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1. RESUMEN

La neurocisticercosis, enfermedad considerada como un problema de salud puablica, se
asocia con neoplasias en el cerebro. La neurocisticercosis y la teniosis son dos
enfermedades en el ser humano causadas por el helminto Taenia solium. Se ha reportado
que un factor soluble secretado por T. solium induce transformacion en células SHE y dafio
genotoxico en cultivos de linfocitos humanos. Por otra parte, se ha demostrado que la
vacunacion via oral con calreticulina recombinante de T. solium induce una proteccion
contra la infeccion en el modelo de teniosis en hdmster. Considerando que el dafio en el
material genético podria ser un factor de riesgo para el desarrollo de cancer, en este estudio
se evalud: 1) la influencia de la edad en la frecuencia basal de microntcleos (MN) en
reticulocitos (RET) en la sangre periférica en hamsteres de 3 y 9 meses de edad, 2) el efecto
genotoxico producido por la infeccion con T. solium en hamsteres infectados con
cisticercos durante 3, 7, 10, 20 y 30 dias y 3) el efecto de la inmunizacion con calreticulina
en la induccion de MN en hamsteres. Se tomaron muestras de sangre periférica por puncion
de la vena retro-orbital de los animales. Para el estudio de MN en eritrocitos se realizaron
frotis y se tifieron con naranja de acridina. Las laminillas se analizaron en un microscopio
de fluorescencia. Se analizaron 2000 RET por cada animal. Los resultados muestran que: 1)
la frecuencia basal de MN tiende a aumentar con la edad, 2) la infeccién con T. solium
produce dafio genotoxico in vivo de manera dependiente del tiempo de infeccion y 3) la
calreticulina disminuye el dafio genotoxico inducido por el parasito, debido al efecto

protector de la inmunizacion contra el parasito.



2. INTRODUCCION

2.1. Asociacion entre el cancer y las infecciones por parasitos

Existe una fuerte evidencia que sugiere que los carcindgenos biolégicos son una causa
importante de cancer en humanos. Se ha estimado que las infecciones cronicas causadas por
virus, bacterias y parasitos contribuyen con el 17.8% de cancer en el mundo, y se estima
que en los paises en desarrollo en donde las infecciones no son tratadas a tiempo, seria
hasta de un 26.3%. So6lo una proporcion relativamente pequefia de las infecciones
relacionadas con cancer pueden atribuirse a infecciones causadas por helmintos. Estas
infecciones son las méas frecuentes en las poblaciones pobres de los paises en desarrollo,
que no tienen el acceso a una atencion médica adecuada o no cuentan con medidas de
prevencion eficaces. De lo anterior se deduce que los tipos de cancer inducidos por

helmintos son también mas frecuentes en estas areas y en estas condiciones [1,2].

Aunque algunos parasitos, en particular los helmintos, han sido implicados en la
etiologia de cancer en humanos, ain no es claro, el conocimiento de los mecanismos por
los cuales los parasitos inducen transformaciones malignas en las células del hospedero. Se
ha propuesto que las infecciones en general pueden iniciar o promover la carcinogénesis

por algunos de estos tres principales mecanismos [3]:

1) Inflamacién crénica, debido a una prolongada persistencia de agentes infecciosos

en el hospedero.

2) Insercidn de actividad oncogénica en el genoma del hospedero.

3) Reduccidn de la inmunovigilancia como resultado de la inmunosupresion.



La inflamacion cronica es ampliamente relacionada con la carcinogénesis inducida
por las helmintiasis. EI desarrollo del cancer relacionado con helmintos a menudo requiere
de una infeccion por varios afios, que resulta en una inflamacion crénica de los tejidos [1].

La carcinogénesis es un proceso complejo, en el que un crecimiento normal de las
células es modificado como resultado de la interaccion con multiples factores, incluyendo

xenobioticos y componentes enddgenos [1,2].

Al establecer una asociacion entre infeccién por helmintos y cancer se presenta un
desafio, debido al periodo de latencia (o tiempo de infeccion) y otras condiciones, durante
el cual numerosos factores pueden desempefiar un papel. Por ejemplo las personas que
viven en areas endeémicas de helmintos suelen estar expuestas a infecciones multiples, asi
como a otros xenobidticos, como las aflatoxinas. Esto podria ocultar una causa relacién
entre infeccién por helmintos y céncer, o carcinogenesis que en realidad puede ser el
resultado de una interaccion entre multiples factores de riesgo para el desarrollo de cancer.
Un factor de complicacion es el tiempo en que se desarrolla el cancer, en el cual puede no
ser posible encontrar huevos del parasito como un signo de una infeccion por helmintos
especificos [1,2]. Ademas en ocasiones la infeccidn es un resultado de una acumulacion

consecutiva de infecciones.



2.2. Helmintos y cancer

a) Schistosomiasis

La schistosomiasis es una de las infecciones parasitarias mas difundida en los seres
humanos causada por el trematodo que vive en la sangre del huésped. El principal causante
de esta enfermedad en el ser humano son las especies S. haematobium, S. mansoni, y S.
japonicum. La schistosomiasis es endémica en aproximadamente 74 paises tropicales y
subtropicales. Aproximadamente 200 millones de personas estan actualmente infectadas y

maés de 700 millones estan en riesgo de contraer la enfermedad [1,3].

b) Schistosoma haematobium

La infeccion por S. haematobium afecta el tracto genitourinario. Los huevos de este
parasito son depositados en grandes conglomerados en la pared de la vejiga, donde se
liberan en la orina, provocando ulceraciones y hematuria. Como consecuencia, los huevos
retenidos en la pared de la vejiga producen inflamacion y engrosamiento de la pared de la

vejiga [1,3].

Chen y Mott observaron que el cancer de vejiga, especialmente los carcinomas de
células escamosas, fueron geograficamente asociados con la infeccién por S. haematobium
y que esta asociacion estaba relacionada con la endemicidad de la infeccién. EI cancer de
vejiga representa cerca del 30.8% del total de la incidencia de canceres en Egipto, donde es
el segundo tipo de cancer mas comin en hombres y mujeres. Igualmente, en paises como
Iraq, Zambia, Malawi y Kuwait, dado que S. haematobium esti presente, el cancer de
vejiga es el tipo mas coman. En las zonas endémicas con una alta carga parasitaria y un alto
riesgo de exposicion a la infeccion por S. haematobium, el carcinoma de células escamosas
es el tipo histolégicamente mas frecuente. En estudios caso-control, se ha mostrado
asociaciones positivamente significativas entre la ocurrencia de cancer de vejiga urinaria e
infeccidon con S. haematobium. ElI mas reciente estudio realizado en Egipto, encontré un

rango alto de probabilidad para la schistosomiasis urinaria, la cual sugiere una relacion



entre la duracién de la infeccién y un efecto a largo plazo respectivo con el cancer de vejiga
[1,3].

Numerosos mecanismos han sido sugeridos para explicar como S. haematobium
induce el proceso de carcinogenesis. La informacion disponible indica que este es un
proceso con multiples etapas, en el cual participan varios mecanismos, como inflamacion
cronica. Los huevecillos de S. haematobium inducen inflamacion cronica e irritacion en la
vejiga urinaria, lo cual parece estar asociado con un mayor riesgo para desarrollar cancer en
el sitio de inflamacion. La respuesta inflamatoria alrededor de los huevos da lugar a
factores genotoxicos y productos que pueden causar inestabilidad genémica, asi como
estimular una respuesta proliferativa de las células del huésped para reparar el dafio
causado en el tejido a causa de la inflamacion. Los eosinofilos se encuentran en alta
concentracion en la orina de personas infectadas con S. haematobium y el nivel de
eosinofilos en orina se correlaciona positivamente con el grado de inflamacion del tracto
urinario. Esta es una evidencia del papel que tienen las especies reactivas de oxigeno en la
etiologia del cancer y de las células inflamatorias tal como los eosinoéfilos que son una

fuente endégena importante de radicales de oxigeno [1,3].

La inestabilidad genética en las células del huésped puede dar lugar a
modificaciones en la regulacion de los genes supresor de tumores y oncogenes e interferir

con el control de la proliferacion celular [1,3].

Mucha de la informacidn acerca de la genotoxicidad relacionada a la infeccién con
S. haematobium se deriva a partir de muestras de tejido de vejiga provenientes de pacientes
con cancer, los cuales tenian huevos de S. haematobium en el tejido de vejiga y/o con
antecedentes de exposicion a la esquistosomiasis [1,3]. La mayoria de estos estudios han
sido exhaustivamente revisados y representan varios mecanismos, tales como aductos al
DNA, metilacidn en genes, supresion y/o mutaciones en los genes supresores de tumores,
oncogenes o0 genes asociados con el control del ciclo celular. Particularmente, mutaciones
en el gen supresor de tumores p53 se han observado con mas frecuencia en pacientes con

esquistosomiasis asociado con cancer de vejiga que en pacientes con cancer de vejiga no



relacionados con la esquistosomiasis. Estos cambios pueden conducir a una inestabilidad
genética e incrementar la probabilidad de una conversion maligna. Los elevados niveles de
marcadores de estrés oxidativo y la expresion de oncoproteinas, tales como bcl-2 y p53,

también se han observado en la esquistosomiasis asociada a cancer de vejiga [1].

c) Schistosoma mansoni y Schistosoma japonicum

A diferencia de S. haematobium, no se han reportado datos que vinculen la ocurrencia
geografica de cancer por la infeccion con S. mansoni. Los casos reportados han vinculado
cancer de higado, colorectal y cancer de prostata por infeccion con S. mansoni [4] y se han
encontrado grandes linfomas foliculares en 1577 pacientes con esquistosomiasis a 1os
cuales se les ha extirpado el bazo [1,3,5,6].

Datos clinicos han demostrado alteraciones enziméticas en individuos infectados
con S. mansoni con una disminucion de los niveles hepaticos de citocromo p450 y NADPH
citocromo C reductasa. En estudios in vitro se ha demostrado que estas alteraciones
enzimaticas producen un mayor aumento en un 300% en la produccion de metabolitos de
aflatoxinas. Esto puede indicar un papel para S. mansoni como potenciar el efecto de los
carcindgenos medioambientales y por tanto, indirectamente incrementar el riesgo de cancer
[1,7].

Varios estudios epidemioldgicos han indicado una asociacion geografica entre la
infeccion por S. japonicum y cancer de higado y de colon, pero un problema con muchos de
estos estudios es que no toman en cuenta ciertos factores de riesgo como una infeccion por

hepatitis viral, aflatoxinas y otros carcindgenos en la dieta [1].

En un estudio de casos-controles, en el que se evaluaron so6lo los casos negativos
para hepatitis viral, realizado por Qui, et al, se observo la asociacion entre cancer de higado
asi como de colon por la infeccién con S. japonicum en Sichuan, China. De un total de 127

pacientes con cancer de higado y 142 pacientes con cancer de colon se incluyeron junto con



los controles apareados. Infecciones previas con S. japonicum se asociaron con cancer de

higado y colon [1].

Un incremento significativo en la prevalencia de tumores de higado se observé en
ratones infectados con S. japonicum, asi como los expuestos al carcinégeno 2-
acetilaminofluoreno en la dieta [8]. Varios estudios han indicado que los ratones infectados
con S. japonicum se reduce su capacidad de metabolizar mugatenos [9,10]. Mutaciones
genéticas en el gen supresor de tumores p53 fueron estudiados en 44 pacientes de origen
asiatico con cancer rectal, los resultados pueden indicar que las mutaciones surgen de

agentes genotdxicos enddgenos producidos durante la infeccion con S. japonicum [1,11].

La IARC (International Agency for Research on Cancer) ha clasificado a la
infeccién con S. haematobium dentro del grupo 1, debido a que existe evidencia suficiente
para considerar a este parasito como carcindgeno para los seres humanos. Mientras que por
la evidencia limitada para carcinogenicidad por S. japonicum en los seres humanos, este ha
sido clasificado dentro del grupo 2B, como posible carcindgeno para humanos. La
evidencia es insuficiente para apoyar a S. mansoni como carcindégeno en humanos, y ha

sido clasificado dentro del grupo 3 [1,3].



2.3. El helminto Taenia solium

Hay pocos informes sobre el papel que tienen los helmintos en la carcinogénesis. Se ha
demostrado que un factor soluble secretado por Taenia solium ejerce un efecto de
inmunodepresion e induce dafio al DNA en linfocitos in vitro, asi como extractos de T.
solium tiene un efecto genotoxico en Drosophila melanogaster [1]. Por otra parte, el
incremento al dafio en el DNA, y un incremento en la frecuencia de translocacion de los
cromosomas 7, 11 y 14 se ha demostrado en linfocitos de 10 pacientes con
neurocisticercosis, que sugiere que una estimulacién antigénica persistente en la
neurocisticercosis puede causar inestabilidad cromosémica en los linfocitos [12], lo cual
podria constituir un mecanismo adicional, a través del cual los helmintos pueden producir
cancer. Datos epidemioldgicos indican una posible asociacion entre cisticercosis y el riesgo
para neoplasias y tumores cerebrales.

La teniosis y la cisticercosis son dos enfermedades en el ser humano causadas por el
helminto Taenia solium. La teniosis se adquiere al consumir carne de cerdo infectada con la
forma larvaria (cisticerco) del parésito que se establece en el intestino. La cisticercosis se
genera por ingerir huevos del parasito en alimentos contaminados, la larva se aloja en el
sistema nervioso central, musculo esquelético y ojo. El cisticerco es una forma intermedia o
larvaria en el desarrollo de este parasito, la que sigue al embrion hexacanto (con seis
ganchos), antes de convertirse en el gusano adulto o solitaria. Puesto que el humano es el
Unico huésped definitivo natural de la T. solium, la prevalencia de la teniasis/cisticercosis
depende exclusivamente del vinculo que el hombre establece con los animales y en
particular con el cerdo (principal huésped intermediario). La T. solium o solitaria habita
Unicamente en el intestino delgado del ser humano. Su nombre comdn alude a que en la
mayor parte de los casos se encuentra un solo gusano en cada portador; sin embargo, no es

raro encontrar mas de una solitaria en el mismo paciente [13].

El ciclo de vida de la T. solium se completa cuando el ser humano ingiere cisticercos
vivos presentes en la carne cruda o insuficientemente cocida proveniente de un cerdo

parasitado. Las enzimas gastricas e intestinales asi como las sales biliares, participan en la



activacion, ahora del cisticerco, induciendo la evaginacién del escélex y su fijacion en la
pared intestinal. Una vez anclado, el parasito crece y se diferencia hasta convertirse en una
tenia adulta [13]. En la figura 1, se muestra el ciclo de vida de la Taenia solium en donde el
parésito alterna entre el ser humano como huésped definitivo y el cerdo como principal
huésped intermediario. En su estado adulto (1), el parésito habita el intestino humano,
infeccion conocida como teniasis. La tenia o solitaria produce miles de huevos, que se
expulsan en la materia fecal. EI cerdo se infecta al ingerir heces donde hay segmentos
(proglotidos) (2) o huevos (3) del parésito adulto. Cada huevo tiene el potencial para
convertirse en un cisticerco (forma larvaria) del parasito, ocasionando la cisticercosis.
porcina (4). La falta de higiene y la convivencia con un portador del parasito adulto, pueden

ocasionar la ingestion de huevos, produciéndose la cisticercosis humana (5) [13].

Clelosrvode
Humana

Contaminaoclén ]
de alimenb s
4 !ﬁ 5 \ | ’/

Fig. 1. Ciclo de vida de Taenia solium.

Hasta hace pocos afios la informacion sobre huésped-parasito en relacién a teniasis
se adquirio de pacientes en los cuales se prest6 atencion a los aspectos clinicos, diagnostico,
y tratamiento, especialmente los que estaban infectados con Taenia saginata [14].



2.4. Factor soluble secretado por el parasito

Un mecanismo adicional por el cual los parésitos pueden participar en la transformacion
maligna es la produccion de moléculas con potencial genotoxico y carcinogénico. Se ha
sugerido que para sobrevivir en un ambiente desfavorable y agresivo, los helmintos
secretan varios factores que interactdan con las células del huésped, particularmente con las
del sistema inmune, durante largos periodos. Es posible que algunas de estas moléculas
modifiquen el genoma de las células del huésped incrementando el riesgo para una

transformacion maligna [15].

Para sobrevivir por largos periodos en condiciones adversas y en un ambiente
agresivo, los helmintos secretan varios factores solubles que interactian con las células del
hospedero. Por lo tanto es posible que algunas de estas moléculas pudieran modificar la
homeostasis de las células del hospedero e incrementar el riesgo de la transformacion
maligna. En un estudio se reportd que una molécula de RNA, secretada por el cisticerco de
Taenia solium, tiene la capacidad de transformar morfoldgicamente a células embrionarias
de hamster sirio (SHE) in vitro. Se ha encontrado que esta molécula induce dafio
genotoxico en cultivos de linfocitos humanos, lo que sugiere que este factor pudiera inducir
inestabilidad genética en individuos infectados [12, 16, 17]. EI mecanismo por el que esta
molécula pudiera inducir dafo genético y transformar las células de hospedero es
desconocido; sin embargo una interaccion directa entre el RNA y el DNA gendmico
pudiera estar relacionado con los efectos observados como se ha sugerido con otros RNA
de bajo peso molecular, como U5 que son capaces de inducir aberraciones cromosoémica y
transformar células de ratén in vitro. El factor secretado por el parasito podria participar en

la promocidn y progresion tumoral [18].



2.5. La respuesta inmune ante la infeccion por helmintos

El sistema inmunitario es un mecanismo de defensa del organismo contra las infecciones.
La funcion de las respuestas inmunitarias adquiridas es la eliminacion de los
microorganismos y las moléculas toxicas producidas por ellos. Estas reacciones
inmunitarias son destructivas, por lo que es importante que Unicamente se produzcan contra
las moléculas ajenas al huésped y no contra las propias. La habilidad de distinguir lo

extrafio de lo propio es una caracteristica del sistema inmunitario adquirido [19,20].

Cualquier molécula capaz de inducir una respuesta inmunitaria adquirida se
denomina antigeno (generador de anticuerpos). Gran parte del conocimiento actual sobre
este tipo de respuesta deriva de estudios en los que se induce al sistema inmunitario
adquirido de animales de laboratorio a que responda frente a moléculas extrafias inocuas,
por ejemplo una determinada proteina. Esta estrategia implica la inyeccion de la molécula
inocua junto con sustancias inmunoestimulantes denominadas adyuvantes que activaran el

sistema inmunitario innato, este proceso se denomina inmunizacion [19,20].

Los linfocitos son células que llevan a cabo las respuestas inmunitarias adquiridas
Estas respuestas se engloban en dos grandes grupos: respuestas mediadas por anticuerpos
(respuesta humoral) y respuestas mediadas por células (respuesta celular), son llevadas a
cabo por diferentes clases de linfocitos, llamados linfocitos B y linfocitos T. En las
respuestas humorales, los linfocitos B son activados para secretar anticuerpos, que son
proteinas denominadas inmunoglobulinas. La unién del anticuerpo inactiva virus y toxinas
ya que bloquea su capacidad de union a receptores de las células huésped. La union del
anticuerpo también determina la destruccion de los patogenos, facilitando su ingestion por
parte de las células fagocitarias del sistema inmunitario innato. En las respuestas
inmunitarias mediadas por células, los linfocitos T activados reaccionan directamente

contra un antigeno extrafio que les presenta una célula en su superficie [19,20].

Los linfocitos s6lo suelen reaccionar frente a antigenos extrafios si el sistema

inmunitario innato ha sido previamente activado. Dependen de receptores de



reconocimiento de patron que reconocen patrones de moléculas asociadas a patdgenos
(inmunoestimulantes) como son DNA microbiano, lipidos, polisacaridos y proteinas de
flagelos bacterianos, que estan ausentes en el organismo huésped. Algunos de estos
receptores se localizan en la superficie de células fagocitarias, como macrofagos y
neutrofilos, donde favorecen la fagocitosis de los patdgenos que, a continuacion, seran
conducidos a los lisosomas para ser eliminados. Otros receptores son secretados y se unen a
la superficie de microorganismos y, de este modo, son eliminados por fagocitos o por el

sistema del complemento [19,20].

Algunas de las células del sistema inmunitario innato presentan directamente los
antigenos microbianos a los linfocitos T para iniciar la respuesta inmunitaria adquirida. Las
células que llevan a cabo esta labor de modo mas eficiente son las células dendriticas. Estas
células fagocitan microorganismos o sus productos en el lugar de la infeccion y, a
continuacién, migran a los 6rganos linfoides periféricos préximos, donde actlan como
células presentadoras de antigeno, activando directamente los linfocitos T. Algunos de
estos linfocitos T activados migran al lugar de la infeccion, donde colaboran con otras
células fagocitarias, fundamentalmente macréfagos, en la eliminacién de los
microorganismos. Otros linfocitos T permanecen en el érgano linfoide, donde ayudan a los
linfocitos B en su respuesta frente a los antigenos microbianos. Los linfocitos B activados
secretan anticuerpos que circulan por el organismo y se unen a patdgenos, recubriéndolos y

marcéandolos para, de este modo, proceder a su posterior fagocitosis [19,20].



2.6. El papel de la calreticulina (CRT) en la infeccion

Los parasitos han desarrollado mecanismos para evadir la respuesta del sistema inmune del
hospedero. Estas estrategias incluyen la produccion de varios antigenos, inhibicion de las
proteinas del hospedero, tales como los antigenos de histocompatibilidad. Los mecanismos
por los cuales el parasito evade la respuesta inmune con frecuencia conducen a cambios
inmunopatolégicos, que pueden afectar a la vigilancia inmunoldgica, una condiciéon que

podria contribuir a la expansion clonal de las células transformadas [17].

La calreticulina (CRT) es una proteina multifuncional altamente conservada que une
calcio y que esta presente en el reticulo endoplasmatico de todas las células de organismos
superiores, a excepcion de eritrocitos. Estudios de inmunolocalizacién mostraron que la
expresion de CRT es espacial y temporalmente regulada durante la espermatogénesis y la
embriogénesis. Ademas se encuentra en el tegumento, ganchos y rostelo, lo que sugiere la
participacion en el sitio de anclaje y en la alimentacion a través del tegumento, por lo que,
sugiere un papel importante en la relacién hospedero-parésito. La CRT también se ha
identificado en la superficie de células y en productos de excrecion/secrecion de algunos
nematodos y trematodos, ya que se ha demostrado que induce una proteccién parcial en la
vacunacion por via parenteral. Esta proteina es capaz de interaccionar con el sistema
inmune del hospedero, dado que se han detectado anticuerpos anti-calreticulina en
pacientes con tripanosomiasis, esquistosomiasis y oncocercosis. CRT estimula linfocitos B
y T, induce la produccion de IL-4 e interactia con el componente C1Q del complemento.
La CRT en la mucosa intestinal y en circulacion podria inducir respuestas celulares,

humorales o modulacién de la misma [21,22].



2.7. La prueba de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica como indicador de

genotoxicidad

El concepto de genotoxicidad es un término que hace referencia al producirse algun tipo de
de alteracion o dafio en el material genético. Los ensayos de genotoxicidad estan disefiados
para detectar agentes genotoxicos que inducen dafio genético de forma directa o indirecta,
mediante diversos mecanismos. Este dafio genotoxico (dafio al DNA) es valorado mediante
la realizacion de una bateria estdndar de ensayos in vitro o in vivo, esta bateria estandar

principalmente consiste de:

a) Ensayos de mutacion génica en bacterias.

b) Estudios in vitro de mutaciones en mamiferos y/o ensayos para detectar dafio

cromosomico.

c) Ensayos in vivo para detectar dafio cromosomico.

Actualmente, el ensayo de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica en
roedores, es una herramienta ampliamente utilizada para determinar el dafio genético o
detectar el efecto genotoxico producido por sustancias quimicas [23,24]. La prueba de
micronucleos fue desarrollada por W. Schmid en 1975, quien originalmente la propuso para
analizarse en la medula ésea de ratdn, en la actualidad es una técnica utilizada en una gran

variedad de tejidos y especies [25].

Los microndcleos (MN), también conocidos en Hematologia con el nombre de
cuerpos de “Howell-Jolley”, se definen como estructuras cromatidicas presentes en el
citoplasma, rodeadas de una membrana sin conexion aparente con el nicleo de la célula. El
ensayo de microndcleos permite evaluar la capacidad de un compuesto para inducir
alteraciones cromosomicas, tanto de tipo estructural como numérico, ya que los
micronicleos son fragmentos de cromosomas 0 cromosomas completos que

esponténeamente 0 por causa de agentes que rompen cromosomas (agentes que se



denominan clastdgenos) o que dafian el huso mitotico (agentes aneugenicos), quedan fuera
del nucleo durante la mitosis. Estos cromosomas o fragmentos cromosémicos permanecen
visibles en el citoplasma de la célula bajo la apariencia de un pequefio nucleo o

“micronucleo” [26].

La presencia de acido ribonucleico (RNA) en el citoplasma de los eritrocitos recién
formados hace que estos adopten una coloracion roja al ser tefiidos con el colorante naranja
de acridina, siendo denominados eritrocitos policroméaticos (PC) o también llamados
reticulocitos (RET). La desaparicion gradual del RNA hace que los eritrocitos mas maduros

no se tifian, siendo denominados eritrocitos normocromaticos (NC) (Fig.2) [26].

El ensayo de MN en eritrocitos se fundamenta en la capacidad de la sustancia en
estudio de inducir la formacion de MN en los eritroblastos (celulas precursoras de los
eritrocitos) de médula 6sea, un linaje celular en constante proliferacion y por lo tanto ideal
para valorar la induccion de dafio genotoxico por agentes clastdgenos y aneundgenos. Al
producirse la pérdida del nucleo celular después de la Gltima division de los eritroblastos, la
presencia de MN es facilmente reconocible en los eritrocitos anucleados [26].
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Fig. 2. Eritrocito normocromatico izquierda y eritrocito policromatico derecha



MN en un eritrocito policromatico (PC)

Fig. 3. Eritrocito policroméatico micronucleado

En la Tabla 1, se muestra la informacion obtenida de una revision de la literatura
publicada sobre la frecuencia de MN en eritrocitos policromaticos o reticulocitos (RET) en
varias especies de roedores utilizados como controles en estudios de genotoxicidad. Los
estudios reportados con la técnica de metanol-naranja de acridina, muestran que la
frecuencia de MN es de 0.027-0.3 MN/1000 RET.

Tabla 1. Porcentaje de micronucleos en reticulocitos de sangre periférica de roedores
utilizando el método metanol-naranja de acridina.

X J_El\(jllfllllggpl')c el Tipo VEEEL;IO/ Especie/ Edad Obtﬂﬁéc;?rge la Referencia
Ratones
0.293 £ 0.058 MN/PC Agua (oral) B6C3F1 vena cola Witt et al, 2008
8-16 semanas
Ratas Fisher
0.027 £0.013 MN/PC Agua (oral) 344 vena cola Witt et al, 2008
8-16 semanas
Ratas Sprague-
0.104+0.028 MN/PC  Agua (oral) Dawley vena cola MacGregor et
6-7 semanas al 2006 [27]
0.9% salina (ip)
02+01  MNIPC 0.5 % Ratas Sprague- . Torousetal,
0.3+0.1 MN/PC  metilcelulosa- 4 seman);s 2003

agua w/v (op)

Ratas Sprague-
0.093 £ 0.002 MN/PC Agua (oral) Dawley vena cola
7-8 semanas

Dertinger et al,
2006 [28]




En cuanto al modelo del hamster para evaluar genotoxicidad solo se encontraron dos
reportes en la literatura. Es interesante mencionar que estos estudios fueron realizados
utilizando otras técnicas de tincion y que una de las investigaciones se realizd bajo
condiciones experimentales y en médula dsea. Los reportes en hamsteres muestran que la

frecuencia de MN varia de 0.063 a 0.283 (Tabla 2).

Tabla 2. Reportes en la literatura que evalian microndcleos en hamsters

No. De
X +d.e/1000 cel . Especie/ animale Vehiculo/ ) .
(MN-RET) Tipo Edad s Ruta Muestra Método Frecuencia
MN/ .
PC derorgf(ngiio Sangre Wright- Zufiga et
0.063 £ 0.01 MN/ 11 NINGUNO 2 . al, 1996
NC Edad no periférica Giemsa [29]
reportada
Hamsters , May- Fierdman
0233:004 Y Edadno 10 D?i"s)’o M2 Grinwald-  etal, 1977
reportada P Giemsa [30]




3. JUSTIFICACION

La Taenia solium es un cestodo de importancia médica y veterinaria ya que puede parasitar
tanto el ser humano como al cerdo. La teniosis se adquiere al consumir carne de cerdo
infectada con la forma larvaria (cisticerco) del parasito que se establece en el intestino. Por
otra, parte, la cisticercosis se genera por ingerir huevos del parésito en alimentos
contaminados, la larva se aloja en el sistema nervioso central, musculo esquelético y ojo.
Particularmente, la neurocisticercosis, es una enfermedad considerada como un problema
de salud publica, asociada con neoplasias en el cerebro. Se ha reportado que un factor
soluble secretado por Taenia solium induce dafio genotoxico en cultivo de linfocitos
humanos, por lo que considerando que el dafio en el material genético podria ser un factor
de riesgo para el desarrollo de céncer y que agentes como parasitos, particularmente
helmintos, han sido asociados con el desarrollo de céncer, es de interés conocer si la
infeccion con Taenia solium produce genotoxicidad in vivo en el modelo experimental de
teniosis en el hamster. Este tipo de roedor representa un excelente modelo de estudio para
la teniosis, ya que es un hospedero permisivo, porque los cisticercos de la T. solium se

pueden desarrollar a la edad adulta en el intestino delgado de estos animales.

A partir de lo anteriormente descrito, también se ha planteado que la calreticulina
juega un papel importante en los procesos de anclaje de la T. solium a la pared intestinal, lo
que sugiriere que tiene un papel importante en la relacién hospedero-parasito a nivel de la
respuesta inmune. Ademas, la vacunacion via oral con calreticulina ha mostrado tener un
efecto protector contra el desarrollo del parasito en el modelo de teniosis en el hamster. De
ahi que resulte interesante tratar de conocer el efecto que tiene la calreticulina en la

frecuencia de micronucleos en este modelo.



4. HIPOTESIS

Dado que un factor soluble, con capacidad genotdxica, secretado por Taenia solium induce
dafio genotdxico en cultivo de linfocitos humanos, entonces la frecuencia de microntcleos
se incrementara en los hamsteres infectados con Taenia solium, este dafio generado por el
parasito disminuira bajo condiciones de inmunizacion con la calreticulina, la cual ha

mostrado un efecto protector sobre la infeccion con el helminto.



5. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto genotdxico producido por la infeccion con Taenia solium y por la
calreticulina en el modelo experimental de teniosis en hamster, mediante la evaluacion de

las frecuencias de microndcleos en sangre periférica.

Objetivos especificos

Evaluar la influencia de la edad en la frecuencia basal de microndcleos en hamsteres
machos de 3 y 9 meses de edad utilizando la técnica de micronucleos en eritrocitos de

sangre periférica obtenida de la vena retro-orbital.

Evaluar la genotoxicidad en hdmsteres infectados durante diferentes tiempos con
Taenia solium, mediante la prueba de micronucleos en sangre periférica obtenida de la

vena retro-orbital.

Evaluar el efecto de la inmunizacién con calreticulina en la induccion de
microndcleos en el modelo de teniasis en el hamster utilizando la prueba de microndcleos

en sangre periférica obtenida de la vena reto-orbital



6. METODO
6.1 Infeccion con Taenia solium e inmunizaciones
Los protocolos de infeccion y de inmunizacion de los hdmsteres se realizaron de acuerdo a
la colaboracién establecida con el grupo de investigacion de la Dra. Ana Flisser de la
Facultad de Medicina. Los animales fueron criados y alimentados de acuerdo a Leon et al.,
2009.
6.2. Infeccion con Taenia solium
Se obtuvieron muestras de sangre periférica de la vena retro-orbital, en la cual se evalud la

frecuencia basal de microndcleos. Se infectaron a 25 animales por via oral con 4 cisticercos

cada uno, posteriormente los animales se dividieron en grupos de 5 animales [21]:

l GRUPO C. 5 animales infectados I
' GRUPO D. 5 animales infectados ‘

Al término de la infeccidn se obtuvieron muestras de sangre de la vena retro-orbital,
en la cual se evalué la genotoxicidad producida por Taenia solium, mediante la prueba de

micronucleos.



6.3. Inmunizacion e infeccion.

a) Hamsteres 3 meses de edad

Para evaluar el efecto de la calreticulina, se obtuvieron muestras de sangre antes y después
de las inmunizaciones y al término de las dos semanas de infeccion con los cisticercos de

Taenia solium, segun el diagrama. Se evalu6 al menos 5 animales para cada condicion.

3 meses

m m ﬁ lﬁ m [ﬁ

] Diluyente (PBS)

) Adyuvante (Toxina Colérica)
] TsCR + Adyuvante

[l Bacteria



b) Hamsteres 9 meses de edad
Para evaluar el efecto de la calreticulina, se obtuvieron muestras de sangre al término de las

dos semanas de infeccion con los cisticercos de Taenia solium, segln el diagrama. Se

evaluo al menos 5 animales para cada condicion.

e
9 meses

i 3
=

Inmunizaciones: ﬁ
Diluyente (PBS)

Adyuvante (Toxina Colérica)
TsCRT + Adyuvante
TsCRT

Bacteria



6.4. Obtencién de la muestra de sangre

Las muestras de sangre periférica se tomaron por puncion de la vena retro-orbital utilizando

un capilar y se colocaron en tubos con heparina, previamente rotulados.

6.5. Evaluacion de micronucleos (MN) en eritrocitos de sangre periférica

Se colocaron 10 pl de sangre en un portaobjetos, bien limpio y desengrasado, previamente
rotulado con una identificacion del animal. Se tomé un segundo portaobjetos con el borde
esmerilado, se coloc6 en un angulo de aproximadamente 30° con respecto al porta
horizontal y se dejé que éste tome contacto con la muestra de sangre. La sangre se
distribuyo por capilaridad a lo largo del borde del portaobjetos extensor. El portaobjetos
con el que se realiz6 la extension se deslizd sin hacer demasiada presion y lo mas
perfectamente aplicado con su borde contra el portaobjeto horizontal, sobre el que se hace
la extension. Se dejo secar el frotis al aire libre. La preparacion se fijé por 10 minutos en
metanol absoluto y posteriormente se esper6 a que el metanol se evapore. Este

procedimiento fija las células sobre el portaobjetos.

Las laminillas se tifieron con el colorante naranja de acridina. Se lavo la preparacion
con una solucion de PBS, para quitar el exceso del colorante. Las laminillas se protegieron
de la luz, para evitar la degradacién del colorante. Las laminillas fueron analizadas en un
microscopio de fluorescencia (Olympus XC-60) bajo el objetivo 100X. El colorante tifie a
los eritrocitos policromaticos o reticulocitos de un color rojo. Para el analisis se
consideraron estrictamente los MN bien definidos y que cumplan los criterios establecidos

para la evaluacion de MN [26].



6.6. Vacunacion

Hamsteres de 3 y 9 meses de edad, se dividieron en grupos, generalmente compuestos de 5
animales. Se llevaron a cabo cuatro inmunizaciones orales durante un mes, con 100 pg de
TsCRT mezclado con 10 pg de TC como el adyuvante, 100 pg sélo de TsCRT, 10 pg so6lo
de TC adyuvante, 100 pg de Bacteria (BL-21 no transfectadas). Veinte dias después de la
altima inmunizacion, los hamsteres fueron infectados con cuatro cisticercos de Taenia

solium y veinte dias después los hamsteres fueron sacrificados.

6.7. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados a través del programa GraphPad Prism Version 5.01 y se
expresaron como medias + desviacion estandar (x + d.e). Para determinar si los datos son
significativamente distintos se aplico una prueba de andlisis de varianza (ANOVA por sus

siglas en inglés) sequida de la prueba de Tukey.



7. RESULTADOS

Efecto de la edad en la frecuencia de microntcleos

El andlisis de la frecuencia basal de microntcleos en los animales de 3 y 9 meses de edad,
muestra que los animales de mayor edad tienen mas microndcleos que los hamsteres
jovenes. Los valores obtenidos para los hamsteres de 3 meses de edad fueron de 0.125%,
mientras que para los hamsteres de 9 meses de edad fueron de 0.234%. Sin embargo, cabe

mencionar que esta tendencia no mostré significancia estadistica.
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Fig. 4. Frecuencia basal de micronicleos en hdmsteres de 3 y 9 meses de edad

Tabla 3. Frecuencia de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica en
hamsteres de 3 y 9 meses de edad

No. de Total de x +d.e/1000 cel x +d.e/1000 cel

Animal - Animales  EPC®  (MN-RET) (RET)
Hamsters® 16 34000 01250100  4.836+4.232
Hamsters¢ 17 34000  0.234+0.084  4.633 +3.189

a - B . S,
Total de eritrocitos policrométicos
b,
Hamsteres de 3 meses
C .
Hémsteres de 9 meses



Dafio genotoxico producido por la infeccidén con Taenia solium

Para evaluar el efecto genotdxico producido por la infeccion con T. solium, se analizo la
frecuencia de micronlcleos en hamsteres infectados con cisticercos durante 3, 7, 10, 20 y
30 dias. Los resultados indican que el parasito aumentd la frecuencia de micronucleos de
manera dependiente del tiempo de infeccion hasta los 20 dias, mostrando una significancia
estadistica a este tiempo. Se encontrd que a los 30 dias de infeccion, la frecuencia de
micronucleos disminuyo (Figura 5 y Tabla 4). No se encontraron diferencias en la relacion
de eritrocitos policrométicos y normocromaéticos (PC:NC), lo que indica que no hubo un

efecto de toxicidad a nivel de médula oséa.
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Fig. 5. Frecuencia de microntcleos en hamsteres infectados con Taenia solium. Diferencia
significativa *p< 0.05 con respecto a 0 dias post-infeccion



% RET /1000 eritrocitos

Tabla 4. Frecuencia de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica
en hamsteres infectados con T. solium

No.De Totalde x +d.e/1000cel X +d.e/1000 cel

Animal o imales  EPC®  (MN-RET) (RET) P
Hg”[‘)s;,elrs 10 20000 2.300+1.340  0.019+0009 -
Hg”g;elrs 5 10000  0.200+0.100  6.420+0.789 -
H?”Ef;?rs 5 10000 0500+0.100  6.580+0.804 -
Hamsters

10 DPl 5 10000  0.600+0.100  8.280+0973 -
Hamsters *

20 Pl 5 10000 0.720+0.179  10.440+0.924 005
Hamsters

30 Dbl 5 10000  0420+0.084  9.080+0.867 -

#Total de eritrocitos policromaticos.
Diferencia significativa con respecto a 0 dias post-infeccion
30-
20
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Fig. 6. Efecto de la infeccidon con Taenia solium en la proporcion de eritrocitos
policrométicos % RET (PC:NC)



Efecto de la inmunizacion con calreticulina

Los datos sobre la evaluacion del efecto de la inmunizacion con calreticulina en la
induccion de micronicleos en hamsteres de 3 meses, muestran que en los animales
infectados hay un aumento de micronucleos (diluyente) y disminuyen cuando los hamsteres
son inmunizados con calreticulina y posteriormente infectados (Figura 7 y Tabla 5).
Notablemente, en los hamsteres que fueron inmunizados con calreticulina
(TsCRT+Adyuvante), disminuyé la frecuencia de micronucleos con respecto al diluyente
(p< 0.05), lo que sugiere un efecto protector por parte de la calreticulina. Asimismo, se
observé un incremento en la frecuencia de micronucleos en los hdmsteres inmunizados con

el adyuvante (p< 0.05, Figura 7).

Esto indica que el adyuvante administrado solo, causa dafio genotdxico, pero no se
observa toxicidad, ya que la relacion de eritrocitos PC:NC, muestra un incremento de
eritrocitos PC (p< 0.05) en los hamsteres que fueron inmunizados con adyuvante (Figura
8). También se observo una diferencia significativa (p< 0.05) entre la frecuencia de
micronucleos en los hamsteres que fueron inmunizados con TSCRT+Adyuvante con
respecto a los que fueron inmunizados con adyuvante. Esto indica que el efecto genotdxico

inducido por el adyuvante puede ser inhibido por la calreticulina.
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Fig. 7. Frecuencia de microndcleos en hamsteres de 3 meses de edad inmunizados e
infectados. Diferencia significativa *p< 0.05 con respecto al diluyente
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Fig. 8. Efecto de las inmunizaciones en la proporcion de eritrocitos policromaticos PC:NC.
Diferencia significativa *p< 0.05 con respecto al diluyente



Tabla 5. Frecuencia de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica
en hamsteres inmunizados

Inmuni- No.De Totalde x +d.e/1000cel ¥ +d.e/1000 cel p
zacion animales EPC? (MN-RET) (RET)
Diluyente 5 10000 0.600 + 0.894 0.041 +0.014 -
TSCRT + 5 10000 2.250 + 0.957 0.036 + 0.007 -
Adyuvante
Adyuvante 5 10000 5.800 + 2.775 0.181+0.067 0.005"
Bacteria 5 10000 1.600 = 0.548 0.038 +0.018 -

& Total de eritrocitos policromaticos

" Diferencia significativa con respecto al diluyente

Tabla 6. Frecuencia de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica

en hamsteres infectados

Inmuni-

No. De

Total de

x + d.e/1000 cel

x + d.e/1000 cel

zacion animales EPC? (MN-RET) (RET) P
Diluyente 5 10000 0.540 £ 0.055 5.340 + 1.297 -
TSCRT + 5 10000 0.220 £ 0.084 10.54 +1.506  0.005

Adyuvante
Adyuvante 5 10000 0.720 £ 0.110 10.42 +2.451  0.005
Bacteria 5 10000 0.480 £ 0.130 2.980 + 0.958 -

a . B R -
Total de eritrocitos policrométicos

Diferencia significativa con respecto al diluyente



El efecto protector de la calreticulina no se observd en el protocolo de inmunizacion

realizado con animales de 9 meses (Figura 9), probablemente a que la respuesta inmune de

los animales adultos es menos eficiente.

% MN-RET /2000 eritrocitos

1.0+

0.8+

Diluyente  TsCRT + TsCRT Adyuvante Bacteria
Adyuvante

9 meses edad

Fig. 9. Frecuencia de microntcleos en hdmsteres de 9 meses de edad infectados.

Tabla 7. Frecuencia de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica

en hamsteres infectados

Inmuni- No.De Totalde x +d.e/1000cel X +d.e/1000 cel

zacion  animales EPC? (MN-RET) (RET)
Diluyente 5 10000 0540 +0.055  5.340 +1.207
ATOTCRT * 5 10000 022040084  10.54 + 1.506
yuvante
Adywvante 5 10000 072040110  10.42 +2.451
Bacteria 5 10000  0.480+0.130  2.980 + 0.958

® Total de eritrocitos policromaticos
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Fig. 10. Efecto de las inmunizaciones en la proporcién de eritrocitos policromaticos
PC:NC.



8. DISCUSION

La frecuencia basal de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica depende en cada
especie de roedores. Esto se debe a diferencias en la capacidad del sistema
reticuloendotelial del bazo para eliminar las células dafadas (por ejemplo, eritrocitos
micronucleados). Se conoce que el sistema reticuloendotelial en otras especies (perro y
humano) es muy bueno en la eliminacion de micronucleos de la circulacion. En el modelo
de roedores, se ha observado que las ratas son mas eficientes para eliminar microntcleos de
la circulacion que los ratones. Con respecto a la frecuencia basal de micronicleos en
eritrocitos de sangre periférica en el modelo del hamster, poca informacién ha sido
encontrada en la literatura. En comparacién con las frecuencias obtenidas en este estudio
(0.125-0.234 %), estas difieren de las reportadas por Zufiiga et al, (0.063%), sin embargo,
fueron similares a los datos reportados en otros roedores.

Se ha reportado que la frecuencia espontdnea de micronucleos en linfocitos
humanos aumenta con la edad [31,32,33], pero es menos clara su influencia en el modelo
de MN en eritrocitos en roedores, aunque se ha observado que ratones C57BL/6J de 32
semanas tienen mas MN que los ratones de 6 y 16 semanas de edad cuando son tratados
con 1Gy de radiacion gamma [34]. En el presente estudio se encontrd que la frecuencia de
micronucleos fue menor en los hamsteres mas jovenes (Figura 4), encontrando que los
valores obtenidos en la frecuencia de micronucleos (MN-RET) para los hamsteres de 3
meses de edad fueron de 0.125%, mientras que para los hamsteres de 9 meses de edad
fueron de 0.234%, cabe mencionar que esta diferencia no mostrd ser estadisticamente

diferente.

En este trabajo se evalud el efecto genotdxico producido por la infeccion con Taenia
solium. Los resultados muestran que hay aumento en la frecuencia de microndcleos en
eritrocitos de sangre periférica dependiente del tiempo de infeccion hasta los 20 dias de
infeccion, el incremento a este tiempo de evaluacion fue estadisticamente significativo

(Figura. 5). En cuanto a la genotoxicidad, mientras que la relacion hospedero-parésito en



humanos y cerdos con cisticercosis ha sido estudiada, poco se conoce en la relacion con el
parasito adulto de T. solium. Algunos reportes muestran una mayor frecuencia de dafo
genetico en celulas de medula dsea y linfocitos de sangre periférica provenientes de
pacientes infectados, en comparacion a lo observado en donadores no infectados o
individuos con tratamiento médico [12]. Estudios in vitro con lineas celulares y linfocitos
humanos reportan dafio genotdxico inducido por un factor soluble secretado por Taenia
solium [16].

El conocimiento de los mecanismos por los cuales los parasitos inducen
transformaciones malignas en las células del hospedero, permanece en debate, sin embargo,
se plantea que la inflamacién es una caracteristica comun de la helmintiasis, en el que las
células inflamatorias generan especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, que aparte de
eliminar a los patégenos invasores, son capaces de inducir dafio oxidante y dafio al DNA,
ya sea directamente o después de la interaccion con otros radicales o componentes
celulares[17]. Es importante destacar que los micronucleos que son detectados en los
eritrocitos son formados en la médula Gsea, y estos eritrocitos dafiados pasan a circulacion
y pueden ser detectados debido a la baja eficiencia del bazo de estos roedores para eliminar
las células con dafio, por lo que resulta interesante considerar la posibilidad de que el

parasito esté produciendo algun factor con capacidad genotéxica [18].

Es notable que el dafio genotéxico disminuye a los 30 dias de la infeccién (Figura 5
y Tabla 4). Este decremento en la frecuencia de micronucleos probablemente esté
relacionado con accion inmunogénica del parasito. Estudios realizados con gerbos y
hamsteres han mostrado que existe respuesta inmunoldgica ante la infeccion con T. solium,
esta respuesta es caracterizada por una reaccion inflamatoria en el sitio donde la tenia se
implant6. Se ha observado que los eosindfilos se encuentran aumentados y localizados
principalmente en la base de las vellosidades y que hay aumento en el nimero de células
caliciformes en las vellosidades adyacentes, ademas, en la ld&mina propia estan presentes
linfocitos y células plasmaticas [35]. Interesantemente, se ha propuesto que la reaccion
inflamatoria que se desarrolla contra T. solium permite la expulsién del parasito en este

roedor [36,35]. El analisis del perfil de citocinas presentes en la mucosa intestinal en el



modelo del hdmster, muestra una expresion diferencial de mRNA para IFN-y, IL-13, IL-4,
IL-5 dependiendo del tiempo de infeccidn con T. solium; en donde a las dos semanas de
infeccion disminuye el nimero de animales positivos para IFN-y, con lo que se genera una
respuesta de tipo Th2. Por lo tanto, se sugiere que las tenias al inducir una respuesta
Th1/Th2 con una polarizacion hacia Th2 influye en la expulsion de los gusanos [37]. Ledn
y colaboradores [21] encontraron que el porcentaje de recuperacion de tenias en hamsteres
de 2, 3, 4, 9 y 12 meses de edad, fue menor a los 30 dias post-infeccion. Por lo tanto,
posiblemente el decremento en la frecuencia de MN a los 30 dias sea el reflejo de la
expulsiéon del parasito que ha sido desencadenada en las dos primeras semanas, pero en
circulacién periférica, el dafio (el cual fue originado a nivel de médula 6sea) se puede
detectar elevado hasta los 20 dias de infeccion. En cuanto al efecto citotoxico de la
infeccién, no se encontraron diferencias significativas en la relacion de eritrocitos
policromaticos y normocromaticos (el % de RET no mostré cambios significativos) durante
los diferentes tiempos de infeccion con el paréasito, lo que indica que no hubo un efecto a

nivel de toxicidad en médula dsea.

Para evaluar el efecto de la inmunizacion oral con calreticulina (TSCRT) en la
induccién de microndcleos, se realizaron dos protocolos, uno con animales de 3 meses y
otro con animales de 9 meses. Como se observa en la figura 7, los hamsteres de tres meses
de edad, que fueron inmunizados con TSCRT+Adyuvante, disminuyo la frecuencia de
micronucleos con respecto al diluyente (p< 0.05), lo que indica un efecto protector por
parte de la calreticulina en el modelo de teniosis en hamster. Se ha propuesto que la
calreticulina (CRT) tiene un papel importante en la relacion hospedero parasito, de ahi que
participa en el sitio de anclaje del parasito. También se ha identificado en la superficie de
células y en productos de excrecion/secrecion de algunos nematodos y trematodos [21,22].
También se ha mostrado que esta proteina es capaz de interaccionar con el sistema inmune
del hospedero, ya que se han encontrado anticuerpos anti-calreticulina en pacientes con
tripanosomiasis, esquistosomiasis y oncocercosis [22]. Ademas, la CRT estimula linfocitos
B y T. Recientemente se ha demostrado que la CRT induce una proteccion parcial contra la
teniosis en la vacunacion por via parenteral [21]. Por lo tanto, es posible que la CRT (ya sea

en la mucosa intestinal y/o en circulacion) este induciendo respuestas celulares y humorales



que interfieren con el anclaje del paréasito, esto se traduciria en un menor efecto genotoxico

inducido por el parasito.

En muchas vacunas se afiaden adyuvantes para aumentar su inmunogenicidad y
eficacia. En el presente trabajo, se utiliz6 a la toxina colérica (TC) como adyuvante. La TC
es conocida como uno de los adyuvantes méas potentes en la induccién de una respuesta
inmunitaria y se conoce que puede elevar la respuesta humoral de anticuerpos IgA
secretores. Es interesante mencionar que la administracion del adyuvante produjo dafio
genotdxico, ya que la inmunizacién Unicamente con TC produce una elevacion de
microndcleos (diluyente o TsCRT vs adyuvante, p< 0.05). Este mismo efecto se observo en
los animales inmunizados y que ademas fueron infectados. En estos hamsteres, el analisis
de la relacién de eritrocitos PC:NC esta modificado, de ahi que se observa un incremento
en el porcentaje de reticulocitos (p< 0.05) en los hdmsteres que fueron inmunizados con
adyuvante, lo que sugiere que el adyuvante no tiene un efecto a nivel de toxicidad, e incluso

podria tener un efecto inmunoestimulador en los animales inmunizados con TC.

Con respecto al efecto de la inmunizacion oral con calreticulina (TSCRT) en la
induccion de micronicleos, utilizando animales de 9 meses, se encontrd que el efecto
protector de la calreticulina fue menos evidente, probablemente a que la respuesta inmune
de los animales adultos es menos eficiente. De hecho, en comparaciéon con los animales
mas jovenes, en los hdmsteres de 9 meses se puede apreciar que el efecto en la induccion de
microndcleos tiende a ser similar, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (Figura 9 vs Figura 7). Es probable que este efecto se deba a
que la respuesta inmune de los animales adultos viejos sea menos eficiente. En este
contexto, se conoce que la capacidad del sistema inmunitario disminuye para combatir
infecciones a medida que el organismo envejece. Datos en humanos, muestran que en el
proceso de inmunosenescencia esta involucrado el timo, un érgano linfoide primario, el
cual se encarga del desarrollo y la maduracion de las células T. Se plantea que dicho 6rgano
declina con la edad, la pérdida de masa es acompafiada de un decremento de la produccion
de linfocitos T. Esto podria incrementar el riesgo de enfermedades y puede hacer que las

vacunas sean menos efectivas [20].



Finalmente, es importante sefialar que este estudio permitié conocer la frecuencia de
microndcleos en el modelo del hamster utilizando el método metanol-naranja de acridina.
Los resultados obtenidos muestran que el hamster, es un buen modelo in vivo para evaluar

genotoxicidad.



9. CONCLUSIONES

La frecuencia basal de microntcleos fue menor en los hamsteres de 3 meses de edad

(mas jovenes) que en los de 9 meses.

La infeccién con Taenia solium produce dafio genotoxico, de manera dependiente
del tiempo de infeccion hasta los 20 dias, sin embargo, el dafio disminuyé a los 30 dias de

infeccion y se relaciona con una menor recuperacion de tenias.

En los hamsteres de 3 meses, la inmunizacion con calreticulina
(TsCRT+Adyuvante), generé una disminucion del dafio genotdxico producido por el

parasito, posiblemente por el efecto protector de la calreticulina contra la infeccion.

En los hamsters de 9 meses de edad, el efecto protector de la vacunacion con
calreticulina fue menos evidente que en los roedores mas jovenes, probablemente porque la

respuesta inmune de los animales adultos es menos eficiente.

El modelo del hamster mostro ser Gtil y sensible para estudios de genotoxicidad in
vivo, ya que la eliminacion deficiente de las células dafiadas por el sistema
reticuloendotelial de este roedor, permitié detectar micronucleos en eritrocitos de sangre

periférica.
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