en una camara de Neubauer.
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c. Necropsia y obtencion de cisticercos

Los conejos fueron sacrificados entre las 7 y 10 semanas post-infeccién (SPI) con una
sobredosis de pentobarbital via intramuscular (90 a 210 mg/kg de peso NOM-062-ZOO-
1999). La diseccidon de los animales se realizé mediante la apertura longitudinal del
abdomen, buscando cisticercos viables en el peritoneo; mientras que en el higado se
localizaron y cuantificaron los metacéstodos calcificados. Los cisticercos viables
recuperados se lavaron y se colocaron en PBS con antibiético a 4 °C para inocular a los

hamsteres

d. Infecciéon e inmunodepresion de hamsteres

Se utilizaron 20 hamsteres machos de 36 semanas de edad, que fueron instalados en
cajas de polipropileno individuales con cama de viruta. Su dieta consistié6 en alimento
comercial para roedores y agua ad limitum. Antes de la infeccion experimental los
roedores se desparasitaron con dosis uUnicas de prazicuantel (30mg/kg de peso) y otra
una semana después de albendazol (20 mg/kg de peso) por via oral.

Los roedores se infectaron por via oral con 1-3 cisticercos, de los que previamente se
desecho la vesicula. Se inmunodeprimieron con 2 mg de acetato de metil-prednisolona
(Depo-Medrol, Upjohn) por via intramuscular cada 14 dias considerando al momento de la

infeccion como dia cero (0 DPI) de acuerdo a Maravilla et al, 1998.

e. Recuperacion de proglétidos

A partir de la 3 SPI se depositd la materia fecal de los hamsteres cada 2 dias. Las heces
se colocaron en tubos de plastico de 50 ml con tapén de rosca, se dejaron hidratar con un
volumen 1:2 con agua potable toda la noche en refrigeracion a 4°C, después se
disgregaron con un aplicador de madera para ser tamizadas con abundante agua, a

través de un tamiz de acero con poros de 80 um. Los proglétidos retenidos en el tamiz se
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recuperaron con un pincel de pelo suave y se colocaron en una caja de Petri de vidrio de
15 cm de diametro para observarlos al microscopio de diseccién y agruparlos de acuerdo
a su grado de desarrollo (inmaduro, maduro o gravido). Posteriormente se colocaron en
tubos de plastico de 15 ml con PBS con antibiético y mantenido en refrigeracion a 4 °C

hasta el momento de su uso.

f. Necropsia de hamsteres

Con el fin de reducir el sufrimiento de los roedores infectados se llevd a cabo el sacrificio
de manera humanitaria de aquellos hamsteres que por efecto del glucocorticoide
presentaron un deterioro fisico marcado, el cual se basé en un registro semanal de
evaluacion del sufrimiento de hamsteres. La eutanasia se aplic6 mediante la
administracion intraperitoneal de 120 mg/kg de peso de pentobarbital sodico (Inst Lab An
Res, 1999). Posteriormente se abrié la cavidad abdominal para localizar el intestino
grueso desde la ampula rectal hasta la porcidén anterior, se separd el mesenterio hasta
retirar a los intestinos completos. Se hizo un primer corte en el piloro y otro en la valvula
ileocecal. Posteriormente se colocaron en una caja de Petri de vidrio de 15 cm de
diametro con PBS; se separaron el intestino grueso del delgado con ayuda de tijeras finas
y pinzas de diseccion se abridé longitudinalmente para realizar la busqueda de tenias.
Cada tenia encontrada fue manipulada con un pincel de pelo suave, se lavd con PBS y se
midié. Bajo el microscopio estereoscépico se revisd cada tenia, de las gravidas se separé
la porcidon del estrébilo con proglétidos gravidos. Se colocaron los ejemplares en
recipientes de plastico de 15 ml con tapa de rosca, conservandose de la misma manera

que los proglétidos hasta la infeccion de los conejos.
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d. Recuperacioén de huevos de T. pisiformis

Los proglétidos gravidos se obtuvieron del tamizado de las heces colectadas en diferentes
DPI que se mantuvieron en refrigeracion durante 3 a 5 dias, y de las tenias obtenidas
durante la necropsia de los animales. Los proglotidos se maceraron, primero con unas
tijeras de punta fina y posteriormente con un pistilo de ceramica sobre un tamiz de acero
con apertura de malla de 45um, agregando PBS para concentrar los huevos en un vaso
de precipitado de vidrio de 50 ml. La solucion resultante se centrifugd en tubos de plastico
de 15 ml a 3000 rpm durante 15 min, lentamente se decantd el sobrenadante a un
recipiente con una solucion de NaClO al 6% para inactivar cualquier huevo presente. El
precipitado que contiene los huevos se resuspendié con 2 ml de PBS. El conteo de los
huevos se realizé en una camara de Neubauer en la cuadricula de glébulos blancos al
microscopio con el objetivo 10x y tomando en cuenta solo los huevos morfolégicamente
maduros. El tubo con la suspensién de huevos se conservo en refrigeracion a 4°C, para
su uso inmediato en la infeccion de conejos, asi como para realizar los ensayos de

viabilidad in vitro:

h. Métodos de eclosién y activacion

La eclosiéon se llevd a cabo con dos métodos; para cada uno se tomaron 5 ml de
suspension de huevos del mismo lote con los que se infectaron los distintos conejos. El
primer método utilizado fue el descrito por Wang et al (1997), que consistié en colocar en
100 pl de la suspensién de huevos en un pozo de una placa de cultivo con 24 pozos de
fondo plano (Falcon) la cual fue recubierta con Sigmacote (Sigma) para evitar la
adherencia de huevos, posteriormente se afadieron 800 pl de PBS y 100 ul de NaClO al
0.5 % en solucidon salina, para tener una concentracion final de 0.05% de NaClO, la
mezcla se homogenizé agitandose levemente con una micropipeta, posteriormente se

observo continuamente la disgregacion de bloques embrioféricos de los huevos maduros
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con el objetivo 10x del microscopio invertido (Nikon Diaphot-TMD), los cuales aparentan
nubes negras sobre cada larva. Cuando la mayoria de los huevos habia eclosionado
(aproximadamente 5-8 min) se detuvo la reaccién colocando el contenido del pozo en un
tubo de plastico de 15 ml con 10 ml de PBS, se centrifugd a 1,000 rpm durante 5 min y se
eliminé el sobrenadante hasta dejar 1 ml en el que se resuspendieron las oncosferas.

En el segundo método se simularon las condiciones gastricas, por las cuales los huevos
son eclosionados por las enzimas proteoliticas en los hospederos. EI FGA que contiene
1% de HCl y 1% de pepsina se calenté a 37°C antes de usarse (Silverman, 1954; Brandt y
Sewell,1981; Heath,1982; Stevenson,1983; Afedia y Ogunrinade,1988; Molinari,1993;
Wang et al,1997). Se le adicionaron 2 ml del FGA previamente esterilizado con filtros de
0.45 y 0.8um (Micropore) a una suspension de huevos, se resuspendid suavemente con
una pipeta Pasteur, y se incubé a 37°C en bafo maria durante 60 min, en tanto que para
la incubacién se agité en un vortex unicamente tocando el tubo al vortex en ocasiones
repetidas durante 1 min cada 15 min. Se colocaron aproximadamente 100 ul de la
suspension en un pozo de la placa de poliestireno y se observé en el microscopio
invertido hasta que la mayoria de los huevos hubieran eclosionado. Cabe destacar que
siempre el pozo se revis6 en su totalidad haciendo la busqueda de las oncosferas
siguiendo una “S” como se recomienda para la identificacion de protozoarios y bacterias.
Cuando la cantidad de oncosferas eclosionadas fue mayor al 80% se centrifugd a 1000g
durante 10 min, se decantd el sobrenadante y el precipitado se resuspendid en PBS,
conservandose a 37°C hasta que se activaron. Para activar las oncosferas se les adiciond
2 ml de FIA compuesto por 1% de NaHCO;, 1% de pancreatina y 5% de bilis de conejo
precalentado a 37°C (Silverman,1954; Brandt y Sewell,1981; Heath,1982;
Stevenson,1983; Afedia y Ogunrinade,1988; Molinari,1993; Wang et al,1997). Se incubd
la solucion en bafo maria durante 30 min agitando lentamente 1 min cada 15 min.

Posteriormente, se colocan aproximadamente 100 ul de la suspension en un pozo de la
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placa de poliestireno y se observd en el microscopio invertido contabilizando las
oncosferas que se movian.

Métodos de viabilidad:

i) Azul tripano

Se colocaron 100 ul de la suspensién de oncosferas recuperadas de la eclosiéon en un
pozo central de la placa de poliestireno previamente recubierta con Sigmacote (Sigma) y
se agregaron 50 ul de AT al 0.4%, se adicioné también agua destilada hasta tener 1 ml de
solucion; al cabo de 1 min se observé al microscopio invertido para llevar a cabo el conteo
de oncosferas azules (muertas) y translucidas (vivas).

j- Reduccion de MTT

Se colocaron 100 pl de una solucién de oncosferas en un pozo con un ml de MTT al
0.025% en solucién salina-glucosada al 0.1%, se incubd durante 12 horas en una estufa
para cultivos celulares a 37°C. La cuantificaciéon de oncosferas translucidas (muertas) y
azules (vivas) se realiz6 en el microscopio invertido.

k. Rojo neutro

Se colocaron 100 ul de suspensién de oncosferas y 110 pyl de RN al 0.3%, un minuto
después se observaron al microscopio invertido, cuantificandose las oncosferas
translucidas (muertas) y tefidas en rojo intenso (viables).

I. loduro de propidio

Se colocaron en un pozo de la paca de poliestireno 100 pl de la suspensién de oncosferas
y se agreg6 10 pl de IP a 1mg/ml en agua destilada, se hizo la lectura a los 5 min en el
microscopio invertido, utilizando fluorescencia a una longitud de onda de 620nm, se
cuantificd el numero de oncosferas fluorescentes, empleando primero luz blanca para

ubicarlas, las oncosferas muertas mostraban puntos rojos fluorescentes.
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VIl. RESULTADOS
a. Obtencion de Taenia pisiformis en perros

Se recuperaron 14 tenias gravidas de 5 perros infectados de manera natural (Figura 4), los
cuales albergaron de 1 a 7 gusanos cuya longitud solo pudo ser medida en los ejemplares

completos obtenidos del perro No. 5 (cuadro 6).

Cuadro 6. Caracteristicas morfolégicas de adultos de T. pisiformis obtenidos a la
desparasitacion de perros.

NO. DE No. DE TENIAS LONGITUD ESTADO DE
IDENTIFICACION RECUPERADAS (cm) DESARROLLO
DEL PERRO
1 1 ND* GRAVIDA
2 1 ND GRAVIDA
3 ND ND GRAVIDA
4 1 ND GRAVIDA
5 7 41,54,57,59,79% GRAVIDA

*No determinado
¥Se encontraron 7 escalices, pero solo 5 tenias completas.
10 cm.

& »
<« Ll

Figura 4. Dos tenias adultas de Taenia pisiformis recuperada de su hospedero definitivo

natural, en estas se observan su escolex (e), cuello (c), el estrobilo (s) y proglatidos (p).
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b. Recuperacion de huevos, eclosion y viabilidad de oncosferas

De las fracciones gravidas de los estrébilos de las tenias recuperadas en las necropsias
de los hamsteres y de los perros, asi como de los proglétidos gravidos recuperados en el
tamizado de heces que permanecieron en refrigeracion a 4°C, se recuperaron huevos
morfol6gicamente maduros. Una porcién de estos huevos se destind para infectar conejas
con 1500 cada una, mientras que los restantes se dividieron en grupos iguales para cada
método de viabilidad in vitro. En el cuadro 7 se muestran los datos comparativos de la
viabilidad de oncosferas eclosionadas por los métodos enzimético y de hipoclorito de
sodio. Cabe mencionar que durante la manipulacién de los huevos para llevar a cabo
ambas técnicas se observé una pérdida importante de oncosferas. A pesar de que el
namero de oncosferas recuperadas por la técnica enzimatica fue menor que las obtenidas
con el hipoclorito de sodio, morfolégicamente presentaron estructuras integras,

refringentes y transllcidas.

Cuadro 7. Comparacion de la viabilidad de oncosferas eclosionadas de Taenia pisiformis

por los métodos enzimatico y por hipoclorito de sodio®.

HIPOCLORITO DE SODIO

No. de No. de huevos No. de huevos No. de oncosferas No. de oncosferas
identificacion examinados eclosionados viables® con movimiento®
(hospedero)

Perro #1 286 138 42 95

Perro #2 300 178 132 0

Perro #4 310 230 87 0

Total 896 546 261 95

% - 60 29 10
METODO ENZIMATICO

No. de No. de huevos No. de huevos No. de oncosferas No. de oncosferas

identificacion examinados eclosionados viables® con movimiento °
Perro #3 350 276 103 0
Perro #4 659 56 8 12
Perro #5 1700 795 665 7
Hamster #6 198 30 21 0
Total 2,907 1,157 797 19
% -- 40 27 0.6

2 Al aplicar una prueba de t-student con un criterio de p<0.05, no se encontraron diferencias significativas entre
ambos métodos de eclosion.
® Determinacion in vitro por tincién con Azul Tripano a las 24 hrs a 37°C.
¢ Movimientos y cambios morfoldgicos observados en bilis de conejo a 37°C después de 60 min.
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Aunque la literatura menciona que los resultados de las tinciones de AT y RN se observan
a los pocos minutos, se decidid dejarlos 24 horas en la estufa para cultivos celulares a
37°C, siguiendo la recomendacion de Gémez (2004) quien encontré que al realizar el
conteo de oncosferas, éste era dudoso a las 6 primeras horas, mientras que a las 24y 72
hrs. las mediciones eran inequivocas. Los resultados de los distintos métodos de
viabilidad se resumen en el cuadro 8 y en la figura 5 se muestran ejemplos de las
observaciones al microscopio. Solo el 50% de los ensayos mostraron oncosferas vivas,
con la técnica de activacion, por lo que éste método de viabilidad tuvo una gran
desviacion estandar (15.4) que contrasta con el promedio (7.8) de dicha técnica. El
método de AT tuvo un promedio de 57.8 con una desviacion estandar de 20.5, ademas de
que se observo que presentd resultados reproducibles, ya que en las oncosferas de T.
pisiformis recuperadas de hamsteres mostraron 70% de viabilidad, similar al porcentaje
obtenido en oncosferas de tenias del hospedero natural (74 y 84%). En la prueba de
viabilidad de RN se obtuvo un promedio de 46.6 y una desviacion estandar de 14.5,
destacando que el porcentaje mayor (68%) de oncosferas viables en dicho colorante
pertenecié a las tenias recuperadas en hamsteres, cabe mencionar que éste colorante a
los pocos minutos de ser agregado a la solucion de oncosferas se formaban cristales que
se precipitaban en el fondo de la placa, a pesar de ser filtrado lo que dificultd las lecturas
de viabilidad en algunas ocasiones. El método de MTT no fue util ya que en los dos
primeros ensayos en los que se aplicé nunca revelé la presencia de oncosferas vivas, por
lo que se decidié no realizarlo en los ensayos posteriores. La técnica de viabilidad
mediante la tincion con IP, fue la que dio los porcentajes mayores de viabilidad de
oncosferas (90, 94, 98 y 100%), sin embargo en uno de los ensayos solo se obtuvo 15%

de oncosferas viables, lo que redundé en una desviacién estandar alta (36.2). Asi mismo,
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durante el segundo ensayo esta técnica no se realiz6 por dificultades técnicas, ya que no

se contaba con la sal en ese momento en el laboratorio para preparar la tincion.

Cuadro 9. Estadistica descriptiva de los diferentes métodos de viabilidad in vitro usados

en oncosferas de T. pisiformis

METODO HOSPEDERO ONCOSFERAS ONCOFERAS VIABILIDAD | PROMEDIO
ANALIZADAS VIABLES (%) (DS*)
Perro #1 486 190 39
Perro #2 300 0 0
Perro #3 350 0 0 7.8
ACTIVACION Perro #4 203 12 6 (15.4)
Perro #5 308 7 2
Hamster #6 198 0 0
Perro #1 304 136 45
Perro #2 178 132 74
AZUL Perro #3 276 103 37 57.8
TRIPANO Perro #4 13 5 38 (20.5)
Perro #5 795 665 84
Hamster #6 30 21 70
Perro #1 134 67 50
Perro #2 393 171 44
ROJO Perro #3 72 18 25 46.6
NEUTRO Perro #4 64 25 39 (14.5)
Perro #5 738 400 54
Hamster #6 70 48 68
Perro #1 43
Perro #2 6
Perro #3 ND ND ND 0
MTT Perro #4 ND ND ND (0)
Perro #5 ND ND ND
Hamster #6 ND ND ND
Perro #1 18 18 100
Perro #2 ND ND ND
YODURO DE Perro #3 80 72 90 79.4
PROPIDIO Perro #4 57 9 15 (36.2)
Perro #5 314 297 94
Hamster #6 69 68 98

*Desviacion estandar
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Figura 5. Micrografias de luz de los distintos métodos de viabilidad in vitro para
oncosferas de T. pisiformis. Oncosfera muerta (A) y viva (B) tefiidas con AT. Oncosfera
muerta (C) y viva (D) tefiida con RN. Oncosfera tefiidas con IP, con luz UV (E), donde
la oncosfera muerta fluorece, no asi cuando se visualizan con luz blanca (F).
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En el cuadro 10 se muestra el calculo del porcentaje de infeccién, considerando los
valores de viabilidad de los diferentes métodos in vitro.

Cuadro 10. Comparacion del porcentaje de establecimiento encontrado con los porcentajes

tedricos de establecimiento de cisticercos segun la viabilidad obtenida con los distintos colorantes

Identificacion in vivo' AC? AT RN MTT 1P
1 perro 0.53 1.3 1.1 1.06 0 0.53
(39)° (45) (50) (100)

2 perro 2.1 0 2.8 4.8 0 ND

(0) (74) (44)

3 perro 1.4 0 3.7 5.6 ND 15
(0) (37) (25) (90)

4 perro 1.4 23.3 3.6 54 ND 9.3
(6) (38) (39) (15)

5 perro 0.46 23.3 0.55 0.86 ND 0.49
(2) (84) (54) (94)
6 hamster 0.53 0 0.76 0.78 ND 0.54
(0) (70) (68) (98)

! Valores de % de establecimiento tomados del cuadro 11.

%Los % de viabilidad obtenidos con cada colorante del cuadro 9 se muestran entre paréntesis

% El porcentaje de infeccién para cada técnica se calculé integrando los resultados del cuadro 9 Y
11 de la siguiente manera:

Porcentaje de oncosferas viables 1500 (total de

(segun cada técnica) X oncosferas inoculadas) )
_ No. de oncosferas viables

100 " inoculadas segun la técnica

No. total de cisticercos 100

recuperados in vivo _  Porcentaje de infeccién segun la viabilidad
de la técnica empleada.

No. de oncosferas viables
inoculadas segun la técnica

Ejemplo: porcentaje de infeccién segun la viabilidad de AT en la primera infeccién

(45 x 1500)/100 = 675 oncosferas viables
(8 x 100)/675= 1.1% de infeccion segin AT

De acuerdo con el cuadro 10, se observa una reproducibilidad en los resultados de las

distintas infecciones, en las infecciones 3 y 4 provenientes de perros se obtuvo el mismo
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porcentaje de infeccion (1.4%) mientras que en las infecciones 1, 5y 6 fue alrededor de
0.5 %, siendo, en la ultima infeccidn, en la que se emplearon huevos de tenias obtenidas
de hamster. Respecto a los métodos de AT, RN e IP, se observd que cuando se presentd
un menor porcentaje de infeccion de acuerdo a su viabilidad, también se manifesté un
menor porcentaje de infeccidn in vivo, sugiriendo una correlacion para cada técnica, como
se muestra en la figura 6. En la figura 6A no existe correlacion entre el porcentaje de
infecciobn segun la técnica de activacion y de infeccién en los conejos. Caso contrario
ocurre con AT, RN e IP donde las R?, que representan el porcentaje de todos los puntos
en funcién a la linea de tendencia, fueron: 0.65, 0.79 y 0.40 respectivamente; mientras
que las R, que representan el indice de correlacién entre ambas variables, fueron: 0.80,

0.89 y 0.63 correspondientemente.
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Figura 6. Correlacién entre los porcentajes de infeccidn segun cada uno de los métodos
de viabilidad in vitro empleados y el de infeccién in vivo.

33



c. Infeccién de conejos y recuperacion de cisticercos en el hospedero intermediario
natural.

Las necropsias de los conejos se llevaron a cabo de la 7 a 10 SPI; el Cuadro 11 resume
los resultados de cisticercos recuperados a la necropsia de todos los lagomorfos,
infectados experimentalmente con huevos de T. pisiformis obtenidos de adultos extraidos
de perros o hamsteres.

Cuadro 11. Cisticercos de T. pisiformis recuperados de infecciones experimentales en

conejos.
Conejos Cisticercos recuperados % de

No. de No. de infectados/total vivos/calcificados (%de infeccion | Necropsia

infeccion | conejos’ (%) cisticercos vivos) in vivo® (SPI)

1 perro 5 2/5(40) 6/2(75) 0.53 10

2 perro 7 6/7(85) 9/23(28) 2.1 8

3 perro 13 5/13(38) 6/15(26) 14 7

4 perro 13 8/13(61) 16/5(76) 1.4 8

5 perro 8 4/8(50) 4/3(57) 0.46 9
6 hamster 5 2/5(40) 6/2(75) 0.53 7

' Todos los conejos tenian 8 semanas de edad y fueron infectados con 1500 huevos por via oral.
2 El porcentaje de infeccion se calculd de la siguiente manera:

(No. de cisticercos recuperados vivos y calcificados x 100) / 1500

Ejemplo para la primera infeccion: (6+2 x 100)/1500 = 0.53

Como se muestra en el cuadro 11, el porcentaje de infeccion de los animales fue del 38 al
61% con excepcion del grupo de conejos empleados en la infeccién No.2, en la cual el
85% de los animales se infectaron; sin embargo, fueron de los que menos cisticercos
Vivos se recuperaron (28%, es decir 9 cisticercos vivos/32 cisticercos recuperados). En
general, los cisticercos vivos median aproximadamente 1 cm de diametro y eran
vesiculares, en los que se identificaba una protuberancia blanca correspondiente al

escolex invaginado (figura 7).
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Figura 7. Cisticercos recuperados de la necropsia de conejos infectados con huevos de
adultos de T. pisiformis obtenidos de perro (A) y de hamster (B). La necropsia se realiz6 a
las 9 y 7 SPI respectivamente.

d. Infeccion de hamsteres y recuperaciéon de Taenia pisiformis a la necropsia.

Se realizd la necropsia de 20 hamsteres. El primer grupo integrado por 9 roedores,
infectado por via oral con 1 cisticerco provenientes de la infeccion No.2 (ver cuadro 11), y
su necropsia se realizo entre las 13 y 22 SPI. No se recuperd ningun ejemplar adulto de

Taenia y los tamizados realizados a partir de la tercera semana fueron negativos. Un

segundo grupo de 5 hamsteres se infectaron con 3 cisticercos provenientes de la
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infeccién No.4 (ver cuadro 11). La necropsia de estos animales se efectu6 entre la 3% a la

9% SPI. En este Ultimo grupo tampoco se recuperaron tenias, asi como proglétidos durante

el tamizado. Un tercer grupo de 6 hamsteres, se infectaron con 3 cisticercos provenientes

de 2 conejos parasitados en una granja de traspatio en Xochimilco, DF y que en cuya

diseccién se obtuvieron 18 cisticercos viables. De este grupo se realizé la necropsia a uno

de los animales (hamster #1) a las 4 SPI, recuperandose dos tenias (cuadro 12, fila 1-2).

A las 10 SPI se realiz6 la necropsia del hamster #3, del cual no se recuper6 ninguna tenia,

y el resto de los animales se sacrificaron a la 16 SPI de donde se recuperd una tenia

gravida del hamster # 6 (cuadro 12, fila 3). El andlisis morfoldgico realizado a las tenias

adultas tefiidas mostré que correspondieran a la especie de T. pisiformis (Figura 8).

Cuadro 12. Tenias recuperadas a la necropsia de los 2 hamsteres que las desarrollaron

No. de No. de No. de tenias Longitud Estado de
identificacion SPI cisticercos recuperadas (cm) desarrollo
3 3 1 6 Inmadura

H1 4 3 1 10 Madura

H6 16 3 1 21 Gravida
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Figura 8. Proglétidos de Taenia pisiformis recuperados de heces de hamster: A) Escoélex
recuperado a las 3 SPI durante el tamizado (40x). B) proglétido inmaduro colectado a la 3 SPI
en el que se observa el poro genital (pg) y conducto deferente (cd) (40x). C) Proglétido gravido
recuperado a la 10 SPI (20x). D). Proglétido maduro colectado a la 4 SPI donde se observa el
poro genital (pg), los testiculos (t) y ovarios (ov). E). Proglétido gravido recuperado a 10 SPI
(40x). F) Huevos morfolégicamente maduros (40x).
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Con respecto al tamizado de heces de los animales que se realizé desde la 3* SPI se
observd que todos los roedores se infectaron, ya que en todos los ejemplares liberaron
proglotidos en heces con distinto grado de desarrollo (cuadro 13). El seguimiento de la
infeccion por medio de los tamizados permitié conocer informacidén biologica sobre el
desarrollo y liberacién de proglétidos en el modelo experimental. Algunas de las
observaciones interesantes fueron:
1) No se recuperaron proglotidos en el tamizado de heces en las semanas 5 vy 7,
mientras que desde de la 8 SPI la liberacion de los proglotidos se mantuvo constante.
2) La primera vez en que se llevo a cabo la liberacion de proglétidos gravidos fue en
las semanas 9 y 11 para los hamsteres H2 y H6, siendo los Unicos roedores que
albergaron tenias gravidas, sin embargo, el hamster H2, posteriormente liberd solo
proglétidos maduros y perdio la infeccion a la semana 12. 3) En general, la liberacién
de los proglétidos fue periddica independientemente de su desarrollo, aunque en
ninguno de los hamsteres infectados se encontraron mas de 15 proglétidos en heces
por semana, ademas los proglétidos estaban libres, nunca fueron porciones de
estrébilo (Figura 9). Hubo hamsteres que jamas liberaron proglétidos gravidos, tal es
el caso de H3, H4 y H5, destacando el caso de H3, en el que los proglotidos
recuperados de heces siempre fueron maduros, hasta la semana 7 que perdié la
infeccion y al momento de la necropsia en la semana 10 no se recuperd ningun

ejemplar adulto.
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Figura 9. Cinética de liberacion de proglétidos en heces de hamsteres infectados.

*semanas postinfeccion
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Cuadro 13. Recuperacion de proglétidos de T. pisiformis por tamizado de heces de

hamsteres infectados

No. de
hamster

@)
9

No. de proglétidos
recuperados*

Desarrollo de los proglétidos*

Semana 3

Hl

12*,1 taenia

inmaduros, maduros

H2

0

H3

H4

H5

maduros

H6

WWWWw|w

0
0
5
8

maduros

Semana 4

H1l

1 taenia’

maduros

H2

maduros

H3

inmaduros, maduros

H4

maduros

H5

maduros

H6

FE N SN NS RN RN

Semana b5

Hl

H2

H3

H4

H5

H6

grjorjor|oror|ol

[ellelleollole] o)

Semana 6

Hl

H2

maduros

H3

maduros

H4

maduros

H5

maduros

H6

DO OO

AOIONO|O

maduros

Semana 7

H1l

H2

H3

H4

H5

H6

ENIENIENIENIENIEN

oO|O|O|O|0|O

Semana 8

Hl

H2

maduros

H3

H4

maduros

H5

maduros

H6

00 (00|00 |00 |00 |00

Mo|BE|lo|u|o

pre-gravidos

Semana 9

H1l

©
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H2 9 3 gravidos

H3 9 0 -

H4 9 9 maduros

H5 9 8 maduros

H6 9 12 pre-gravidos
Semana 10

H1 10 0 -

H2 10 4 gravidos

H3 10 o -

H4 10 4 pre-gravidos

H5 10 0 -

H6 10 3 pre-gravidos
Semana 11

H1 11 0 -

H2 11 8 maduros

H3 11 0 -

H4 11 3 maduros

H5 11 8 maduros

H6 11 14 Maduros y gravidos
Semana 12

H1 12 0 -

H2 12 0 -

H3 12 0 -

H4 12 0 -

H5 12 0 -

H6 12 2 maduros

'El desarrollo se evalué al observar los proglétidos bajo el microscopio.

T Animales muertos antes de finalizar la infeccion.

Los datos del cuadro 13 muestran que el 100% de los hamsteres se infecté con T.
pisiformis, ya que se encontraron proglétidos en heces o tenias a la necropsia. Sin
embargo, solo 2 de 6 animales (33%) desarrollaron tenias gravidas. Ademas de que
suponemos que en el caso del H6 coexistian mas de dos tenias adultas debido a que en
los tamizados recuperamos proglétidos maduros y gravidos, pero solo la tenia gravida fue
recuperada en la necropsia, por lo que suponemos que la otra tenia se eliminé debido a la

competencia intraespecifica.
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VIIl. DISCUSION

El parasitismo lleva implicito el enfrentamiento entre 2 organismos de distintas especies,
de estos 2 organismos hay uno, el parasito (que suele ser de menor tamafo), que
generalmente depende del otro, el hospedero, como fuente de alimento. La relacién
parasito-hospedero es por lo tanto una asociacion ecolégica natural que conlleva a
problemas de salud para el hospedero. Este hecho, en principio bioldgico, presenta una
importancia especial cuando afecta al hombre y a los animales domésticos, debido a que
los parasitos perjudican nuestra salud y nos ocasionan grandes pérdidas econdmicas. Las
naciones industrializadas no han conseguido erradicar todos los parasitos, pero si reducir
enormemente su importancia. En cambio, los parasitos abundan en los paises
subdesarrollados. En estos paises s6lo han mejorado las condiciones socioeconémicas
de vida de la poblacién en aquellas areas en las que la OMS y la FAO han intervenido
directamente o0 en las que las naciones industrializadas se han encargado de reducir el
numero de parasitosis dentro del marco de la ayuda al desarrollo (Mehlorn y
Piekarski,1993).

Como una clase de gusanos planos, las tenias difieren notablemente de otros miembros
del phylum. Estas carecen de todo vestigio de aparato digestivo y pudieron haber
evolucionado de ancestros de vida libre alimentandose mediante distintos procesos de
absorcién como pinocitosis, transporte activo y difusion pasiva o facilitada (Smyth y
Mcmanus, 1989). Sin excepcion, estas tenias son parasitos que habitan en el intestino de
hospederos vertebrados como parasitos adultos reproductores. Hay evidencia de que
estos gusanos fueron parasitos antiguos de peces y que evolucionaron al mismo tiempo
que los vertebrados, viviendo ahora en todos los grupos de vertebrados, quienes se han
convertido en sus hospederos (Soulsby,1987). Por otra parte, los huevos de Taenia

representan el unico estadio del ciclo de vida del parasito que se encuentra en el
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ambiente y en vista de que se ha propuesto que la seleccién natural es la responsable de
adecuar a las especies dentro de sus ecosistemas, podemos suponer que las presiones
de seleccién han favorecido la evolucion de estructuras especiales y modificaciones
fisiolégicas que permiten permanecer viables a los huevos de Taenia por un periodo de
tiempo largo hasta ser ingeridos por el hospedero intermediario apropiado, tal como ha
sido documentado para algunas otras tenias como T. saginata (Storey y Phillips,1985) y T.
multiceps (Willis y Herbert, 1984). En el presente trabajo se emplearon dos técnicas para
separar los bloques embriofdricos, que constituyen al embriéforo, estructura principal que
confiere resistencia al medio: hipoclorito de sodio al 0.5 % (Wang et al, 1997) y el método
enzimatico mediante fluido gastrico intestinal (FGI) (Silverman, 1954; Stevenson, 1983).
Mediante estos métodos se logra la eclosion de la oncosfera. Nuestros resultados
mostraron que 60% de los huevos tratados con hipoclorito de sodio eclosionaron,
mientras que con las enzimas digestivas fue 40%, sin encontrarse ninguna diferencia
estadisticamente significativa entre ambos métodos, debido a la gran varianza intrinseca
entre los resultados de dichas técnicas. Vale la pena sefalar que como el proceso de
eclosion no ocurre de manera simultanea entre todas las oncosferas, con el hipoclorito de
sodio aquellas que eclosionan inicialmente pueden danarse por la accion astringente y
reductora del hipoclorito. En cambio, el método enzimatico simula las condiciones
gastricas y se realiza bajo un seguimiento cuidadoso, con lo que el numero de oncosferas
que se dafan es probablemente menor y se reduce el error de considerar huevos que
maduros que durante el proceso de eclosidon se dafiaran y resultaran inviables. En este
trabajo se utilizé el método enzimatico aun a pesar de que requiere de un mayor tiempo
de experimentacion, reactivos y una metodologia mas cuidadosa, por ejemplo, la
agitacion debe realizarse “suavemente” en un vortex y la suspension de oncosferas debe
efectuarse a través del paso de la punta de una micropipeta “cuidadosamente” para evitar

romper las oncosferas. Respecto a los métodos de viabilidad, la activacion mostré una
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gran dispersion entre los resultados, incluso hubo 3 lotes de oncosferas que no se
activaron, por lo que su valor de desviacion estandar fue mayor que el promedio de todos
los ensayos por esta técnica. Asimismo, cuando se graficaron los porcentajes de infeccién
por esta técnica versus el porcentaje de infeccidon en conejos, mostré una baja correlacion
(R=-0.1865). La activacion fue la primera en ser descrita para evaluar la viabilidad de
oncosferas de ténidos (Silverman, 1954) y, al igual que la eclosion mediante FGA,
requiere de un seguimiento cuidadoso. Durante la realizacién de esta técnica, se intentan
simular las condiciones intestinales y de esta forma las oncosferas activadas se liberan de
su membrana oncosferal a través del movimiento de sus ganchos y por la liberacién de
enzimas proteoliticas (Smyth y McManus, 1989). Recientemente se publicd un ensayo de
destruccién de oncosferas de ténidos in vitro para evaluar la respuesta inmune frente al
estadio larvario, en el que se emplearon oncosferas activadas de T. pisiformis bajo la
misma metodologia que la que se realizé en esta tesis y se observé que 100% de los
huevos eclosionaron y 70% se activaron (Kyngdon et al, 2006). En la presente tesis, 40%
de los huevos de T. pisiformis eclosionaron y de estos, 7.8% se activaron, estas
diferencias se pueden explicar por: 1) Raza del hospedero definitivo: la obtencion de
tenias en trabajos publicados recientemente se realizaron en una sola raza, Beagle, y los
perros fueron de la misma edad y sexo (Kyngdon et al, 2006), mientras que en el presente
trabajo los parasitos adultos de T. pisiformis fueron recuperados de canidos de distintas
razas y edades. Estudios realizados en Echinococcus y Taenia solium muestran que
estos factores del hospedero influyen en la carga parasitaria, desarrollo e infectividad.
(Smyth y Mcmanus, 1989; Avila, 2006; Aluja et al, 1998).

2) Droga desparasitante: El grupo de Australia recuperé las tenias adultas solamente con
bromuro de arecolina: una dosis de 0.75mg/kg de peso por via oral, mientras que en el
presente trabajo 4 de los 5 canidos fueron desparasitados con niclosamida (Vitaminthe,

Virbac) a una dosis de 2 mg/kg de peso por via oral y dos horas después se administré
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una purga salina con sulfato de magnesio (Sal de Epsom). Knaus y Lange (1987)
publicaron que la viabilidad de los huevos de T. saginata disminuyé de un 90-100%
cuando los pacientes fueron tratados con niclosamida (Yomesan, Bayer).

3) Escasa virulencia de los huevos de T. pisiformis de México: en Australia por lo general
se recuperan docenas de cisticercos en infecciones de conejos (Coman y Rickard, 1977)
mientras que en los dos conejos mexicanos con infecciones naturales sélo se obtuvieron
18 cisticercos.

4) Origen de los huevos usados para la activacion: El grupo de Kyngdon et al, (2006)
usaron la técnica de activacion para huevos obtenidos de tenias de perros con infecciones
naturales, mientras que en este trabajo la misma técnica de activacién se utilizé con
huevos de tenias obtenidos de hospederos definitivos infectados con cisticercos obtenidos
de conejos infectados de manera experimental.

El método de azul tripano resulté ser uno de los mejores marcadores de viabilidad, ya que
la correlacion con la infeccion in vivo fue satisfactoria (R=0.80), ademas su metodologia
es sencilla, de facil interpretacion y por lo que se recomienda su empleo para
evaluaciones futuras sobre la viabilidad de oncosferas de ténidos. Con respecto al método
de rojo neutro presentd la menor desviacion estandar de las tinciones de viabilidad,
ademas de que tuvo la mejor correlacion al graficar el porcentaje de infeccién segun esta
técnica versus la infeccion in vivo (0.89); sin embargo, como se sefialo en los resultados,
esta metodologia presenta complicaciones durante la lectura de sus resultados, puesto
que se forman cristales que se precipitan a los pocos minutos, a pesar de filtrar el
reactivo, lo que dificulta las lecturas de viabilidad. Ademas, una vez preparada la solucion
de trabajo, es también inestable ya que se forma un precipitado y se oxida facilmente con
el sol por lo que debe de conservarse a temperatura ambiente y en oscuridad, por ello no
se recomienda su uso en ensayos futuros, no obstante que esta tincién es ampliamente

utilizada en el cultivo de células (Pawlikowska et al, 2006). El método de MTT que evalua
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la actividad de la succinato reductasa mitocondrial, fue el menos eficiente, pues no se
pudo medir la viabilidad de las oncosferas, por lo que se usé6 solo en los dos primeros
ensayos de viabilidad. La tincion con IP tuvo 98% de viabilidad, sin embargo, presento
una desviacion estandar de 36 y una correlacion entre el porcentaje de establecimiento vs
porcentaje de infeccién in vivo de 0.63, aunque esto se debié exclusivamente al lote de
huevos No. 4 con el que la viabilidad fue del 15% lo que generd el incremento en la
desviacion estandar de este método, asi como un decremento en el indice de correlacién.
Por lo que recomendamos realizar evaluaciones futuras con IP para definir con seguridad
si el método es confiable y util o no lo es. Gomez (2004) empled las mismas técnicas en
huevos de Taenia solium obtenidos de modelo experimental de chinchilla y sugirio el
empleo de AT e IP como técnicas utiles para evaluar la viabilidad de oncosferas de tenia.
Asimismo, descarto el uso de activacién y MTT ya que mostraron baja viabilidad y una
elevada desviacion estandar. En conclusién y de acuerdo con nuestros resultados
sugerimos usar el método de AT como mejor técnica para evaluar la viabilidad en T.

pisiformis.

Por otra parte, muchos de los céstodos muestran especificidad hacia sus hospederos, por
lo que la susceptibilidad a infecciones con ténidos ha sido un tema de investigacion
cientifica desde hace algunos afos, usando diversos modelos experimentales con la
finalidad de lograr reproducir su ciclo de vida en el laboratorio y de esta manera obtener
material biolégico necesario para el desarrollo de investigaciones que permitan mejorar el
diagnodstico de los padecimientos causados por estos céstodos (Allan et al, 1990).
Asimismo, el uso de modelos experimentales ha permitido el estudio sobre el
metabolismo y embriogénesis del parasito (Guaderrama-Diaz et al, 2005, Presas et al,
2005; Willms et al, 2005), su relacion con el hospedero (Avila et al, 2002; 2003) y efectos

de farmacos anti-parasitarios (Johnson y Conder; 1996). Dichos estudios indican que sélo
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los roedores de las familias Cricetidae, Heteromydae y Chinchillidae son susceptibles a
las infecciones del céstodo adulto (Gnezdilov,1957; Sato y Kamiya, 1990;Kitacka et
al,1990;Monroy-Ostria, et al,1993;Maravilla et al.1998; Garza, 2001).

Para asegurar el establecimiento y desarrollo de los adultos de Taenia pisiformis en el
intestino de sus hospederos definitivos es importante considerar los parametros
ambientales locales que pueden estar relacionados con la fisiologia de los céstodos,
como es la morfologia, dimensién de vellosidades intestinales, tension de oxigeno,
obtencidon de recursos alimenticios, etc. Como es sabido, los carbohidratos son
constituyentes importantes en la dieta de los hospederos a los que son sensibles algunos
céstodos, asi como los lipidos y proteinas (Smyth y McManus, 1989). En general, las
tenias adultas necesitan de carbohidratos para crecer y la tasa de reproduccion y de
crecimiento estd en funcion de la cantidad de carbohidratos en las concentraciones
dietarias, por ello la calidad de los carbohidratos en la dieta del hospedero es importante,
puesto que el gusano es incapaz de hidrolizar oligosacaridos y solamente es capaz de
metabolizar glucosa o galactosa. La cantidad de glucosa libre en el intestino delgado esta
en funcion de las tasas de ingestion, vaciamiento del estomago, hidrélisis de azucares
complejos y de absorcion por la mucosa, por lo tanto se puede postular que la cantidad
libre de glucosa disponible para el gusano es una limitante del crecimiento (Read,1928).
Puede sugerirse que la implantacion y desarrollo del adulto de T. pisiformis en el hamster
se favorecio debido a la dieta omnivora para roedores (Rodent Diet, Chow laboratory) ya
que contiene un alto porcentaje de carbohidratos (46.5%), ademas de que dichas dietas
estan disefiadas con requerimientos nutricionales que se comparten en la dieta de los
hospederos definitivos naturales (proteinas, minerales, vitaminas y lipidos). Asimismo, es
probable que el establecimiento también se haya visto ayudado por algunas
caracteristicas anatomicas y fisioldgicas del intestino delgado del hospedero experimental,

ya que como lo sefalan Smyth y McManus (1989), el tamario de las vellosidades, ancho y
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profundidad de las criptas, pH, pCO,, y temperatura (Figura 10) son cruciales para el
desarrollo de los tenidos adultos; que junto con la morfologia del escélex en algunas
especies de ténidos marcan claramente la adaptacion al intestino de su hospedero, por lo

que juega un papel fundamental en la especificidad hacia este.
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Figura 10 Representacién esquematica sobre el impacto de algunos parametros del
ambiente intestinal que influyen en la determinacion de la especificidad de un céstodo
hacia su hospedero, ejemplificando el caso concreto de Echinococcus granulosus.
(Tomada de Smyth y McManus, 1989)

Aunque muchos de los parametros intestinales de los hospederos no han sido definidos
con precision, para que un parasito pueda desarrollarse en un hospedero experimental
debe existir una plasticidad biolégica mutua (Smyth, 1969). Al comparar algunos de los
parametros intestinales de los canidos y los cricetos (Figura 11), observamos que el pH
del yeyuno, la altura de las vellosidades y la temperatura son similares entre ambas
especies, mientras que la profundidad de las criptas, la presién parcial de biéxido de

carbono (pCO.), el potencial de membrana (Eh) y longitud del intestino difieren entre si,
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por lo que estas diferencias fueron apuntaladas por la plasticidad biolégica de T. pisiformis
para establecerse y crecer en el hamster dorado, tal como ha sido sugerido sobre el papel
de la plasticidad bioldégica en Schistosoma (Davies y McKerrow, 2003) y para otros

parasitos (Little et al., 2006).
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vellosidades las criptas (um (°Cx 10) 3,5 2,5 3,6,7
(um x 100) 1,2 x 100) 1,2

Figura 11. Parametros fisioldgicos del ambiente intestinal del perro (en blanco) y el
hamster (en negro) que pueden tener un papel fundamental en el establecimiento de T.
pisiformis (Tomado de Smyth y McManus,1989"; Field y Sibold 1999% Rasmussen et al,
2002% Garza et al, 2006"; Flynn et al, 1999° Cremaschi et al, 1986° Hart y Kidder,1978")

Existen varios temas para la discusién de los resultados obtenidos:

1) Dada la especificidad que presenta T. pisiformis para su hospedero definitivo natural
que es el perro, es necesario que los hospederos experimentales estén bajo esquemas de
inmunodepresion para favorecer la susceptibilidad a la infeccién, de los cuales se conoce
su papel como facilitadores en el establecimiento de tenias en hospederos no naturales
(Vester, 1971,1974). En estudios anteriores se ha sugerido el empleo de AMP ya que
permite obtener un mayor nimero de parasitos y mas desarrollados, aunque el esteroide
afecta la salud general del animal haciéndolos mas susceptibles a infecciones

secundarias (Pathak y Gaur,1985; Aguilar,1995; Maravilla,1996). En el presente trabajo,

20 hamsteres fueron inmunodeprimidos con 2 mg de AMP, y el porcentaje de
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recuperacion de tenias adultas fue del 10%, logrdndose mantener la teniosis hasta las 16
SPI y se recuperd una tenia gravida de 21 cm a la necropsia.

2) El 100% de los hamsteres infectados con 3 cisticercos recuperados de los conejos con
infecciones naturales hayan desarrollado tenias adultas. Aunque todos los hamsteres se
infectaron con cisticercos morfolégicamente viables y con un desarrollo adecuado (Coman
y Rickard, 1977; Kyngdon et al., 2006), por el escaso numero de cisticercos recuperados
en las infecciones experimentales no se llevaron a cabo pruebas de evaginacion in vitro,
lo que hace probable suponer que a nivel microscépico o fisioldgico los cisticercos
empleados de las infecciones experimentales se encontraran dafiados por el efecto de la
respuesta inmunolégica de los conejos de bioterio, por lo que no pudieron evaginar y
anclarse en el intestino de los hamsteres. Recientemente se demostré que el porcentaje
de evaginacién en Taenia solium es fundamental para el establecimiento y desarrollo de
tenias adultas en el modelo experimental del hamster dorado, ya que de las infecciones
que se realizan con cisticercos morfolégicamente viables pero con menos del 95% de
evaginacion se recuperan menos tenias adultas que las infecciones realizadas con
cisticercos con mas del 96% de evaginacion (Avila et al, 2006).

3) La capacidad de respuesta del sistema inmunitario en organismos parasitados esta
relacionada con el estado nutricional del hospedero (Coop y Kyriazakis, 1999). En el caso
de infecciones experimentales con T. solium en cerdos mantenidos en ambientes de
bioterio, el porcentaje de infeccion es alrededor de 1% (Flisser y Lightowlers, 2001),
mientras que a la necropsia de cerdos con infecciones naturales se encuentran cientos de
cisticercos. En un estudio en el que se infectaron con huevos de T. solium a cerdos
criollos de 2 meses de edad y a los que se les raciond la alimentacién tratando de simular
condiciones rurales de nutricion, se observo durante su necropsia realizada después de 3

meses, de 0.8 a 3.2% de establecimiento con una viabilidad del 0 al 100%, por lo que los
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autores discuten que no solo la restriccion en la alimentacion es un factor unico
involucrado en la carga parasitaria (Huerta et al, 2000).

4) Durante el desarrollo del presente trabajo probablemente se elimind toda presién de
seleccion natural en vista de haber realizado una infeccion experimental, ya que por el
hecho de inocular en el estomago de los conejos directamente un lote de huevos, todos
compiten con las mismas probabilidades para desarrollarse en el siguiente estadio, esto
elimina un tamiz de seleccion hacia aquellos mas susceptibles a factores ambientales
tales como la dispersion por aire 0 agua y desecacion, por lo que los huevos que llegaron
a establecerse a cisticercos en los conejos infectados experimentalmente, quizas no
fueran los mas aptos para continuar con el ciclo de vida, perdiéndose su capacidad
infectiva, ya que se ha documentado que algunos parasitos disminuye su virulencia
cuando se interrumpe su ciclo de vida natural al ser cultivados in vitro o ser inoculados en
hospederos experimentales (Tsutsumi y Shibayama, 2006; Ford et al., 2002).

5) Un fendmeno similar al desarrollo diferente de tenias provenientes de hospederos
naturales o de infecciones experimentales, se presenta en Taenia crassiceps, en la que
se ha informado sobre el envejecimiento de los cisticercos con el numero de pases o
generaciones a los nuevos hospederos (Balb/cAnN hembras) en lo que respecta a que
tiende a disminuir el niumero de parasitos que se establecen en los hospederos
intermediarios a un cierto tiempo (8-12 semanas) después de la infeccion. Los cisticercos
envejecidos también disminuyen su convertibilidad en tenias en el hamster. Resalta que
los cisticercos se rejuvenecen con un solo pase a su estado adulto al infectar el intestino
de perros. Se comentd que ocurren trastornos diversos (masa corporal, longitud) en otras
especies de parasitos también capacitados para reproduccién asexual por varias
generaciones, sin pasar por una fase de reproduccion sexual. Sin embargo, la pérdida de
infectividad que se observa en T. crassiceps parece unica y de posible gran trascendencia

para la biologia del parasito y para la parasitologia experimental comparada, aun dentro
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de la misma especie y cepa. En cuanto al mecanismo del envejecimiento se especuld
sobre los cambios hormonales en el hospedero durante la infeccion, la acumulacién de
varios errores genéticos y el apagamiento por desuso de la expresion de los genes
necesarios para la reproduccion (Séptima Mesa Redonda de CISTIMEX, 5 de Junio 2006,

Modelos Experimentales de Teniasis Kaethe Willms (http://cistimex.biomedicas.unam.mx).

En sintesis, en cada ciclo de infeccién se recuperan menos parasitos gravidos con una
tendencia a la no infeccion, lo que remarca la condicion de adaptabilidad y no de

adecuacién del género Taenia en los hospederos experimentales
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