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RESUMEN .
Flores-Pérez Fernando lvan.Efectos biolégico; inducidos por la radiacion

gamma en el metacéstodo de Taenia solium. Bajo la direc;ién de: MS;. Aline S.

de Aluja, Dra.Edda sciutto y Dra. Gladis Fragoso Gpﬁzélez.l :

La tecnologia de irradiaciéon de alimentos se consndera como una alternativa
para la prevencion de Enfermedades Transmitidas por Allmemos (ETA) En caso
de la teniosis cisticercosis, estudios previos demuest‘ranrque una dosis de
radiacion de 0.3 kGy aplicada a carne de cerdo infectada con el metacéstodo de
Taenia solium (7. solium) evita el crecimiento a parasito adulto. El presente
estudio se llevd a cabo con el propdsito de evidenciar algunos efectos a nivel
celular mediante los cuales la radiacidn gamma inhibe el crecimiento del
parasito. Los metacéstodos se obtuvieron de  varios cerdos infectados
naturaimente y se irradiaron con una dosis de 0.3kGy. La viabilidad de los
metacéstodos se evalud por la prueba de evaginacion in vitro y la inoculacion en
hamsteres, previamente inmunodeprimidos con acetato de metil prednisolona.
Con los ensayos de fragmentacion de ADN y TUNEL, se evalué el fenomeno de
apoptosis, en metacéstodos después de la irradiacién, en los escolices y tenias
obtentdas 21 dias post infeccién a partir de intestinos de hamster. El fenomeno
de apoptosis se observé dnicamente en los escdlices. El presente estudio aporta
ewvidencias de la induccidn de apoptosis en el metacéstodo de T.solium por la
radiacidn gamma, y contribuye a explicar los posibles mecanismos bioidgicos

por los que la radiacidn gamma puede interrumpir el crecimiento del
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metacéstodo de 7. solium. Asimismo, se confirma que la dosis de 0.3 kGy es

efectiva para inhibir el desarrollo del parasito.




INTRODUCCION.

Las enfermedades transmitidas por alimentos son consideradas por la
Organizacién Mundial de la Salud como una grave amenaza para la salud
humana y una fuente considerable de pérdidas economicas y sufrimiento, al
afectar a personas en edad econdmicamente activa (WHO,19898). Dentro de
ellas, la teniosis cisticercosis por 7. solium (T. solium ), afecta entre un 3% a un
6% de la poblacion humana en zonas endémicas, 1o que representa 50 millones
de personas, de las cuales mueren anualmente 50.000 de neurocisticercosis,
sobre todo en paises que son considerados en vias de desarrollo, en donde la
falta de higiene favorece su transmisiéon (Castillo y col. 1996, Sotelo y col.1996).
Actualmente, la presencia del binomio teniosis cisticercosis ha sido ya
documentada en 75 paises pertenecientes a Ameérica, Asia y Africa, en Estados

Unidos de Norteameérica también ha sido referida en inmigrantes (WHO 200Q0).

La teniosis cisticercosis es una enfermedad zoonotica cuyo ciclo
parasitario involucra tanto al cerdo como al hombre (Acha y col.1986,Quiroz
1989). El peligro de esta enfermedad radica en que el ser humano también
puede ser huésped intermediario al ingerir huevos de tenia y que éstos daran
origen al metacéstodo que frecuentemente se localiza en el sistema nervioso
central ocasionando la neurocisticercosis (Sotelo y col. 1996, Castilio y col. 1996,

Sciutto y col. 2000).




En Meéxico, se ha referido una alta frecuencia de morbilidad de
cisticercosis humana del 2% en necropsias, 8% en pacientes de hospitales de
neurclogia y hasta de un 12% en estudios seroepidemiologicos realizados en
zonas rurales (Sist. Nac. De Vig. Epidem. 1996). Existen estudios del afio 1988
que sefalan que aproximadamente el 1% de las mueries al aflo se deben a
neurocisticercosis (Villagran y Olvera, 1988). Esta parasitosis ademas de ser un
problema importante de salud humana, repercute de manera negativa en la
porcicultura nacional al ser causante de pérdidas econdtmicas por decomiso de

canales de cerdo infectadas (Acevedo,1982).

Para controlar esta enfermedad se han considerado varias propuestas
entre las que figuran el mejoramiento de las técnicas de diagndstico y
tratamiento (Sis. Nac. De Vig. Epidem.1996). llevar a cabo una adecuada
inspeccidn en los rastros (Secretaria de salud 1988), la educacion sanitaria, el
formular normas y leyes, como la Norma de teniosis cisticercosis (Secretaria
de Salud 1994), vacunacién de cerdos con el objeto de controlar esta
parasitosis (Molinari  y col. 1983, 1993; Sciutto y col. 1995), seleccidon de
animales resistentes a esta parasitosis para interferir con el ciclo de transmision
{ Fragoso y col. 1996), y el uso de radiacion ionizante aplicada en la carne de

cerdo infectada para impedir [a transformacién del metacéstodo a parasito
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adulto (Verster y col. 1976, Nufiez y col. 1991, Aluja y col.1993, Secretaria de
Salud 1994 y Flores 1996).

El empleo de la radiacion ionizante proporciona una herramienta
alternativa para el control de esta parasitosis, ya que es factible irradiar carne
infectada con el metacestodo de T7T.solium, asi como sus multiples derivados,
permitiendo mejorar su calidad sanitaria y ademas otorgando ventajas
adicionales consistentes en aumento de vida de anaquel del producto y et
control de otras parasitosis como: Triquinelosis y Toxoplasmosis (IAEA, 1989).
£l uso de la tecnologia de la irradiacidn esta autorizado en México desde 1994
en la Norma de Irradiaciéon de Alimentos Dosis Permitidas. Materias Primas vy

Aditivas Alimentarios (Secretaria de Salud, 1994).

Se sabe que la radiacidn ionizante, es un agente fisico capaz de inducir
diversos efectos en sistemas bioldgicos, y que su efecto primario es el de
transferir energia a componentes esenciales de la célula, en especial alt ADN,
produciendo alteraciones denominadas mutaciones (Lindahl y col.1999). Los
efectos biolégicos que la radiacidon induce son provocados principalmente por la
ruptura de enlaces quimicos. |0 que induce alteraciones en los seres vivos Gque
pueden ser: mutaciones, inhibicion del crecimiento, letalidad, modificaciones en
el desarrollo normal e incapacidad para reproducirse. En parasitos, se han

referido efectos bioldgicos similares(Dubey y col. 1998, Gitbert y col.1998, Nufiez
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1991). El periodo de manifestacion de estos efectos biolégicos puede darse en

lapsos que van desde horas, dias, meses o ainos (Urgen 1995).

Los efectos de la radiacion ionizante sobre el metacéstodo de T.solium
han sido descritos desde 1976 por Verster utilizando las dosis de radiacién
gamma entre 0.2 y 1.4 kGy. Con estas dosis oObservd efectos negativos en la
habilidad de la larva para evaginar in vitro. Sin embargo, refiere los
metacéstodos siguen siendo infectivos para el hamster. Con dosis mas altas,
s6lo se encontraron escolices en el intestino del hamster, lo cual sugiere que la
radiacidon provoca una atrofia de ceélulas de 12 region del cuello, impidiéndoles
formar proglotidos (Verster y col. 1976).Posteriormente, Geerts en 1989
determind que una dosis de 0.3 kGy es eficaz para inhibir el crecimiento de la
tarva de 7. saginata en el intestino del hamster y para demostrar la no
infectividad, dos miembros de su grupo de investigacién  ingirieron larvas
irradiadas con 0.4 kGy. sin que se desarrollara la tenia en sus intestinos (Geerts

y col.1989).

En 1981, Nuniez y Aluja irradiaron carne de cerdo infectada con el
metacéstodo de T. solium y encontraron que la dosis letal para el metacéstodo
era de 7 kGy , basando sus observaciones en que éstos ya no podian evaginar
in vitro y que al ser inoculado en hamster ya no crecia dentro de sus intestinos
(Nuiez 1991). En 1993, se refiere que una dosis de irradiacion de 0.7 kGy

evita el desarrollo del metacéstodo de 7. solium encontrando que éste
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conservaba su capacidad para evaginar y Unicamente se recuperaron escolices
en el intestinos del hamster (Aluja y col.1993). En 1996, se empled una dosis de
0.3 kGy y se obtuvieron escolices de un diametro de 1 mm, estas estructuras
poseian movilidad y la capacidad de fijarse a la pared intestinal. Los
metacéstodos irradiados también conservaron su capacidad para evaginar in
vitro, pero en menor proporcion que los no irradiados. En hamsteres gue
ingirieron metaceéstodos sin irradiar, se recuperaron aigunas tenias desarrolladas
con una longitud maxima de 21 cm. que no llegaron en ningin caso a la
madurez (Flores 1996) .En el presente estudio, se empled una dosis de 0.3kGy
va que es la dosis minima de radiacion gamma para inhibir el crecimiento del

metacéstodo de 7. sofium a parasito adulto.

Los efectos inducidos al ADN por radiacién ionizante, pueden ser: el
efecto directo, que consiste en la interaccion directa de la radiacion gamma con
el ADN y el indirecto, que es el resultante de la interaccidon de los radicales
libres generados por la radiacion con el ADN (Hall 1994, Friedberg 1995, Urgen
1995). Ambos mecanismos provocaran dafioc en el ADN, procesos que implican
cambios a nivel celular en eventos tales como la sintesis de ADN y division
celular (Norbury y Hickson 2001). Estos efectos estardn basicamente
relacionados con la energia que sea empleada o dosis de radiacion y el sistema
celular al que ésta sea aplicada. Cuando las dosis son bajas © subletales, un

efecto evidente es ia disminucibn en la proporcidon de division celular,

SIS CUx
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existiendo la posibilidad de poder activar mecanismos de reparacion de DNA
que incluso son capaces de reparar fragmentacidn, estos mecanismos de
reparacion actian cuando la progresion normal del cicio celular es detenida en

los puntos de restriccién (Lindahal y col. 1999, Norbury y Hicksnon 2001).

Dafos celulares de mayor magnitud pueden activar procesos que
eventualmente provoquen muerte celular por apoptosis, que es un tipo
especifico de muerte celular que requiere de un programa geneético para ser
llevada a cabo, a diferencia de la necrosis que no precisa de un programa
genético.(Burns y col. 1999, Couitas y Strasser 2000, Hacker 2000.Verheij
2000,Flores-Pérez 2002).

El dafio que la radiacion ionizante produce a una céluta, no es selectivo y
por tal motivo los radicales libres que ésta genera pueden afectar a otras
motéculas como proteinas, lipidos y carbohidratos, sin embargo, es necesario
destacar que el dafo de mayor magnitud e importancia a nivel celular sera el
que se produzca en la molécula de ADN, ya que es esta la depositaria de la
informacién genética y las mutaciones que se producen pueden ser heredadas a

células hijas (Hall 1994)

La radiacion puede afectar a genes que desempeien un papel vital en
procesos de homeostasis celular, sin embargo, en los parasitos poco se sabe

en relacidn con genes encargados de regular los procesos de desarrollo y
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muerte celular, y especificamente en el metacéstodo de 7. solium, no existen

referencias al respecto.

Hasta hoy dia no se ha propuesto una explicaélén satisfactoria de los
fendbmenos por los cuales la radiacion gamma inhibe la transformacion del
metacéstodo de T. solium a parasito adulto. Su éonocimiento permitira
comprender los procesos que participan en el propio desarrollo del parasito y la

induccion de muerte celular.

El propdsito de este estudio es evaluar y' evidenciar algunos efectos
bioldgicos inducidos por la radiacion ionizanté:’(gamma) a nivel celular en el

metaceéstodo de T, solium.

La evidencia obtenida en el mismo permitird recomendar con un mayor
margen de seguridad la utilizacion de una dosis de 0.3kGy como efectiva para

evitar el desarrolio del metacéstodo de 7. solium
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JUSTIFICACION
Las razones por las que se lievd a cabo el preseh!e estudio fueron:
1.-La teniosis cisticercosis es un problerﬁé de salud publica en Meéxico.

2.-La tecnologia de irradiacion es una alternativa efectiva para su control,
de ésta condicion se desprende que el evaluar los efectos biolégicos que la
dosis minima de 0.3kGy induce en el metacéstodo de 7. solium, tenga la utilidad
practica de poder recomendar esta dosis como efectiva para interrumpir el ciclo

parasitario

3.-Se desconocia si el fendmeno de apoptosis existia o no en el
metacéstodo de T.soliumn., y si este fendmeno podia ser inducido por la radiacion
gamma en e! metacéstodo de 7. solium. y ser el responsable de inhibir el

crecimiento de la fase de metacéstodo a parasito adulto.
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OBJETIVO GENERAL

Evidenciar y evaluar algunos de los efectos = inducidos por la radiacion

gamma Co-60 en el metacéstodo de T.sofium .
Objetivos especificos.

1.~ Evaluar . el efecto’ de una. dosis de radiacion de 0.3kGy en la

evaginacién in vitro'y la inoculacion en hamster.

" 2.-Evidenciar el fendbmeno de muerte celular por apoptosis

TESIS CCHN
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METODOLOGIA.

ANIMALES

Se utilizaron cincuenta y seis hamsteres dorados Mesocricetus auratus .
Todos los animales tenian una edad de 6 a 12 semanas al inicio de cada
experimento. Los hamsteres fueron mantenidos en el Bioterio del Instituto de

tnvestigaciones . Biomédicas. Universidad Nacional Auténoma de México

(UNAM).

Se obtuvieron siete cerdos infectados naturaimente con e! metacéstodo
de T. soliurn, los cuales fueron transportados y mantenidos en la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Para obtener los parasitos los
cerdos se sacrificaron humanitariamente con un baston insensibilizador. Las
espaldillas de cada cerdo fueron removidas, la izquierda fue irradiada con

0.3kGy y la derecha se empleo como testigo (no irradiada).

IRRADIACION

Las espaldillas infectadas fueron puestas en bolsas de plastico negras,
las cuales se introdujeron en una caja de cartdn, misma que se puso en una

———
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base giratoria para garantizar la homogeneidad en la irradiacion. La dosis
empleada fue 0.3kGy, la cual fue previamente establecida como efectiva para

inhibir el crecimiento del metacéstodo de T. solium .
IRRADIACION

Las sesiones de radiacion se llevaron a cabo en irradiador modelo
Gammabeam 651 PT 60, el cual tiene una fuente de Co® y se localiza en el
Instituto de Ciencias Nucleares de la UNAM. La dosis se determind utilizando un
dosimetro de Sulfato ferroso. Los calculos de dosimetria se llevaron a cabo

tomando en cuenta que la vida media del Co®° es de §.27afos.

METACESTODOS

Después de la irradiacion solo ios metacéstodos de 7. solium en estado
vesicular, fueron extraldos de la carne. Los metacéstodos de las ‘espaldillas

testigo- sin irradiar-, fueron también extraidos y depositados en PBS.

En los todos los experimentos que se describen a continuacion se

utilizaron metacéstodos en estado vesicular.




ENSAYO DE EVAGINACION IN VITRO

Este ensayo se illevd a cabo con el propdsito de poder determinar el grado
de viabilidad de los metacéstodos de 7. solium irradiados con 0.3kGy vy testigos.
Cabe aclarar que la evaginacion in vitro es considerada como un criterio de

viabilidad mas no de infectividad.

El ensayo de evaginacion in vitro, se hizo inmediatamente después de la
irradiacion. En este ensayo, se utilizd medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco),
suplementado con 25% de bilis porcina. Los metacéstodos fueron incubados a
37°C durante 12 hrs, en una caja de petri, el numero de metacéstodos
evaginados se registro. Para no confundir las cajas de petri que contenian a los

metaceéstodos irradiados y testigos se identificaron previamente.

Solo se consideraron como evaginados aquellos metacéstodos que
presentaron una distension del cuello y excolex visible. Para este ensayo

anicamente se utilizaron metacéstodos en estado vesicular.
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INOCULACION EN HAMSTERES

Con la finalidad de probar que tan capéces eran fos metacéstodos de
establecerse y crecer en intestino de hémstefes, se emplearon dcho‘hams_teres
dorados (Mesocricetus auratus) sin importar sexos, entre é,a 12 ‘sefnanas &9
edad. ‘ o

Los hamsteres fueron inmunodeprimidos con 4mg de depomedrol
{acetato de metil prednisolona. Lab Upjohn, México) administrada por via
intramuscular, simultaneamente fueron infectados por via oral con metacéstodos
vesiculares de T.solium.

De los ocho hamsteres, cuatro hamsteres fueron inoculados por via oral,
cada uno con cinco metacéstodos irradiados con 0.3kGy y los otros 4
hamsteres fueron inoculados cada uno con cinco metcéstodos testigos. Hay que
considerar que en este huésped, los parasitos no liegan a la madurez sexual

{(Verster y col. 1974; Allan y col. 1991).
INSPECCION DE LOS INTESTINOS

Los hamsteres fueron sacrificados de manera humanitaria con CO: a los
veintiin dias postinfeccién y los intestinos fueron obtenidos para su inspeccién
y localizacién de tenias. La mucosa de cada intestino fue observada al

microscopio estereocscopico para detectar a los parasitos.
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ENSAYO DE TUNEL

El ensayo de TUNEL, se llevd a cabo usando un kit que permite la
detecciéon de los fragmentos 3° -OH que se generan, por medio de una reaccion
de tipo enzimatica. en la cual estos fragmentos son el sustrato para una enzima
cuyo nombre es TdT (desoxinucleotidil transferasa terminal), la cua! cataliza la
polimerizacién de nucledtidos sin necesitar de una cadena templado; los
nucledtidos utilizados se encuentran marcados con fluoresceina. Esta
metodologia permite llevar a cabo la deteccién de fragmentacion de ADN  in situ
{(Lab. Roche. México) (Gavrieli y col. 1892). Las preparaciones histologicas se
elaboraron utilizando metacéstodos ce 7. solium irradiados, testigos, tenias y
escolices. Los tejidos se fijaron en paraformaldehido al 4%, para ser embebidos
en parafina. Posteriormente, se ilevaron a cabo secciones histoldgicas de 5 um
de grosor, para luego ser procesadas siguiendo la técnica recomendada por el

fabricante del Kit.

Las secciones histologicas fueron examinadas a 40X y 100X. Un total de
diez campos visuales fueron tomados en cuenta. Unicamente las células con un

color verde fluorescente y nucleo visible fueron tomadas como positivas.




ELECTROFORESIS DE ADN.

Los escolices y tenias obtenidas a partir de los intestinos de los
hamsteres infectados con metacéstodaos de 7. solium y metacéstodos irradiados
y testigos extraidos de ia carne de cerdo fueron depositados en PBS y se
lavaron cinco veces, para ser digeridos en amortiguador de lisis (0.1 M Na CI ,
10mM Tris ph 8,25mM EDTA, 0.5% SDS, 0.3mg/ml Proteinasa K) e incubados a
50°C durante 20 hrs., posteriormente se llevo a cabo una extraccidon feno! /
cloroformo. El ADN fue tratado con RNasa (20 pg/mil) por un periodo de 1h a
37°C, para llevar a cabo otra extraccion fenol /cloroformo y finalizar con la
precipitacion del ADN con etanoi. La concentracion de ADN fue determinada por
espectrofotometro y se depositaron 15ug de ADN por pozo, en un gel de
agarosa al 1% y el ADN se tind con bromuro de ethidio y se visualizo en un

transiluminador de luz U.V y se tomaron fotografias.

ANALISIS ESTADISTICO

Para comparar el nimero de metacéstodos evaginados irradiados y
testigos y obtener diferencias estadisticas se utilizd la prueba de x2., El ndmero
de esdlices y tenias obtenidas a partir de los hamsteres 21 dias post infeccion

fueron comparadas usando la prueba estadistica de Mantel Haenzel, finalmente,
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ios valores obtenidos de células fragmentadas se analizaron con la prueba de

Wilcoxon.

Se considero que existieron diferencias significativas en los casos que P !

fue menor a 0.05.

i
b
i
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de metacéstodos evaginados obtenidos en el grupo testigo e

irradiado de 7 cerdos se presentan el Cuadro 1.

La proporcion de metacéstodos de T. solium evaginados del grupo control

fue mayor (P< 0.001). Esto indica que una dosis de irrad:acuén de 0. 3kGy tiene

la capacidad de reducir el naumero de metacéstodos de T sollum que evaglnan

de manera in vitro.

La apariencia de los metacéstodos en’ estado vesncular y: ‘de los

metacéstodos irradiados y testigos se muestran en la Fxgura 1y 2.

Esta observacion coincide parcialmente con lo referido por Verster en
1976 unicamente en que la radiacibn gamma posee, la capacidad de afectar
negativamente la evaginacion in vitro de! metacéstodo, sin embargo, en el
trabajo de esta autora, las dosis empleadas fueron de 20,40,60, 80, 100, 120y
140 kRads, y los dias postirradiacion en que los ensayos de evaginacién in
vitro se llevaron a cabo son los siguientes:0,3,6,8,12,16, 18, 21 y 24 dias, el
numero de metacestodos utilizados por ensayo de evaginacion fue de 20, 10

fueron destinados a irradiacion con las distintas dosis y los otros 10 fueron
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Cuadro 1. Metacéstodos de T.solium evaginados in vitro testigos e irradiados.

Cerdo 1 2 3 4 5 6 7 %
Testiga *100/150 165/165 1117160 70/80 40/40 34/40 €8/70 5887703 83
trradiado *741150 1347165 87/160 61/80 28/40 21/40 50/70 456/703 64

*Numero de evaginados / Total de metacéstodos (P<0.01). Cada cerdo
representa un experimento distinto.




Figura 1. Metacéstodos en estado vesicular
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Figura 2. Metacéstodos evaginados irradiados con 0.3 KGy (izquierda) y
testigos (derecha). después de permanecer 12 hrs incubados a 37°C.

o,
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empleados como grupo testigo, el nimero total de metacéstodos sometidos al

ensayo de evaginacion in vitro fue de 170 (Verster y col. 19786).

Es necesario tener en cuenta que los metacéstodos empleados :fueron

obtenidos de canales altamente infectadas, y no se menci‘onaVsi fueron

irradiados estando en el interior de las masas musculares o se extrajeron para

ser irradiados (Verster y col. 1974).

Los metaceéstodos en el intervalo de tiempo que fueron conservados para
llevar a cabo las pruebas de evaginacion en los distintos tiempo fueron

conservados a una temperatura dentrode 2 y 4 °C (Verster y col. 1974).

Un aspecto que merece atencion es el hecho de que los resultados fueron
expresados en porcentajes, y aunado a esto no se especifica de manera clara

cual fue el criterio empleado para clasificar a un metacéstodo como evaginado

(Verster y col. 1974).

Finalmente. los autores concluyen que de manera inicial la radiaciéon no
tiene efecto en la evaginacion in vitro , en io que se considera como tiempo cero
y que a partir del dia 6 post irradiacion se observé una disminucién del numero
de metacéstodos evaginados y que la disminucion de la capacidad de evaginar

en el metacéstodo guarda estrecha relacion con !a dosis de radiacién gamma

TESIS Cuid

FALLA DE C..3EN




24

empleada, y que el efecto de disminuir 1a evaginacion es mas evidente cuando

las dosis empleadas son de 100 kRad (1kGy) o mayores (Verster y col. 1974).

En otro estudio donde las dosis evaluadas fueron 0.5 y 0.7 kGy, se refiere :
que las dosis de radiacion antes mencionadas no poseen el efecto de afectar
negativamente la habilidad del metacéstodo de T. solium para evaginar, en
dicho estudio se utilizo un numero tota! de 240 metacéstodos para la dosis de

0.5 kGy provenientes de 4 cerdos distintos y 120 metacéstodos provenientes

de 2 cerdos distintos para la dosis de 0.5 kGy, también se precisa claramente el
criterio que fue tomado en cuenta para clasificar al metacéstodo como
evaginado:"Se consideraron como evaginados aquellos metacéstodos que
tuvieron una distensidén completa gdel cuello y donde los ganchos y las ventosas

fueron claramente visibles con una lupa” (Aluja y col. 1993). Se menciona que

el numero de metacestodos evaginados irradiados con 0.7 kGy vy los testigos
fueron practicamente similares y que en el caso de los irradiados con 0.5 kGy
el 74% de los metacéstodos evaging y para el grupo testigo !a cantidad de

evaginados fue de 82% (Aluja y col. 1993).

Algunos factores, a {os que se les pudiera atribuir la diferencia de los
resultados obtenidos en el presente trabajo en comparacién a otros (Verster y
col. 1974, Aluja y col. 1893) son el grado de afectacion del parasito provocado
por ia respuesta inmune del huésped (Aluja y Vargas 1988; Peérez-Torres y col. .

2002), edad de infecciéon, manejo del parasito durante los experimentos, fase de
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desarrolio pudieron haber afectado la capacidad del metacéstodo para evaginar
o factores de tipo metodoldgico como pueden ser diferencias en los criterios
para considerar al metacéstodo como evaginado, variabilidad en !a cantidad de
metacéstodos empleados, cambios en la técnica empleada para llevar é caﬁo la
prueba de evaginacion y divergencias en el analisis de los resultados obtenidos
pueden ser los causantes de la diferencia de resultados y de las interpretaciénes
elaboradas a partir de los mismos, por lo cual se recomienda Ilevara’a;féabb

estudios en donde estos factores se controlen.

En todos los experimentos de irradiaciéon anicamente  se . utilizaron

metacéstodos de 7. solium en estado vesicular.

Cuando la radiacion gamma es aplicada a sistemas bioldgicos -como las
células- se pude producir dafio al ADN basicamente de dos maneras: directa,
que es la resultante de la interaccidén de la energia propia de las radiaciones con
el ADN, y de manera indirecta cuando el dafo al ADN es provocado por los
radicales libres que se generan en el proceso de irradiacidon (Friedberg y col.
1995; Norbury y Hickson 2001; Jackson 2002), es precisamente la molécula de
ADN el pianco mas importante para !a induccidn de los efectos biologicos que la
radiacion ionizante pude causar en los seres vivos ya que es esta molécula es 1a
encargada de transmitir la informacidn genética, por lo que cualquier mutacion
que sea provocada ern ella podrad dar como resultado modificaciones en el

desarrollo y probablemente la muerte.
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La radiacién provoca dobles rupturas en las hebras de ADN; en respuesta
a ello, diversos eventos ocurren a nivel celular, utilizando mecanismos
especificos de reparaciébn de ADN, deteniendo la progresién normal del ciclo
celular 6 induciendo muerte celular por apoptosis (Coultas y Strasser 2000;
Noubury 1992; Noubury y Hickson 2001; Jackson 2001; 2002), que es un tipo
especifico de muerte que precisa de un programa genético para poder ser
llevada a cabo (Hale 1996; Coultas y Strasser 2000; Flores-Perez 2002). El
proceso de apoptosis ha sido descrito en varios organismos, incluyendo a
parasitos (Welburn y col. 1997; Narisuden y col. 2001) y se considera como
altamente conservado desde un punto de vista evolutivo (Henson y col. 2001).
Todas estas estrategias tiene como finalidad la preservacion de fa integridad y
estabilidad dei material geneético. para evitar que las mutaciones puedan ser

heredadas (Coultas y Swresser 2000; Jakson 2002).

Las rupturas de ia doble hebra de ADN, son probablemente las lesiones
mas peligrosas para el ADN (Jakson 2002), esto se debe a que si ambas
hebras son afectadas, los mecanismos de reparacion de ADN, que requieren de
una cadena no afectada para funcionar, no pueden reparar el ADN de una
manera adecuada. El potencial que poseen las dobles rupturas de las hebras de
ADN para provocar mutaciones en el sitio de la lesidn y la reparacién incorrecta

de las mismas puede dar lugar a transiocaciones cromosémicas, que pueden




provocar cromosomas dicéntricos o fragmentos cromosomales acentricos

(Sadaie y col. 1989; Ludwikdw y col. 2002).

Cuando los sistemas de reparacion y la sefalizacion de dafo al ADN son

afectados, la célula o el organismo completo pueden ser no viables.

En algunos casos, !as mutaciones en el ADN son toleradas pero causan
anormalidades en el desarrollo, degeneracién de d&rganos y crecimiento

descontrolado de algunos tejidos (Lindah! y Wood 1999; Jakson 2002).

La Induccidn de apoptosis con radiaciones gamma ha sido documentada
(Norbury y Hikson 2001, Radford 2002). La progresidn del ciclo celular puede ser
detenida por la radiacion gamma en las fases G1-S y G2-M (Norbury 1992;
Norbury y Hikson 2001). Se especula que los mecanismos de reparacion de
ADN que estan presentes en el metacéstodo son eficientes para poder de
manera parcial reestablecer la capacidad de evaginar, pero no para dirigic el
desarrollo del metacéstodo a parasito adulto. Esto se puede deber a que
posiblemente algunos genes, de vital importancia para i1a proliferacidn celular,
diferenciacion y metabolismo, sean afectados de una manera considerablemente

grave.

Los metacéstodos de 7. sofium irradiados y testigos se recuperaron de los

intestinos de hamster 21 dias post infeccion. En el grupo irradiado, Gnicamente
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se recuperaron escolices de 1mm de didmetro como se observa en la Figura 3.

En el grupo testigo se obtuvieron ten_!as que ,estab‘an adheridas  al :intestino

Figura 4.

Es |mportan(e des 'l numero de escéhces recuperados a parur
de los hémsteres allmentados con metacéstodos irradiados fue inferior al

numero de temas recuperadas en el grupo testigo {Cuadro 2).

En todos los casos, el crecimiento de los escolices se detuvo en la region
del cuello; en esta zona se ha descrito la presencia de tejido germinal (Merchant

y col. 1997) el cual podria ser afectado porla radiacion gamma.

Las observaciones del presente trabajo indican que la radiacion inhibe e!
crecimiento normal dei parasito de la fase larvaria al estado adulto. Esta
observacion esta en concordancia con lo referido al utilizar dosis de 20 krad y 40
krad, ya que a los 21 dias post irradiacion e inoculacion en hamsteres se produjo
una disminucién en el nimero de hamsteres infectados (Verster y col. 1976), sin
embargo para este periodo no se reporta el numero de tenias encontradas y las
estructuras consistentes en escolices fueron observados en el intestino de
hamsteres a los 25 dias pos inoculacién Unicamente en los hamsteres infectados
con metacéstodos irradiados con 40 Krad (Verster y col. 1976).En ese estudio,
los escdlices no fueron medidos argumentando que: “Fue dificil montarlos en

posicion lateral” (Verster y col. 1976).
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Figura 3. Escohces obtenicos de intestinos de hamsteres 21 dias post infeccion
utilizando metacestodos rradiados cen 0. 3xGy.
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Figura 4. Tenas obtemndas a partr del intestno de un hamster 21 dias post

infeccidn. inocuwlado con metacestodos testign
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Cuadro 2. Tenias y escolices recuperados en intestinos de hamsteres 21 dias
post infeccién con metacéstodos de T.solium testigo e irradiados con 0.3 kGy.

Cerdos Ndmero de tenias * Ndmero de escdlices
encontrados en cada encontrados en cada uno
uno de {os cuatro de los cuatro
hamsteres hamsteres
{testigo) (irradiados)
1 12,53 1,0,0,2
2 12,53 3,3.1.5
3 54,55 22,12
4 1,225 2,1,0,1
5 3.3.5.5 1.0,1.3
(<] 0,231 1.2,2.2,
7 3.4.5.3 0,0,3.4
§71/140 145/140
% 150.7 $32.14

*Cuatro hamsteres fueron infectados por via oral cada uno con 5 metacéstodos .

§ Numero total de tenias recuperadas / numero total de metacéstodos no irradiados
admmnistrados.

Tenias recuperadas unicamente en hamsteres infectados por via oral con metacetodos
sin irradiar.

1 Numero total de escolices recuperados / Numero total de metacéstodos irradiados
inoculados.

En hamsteres infectados oralmente con metacéstodos irradiados con 0.3 kGy .
unicamente se recuperaron escolices.

:tPrueba de Mantel Haenzel. Existio diferencia significativa (P<0.0016).
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Los resultados oblenidos en el presente estudio coinciden con lo descrito en
1996, estudio en el cual se prueban dosis de 0.3 kGy (Flores 1996) y con'la

dosis de 0.7kGy (Aluja y col. 1993).

Estas observaciones parecen indicar que 1a radi'acién no solo disminuye
ta capacidad de evagiancidén del metacéstodo, sino que tamblén pude afectar la

capacidad de crecimiento de los escdlices en el intestino de hamsteres.

Existe la posibilidad de que algunos escdlices mueran antes de los 21
dias y en consecuencia puedan ser excretados en la materia fecal o digeridos
por el huésped.(Verster y col. 1976), sin embargo una posibilidad mas simple no
es considerada la cual radica en que Nno necesariamente todos los metacéstodos

inoculados crecen.

Ha sido propuesto por algunos autores que la radiacion inhibe la
capacidad de la células para dividirse y originar nuevos proglétidos (Verster y
col. 1976).Sin embargo, los resultados obtenidos en la presente investigacién

sugieren que la ausencia de crecimiento puede ser atribuida a un proceso de

apoptosis.

Es importante considerar que la pérdida de la capacidad para formar
colonias solo implica que las células dejen de dividirse y no que dejen de existir

{Held 1997).
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Con la _finalidad de explicar los posibles mecanismos biologicos‘

involucrados en afectar de manera negativa la capacidad de evaginar in vitro del
metacéstodo, asi como el efecto que tiene la radiacion en su desarrollo de larva
a parasito adulto, en el modelo de hamster. Se decidié detectar el fenémeno de

apoptosis por dos metodologias ensayo de TUNEL y electroforesis.

La fragmentacion del ADN fue evaluada con el enéayé de TUNEL. Esta
técnica permite la deteccion de extremos 3" del ADN. En' mgtacéstodos
irradiados y no irradiados., no se. encontraron diférencias estadisticas
significativas en la cantidad de células fragmentadas, inmediatamente después

de irradiar (Figura 5 AB).

El hecho de que células positivas sean detectadas por TUNEL tanto en
metacéstodos irradiados y no irradiados puede ser atribuido a las caracteristicas
especificas de la muerte por apoptosis, la cual esta genéticamente programada.
La muerte celular por apoptosis no es inducida Unicamente por radiaciones
gamma, sino gque este proceso también puede ocurrir de manera fisiologica
como parte del desarrolio norma! en los organismos (Flores-Pérez 2002, Hacker

2002).
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Figura 5A,B. Células fragmentadas detectadas por TUNEL + MEE. A
metacéstodos de 7. solium inmediatemente después de irradiar.(P=0.1484)

testigo (negro) irradiado (blanco). B. Células fragmentadas observadas en

Tenias (testigo barra negra) y escolices (irradiado barra blanca) obtenidas de

hamsteres 21 posteriores a la infecciéon. Diferencia estadistica significativa

(P=0.01).
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El ensayo de TUNEL es incapaz de discriminar entre la apoptosis

fisiolbgica y la apoptosis no fisioldgica.

En las tenias obtenidas 21 dias post infecciébn a parlir de metacéstodos
sin irradiar, no se detectd marcaje con TUNEL, lo que indica la ausencia de
fragmentacion de ADN (Figura 6). Por el contrario, en los escdlices obtenidos a
partr de las larvas irradiadas se encontré una cantidad considerable de células
con ADN fragmentado Figura 7. En principio se aceptd que la radiacion
ionizante tiene 1a capacidad de inducir apoptosis de manera relativamente rapida
(perodos de unas horas) posterior a la radiaciéon, incluso se propuso una
clasficacidn para lineas celulares murinas, las cuales se clasificaron en tres
categorias: células de muerte rapida, que son las que mueren entre 1 y 2 h,
intermedias las cuales presentan apoptosis en un periodo entre 13 —17 h y por
ultimo las células de muerte lenta, que presentan apoptosis en un periodo post
irradiacion de 24hrs o mas. Este fendmeno de apoptosis lenta se denomina

apoostosis retrasada (Held 1997;Verheij y Bartelink 2000).

En algunos sistemas bioldgicos, la apoptosis puede ocurrir 20 dias
después de la irradiacion. Los mecanismos por |0s cuales se retrasa no estan
comprendidos hasta la fecha. Sin embargo, se ha documentado la participacion
de factores como: el factor de crecimiento de fibroblastos y el factor epidermal

de crecimiento, en el proceso de retardamiento (Verheij y Bartelink 2000).
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Figura 6. Seccion tustoiogica practicada en una tenia (100X). en [a cua! se llevo
a cabo el TUNEL
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Figura 7. Celulas positivas a TUNEL observadas en un escolex (100X)
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Es necesario destacar que el procesc de apoptosis pude ocurrir en
diversos periodos (minutos, horas y hasta dlas): y dentro de este lapso las
células pueden experimentar una o varias divisiones (Held 1997;Verheij y
Bartelink 2000).Una posible explicacion a las diferencias encontradas con
relaciéon al nimero de células fragmentadas por el ensayo de TUNEL en los
escolices obtenidos después de 21 dias de la infeccion, puede ser atribuido al

fenémeno de apoptosis retrasada.

La fragmentacion de ADN en un patron tipico de escalera o nucleosomal
en fragmentos de 200 pb y sus multiplos, que se visualiza en geles de agarosa,

es considerada como una caracteristica distintiva de apoptosis.

El patron nuclecsomal o de escalera fue visualizado unicamente en el

ADN de los escolices, como se observa en la Figura 8.

El ensayo de TUNEL fue positivo para los escdlices y los geles de
agarosa mostraron el patréon tipico de fragmentacidon de ADN en escalera,
criterio que puede ser utilizado para diferenciar necrosis de apotosis, hay que
tomar en cuenta que la apoptosis se diferencia de !a muerte por necrosis por
exhibir una condenacion ende cromatina en media luna o herradura, (Hacker
2000) ademas presenta una fragmentaciéon de ADN consistente en muitiplos de
180-200 pb, que al ser visualizado en un gel de agarosa da la apariencia de una
escalera. En la apotosis no existe un proceso inflamatorio, se forman las
TESIS CCH
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Figura 8. Fragmentacion nucleesormal de ADN. (1) ADN de metacestodos
testigo (2) ADN de metaceéstodos irradiados con 0.3 kGy (inmediatamente
despues de rradiar) (3} ADN obterudo de termias extraidas de intestinos de
hamsteres 21 dias postnocutacon con metacestodos testigo, (4) ADN de
escolices obtenidos 21 dias post inoculacion con metacéstodos irradiados.
Marcadores de peso molecuiar, iinea S. los resultados son representativos de 4
expermentos independientes




40

vesiculas conocidas como cuerpos apotéticos. La apoptosis a diferencia de la
necrosis pude darse en condiciones fisiologicas y patologicas( Kaufman 19897,

Flores-Pérez 2002).

El patron de fragmentacion nucleosmal es un indicador de aboptosis y

ésta a su vez es un efecto biolodgico asociado a la radiacion.

El patron de fragmentacién de ADN obtenido a partir de los escélices
coincide con el observado en Leishmania amazonensis (Barcinski y DosReis
1999), lo cual sugiere que el fenémeno de apoptosis es altamente conservado

entre organismos uni y multicelulares.

Actualmente no existen estudios que caractericen a la maquinaria
genética encargada de dirigir procesos, vitales propios del metacéstodo de 7.
sofium como lo son: la division celular, diferenciacion y apoptosis. Los sistemas
de sefnalizacidon involucrados en mecanismos de reparacion de ADN
pertenecientes al metacéstodo de 7. solium son un aspecto pendiente de
estudiar. El entendimiento de estos procesos sera necesario para comprender la
biologia basica de! parasito, lo que permitira de disefar estrategias efectivas
para el control y erradicaciéon del mismo, asimismo se podria utilizar al parasito

como un modelo en radiobiologia.
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Una aplicacion practica de los resultados registrados, se encuentra
apoyada por el hecho de que la tecnologia de irradiacion puede ser utilizada
para controlar diversas enfermedades parasitarias que constituyen un riesgo
para la salud y causan pérdidas econdmicas (Urbain 1986, Farkas 1988;
Northrop-Clewes y Shaw 2000). Se confirmd que la radiacidn gamma inhibe el
desarrollo del metacéstodo de T. solium a parasito adullo. Por ello, se puede
recomendar como una alternativa de control para esta enfermedad (Verster y
col. 1976; Aluja y col. 1993; Flores 1996) que persiste ain en paises en vias de
desarrollo (Sciutto y col. 2000).Sin embargo, esta alternativa tecnologica que
permite lograr una descontaminacion de los alimentos, debe ser usada en
conjunto con otras propuestas como: vacunacion en cerdos, diagnostico de
portadores de tenia y campafas educativas (Sarti y col. 1997; Sciutto y col.
1998; Toledo y col. 1999). Alternativas que en su conjunto. podran contribuir al

controt y futura erradicacion de esta parasitosis.
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CONCLUSIONES

Una dosis de 0.3 kGy reduce la cantidad de metacéstodos evagihados in

vitro. Los metacéstodos irradiados con esta dosis = son incapaces de crecer a

parasito aduito.

El presente estudio aporta evidencias que indican la presencia del

fenémeno de muerte celular por apoptosis, asimismo, se propone‘que ésta

puede ser inducida por la radiacion gamma en los metacéstodos de T, solium.
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PRESPECTIVAS

Una aplicacién practica de los resuitados obtenidos en el presente estudio
se podria centrar en la propuesta de construir un irradiador comercial que diera
servicio a una comunidad y que pudiera estar instalado en las cercanias de
rastros y centros de distribucidén de carnicos, ya que e! proceso de irradiacion
podria ser empleado en combinacidn con la inspeccién de rutina, aunque habria

que considerar el costo inicial de la instalacion.

Existen razones inherentes al impacto de !a enfermedad, como es que
esta parasitosis ha sido reportada en alrededor de 70 paises (WHO 2000),
incluso su importancia ha sido reconocida ya en la propuesta existente desde el
ano 2000 para declararta como enfermedad de noltificacion obiligatoria a nivel
mundial.(WHO 2000). En Latinoamérica, se estima que existen alrededor de
400000 individuos que padecen la infeccion y son asintomaticos, asimismo se
infforma que en Estados Unidos de Norteameérica se diagnostican
aproximadamente 1000 casos nuevos por ano, principalmente en inmigrantes.

{Anil Khosta, 2002).
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Alrededor del mundo se menciona que anualmente mueren 50000
personas a causa de neurocisticercosis, que es considerada como la parasitosis

mas frecuente del Sistema Nervioso Central (WHO2000).

En México, existen datos en los cuales se menciona a la
neurocisticercosis como la causante del 1% de muertes que ocurren y se sefiala

que el panorama de la enfermedad no ha variado en los ditimos anos.

El nimero de muertes en México en el aflo 2000 fue de 437667, de las
cuales 18599 se debieron a enfermedades infecciosas y parasitarias- cabe
destacar que esta categoria ocupa el primer lugar en nuestro pais-, segun datos
de la Organizacion Mundial de la Sailud, el 1% equivale a 4376 muertes

aproximadamente( hitp://www.who.int/research/en).

En Meéxico y Brasil, 90 millones de dodlares son destinados anualmente
para cubrir los costos de curacion de pacientes con neurocisticercosis y en
Estados Unidos de Nornteamérica se invierten por afio para la curacion de los
pacientes de neurocisticercosis es de 9 millones de dolares (Anil Khosla, 2002);
tomando en cuenta la erogacidn que en la actualidad lleva a cabo México
probablemente si seria factible contar con irradiadores a nivel comercial que

redujeran la inversion en los enfermos de neurocisticercosis y las pérdidas

economicas.
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E! impacto que la cisticercosis porcina tiene en Meéxico, con respecto a

pérdidas monetarias, debidas al decomiso de cerdos en rastro y al decremento

en su valor al momento de venta, es desconocido con exactitud, existen cifras en

las cuales, las pérdidas por decomiso se han cuantificado en 43 3;|0 526

délares, sin embargo estas cifras se calcularon para el afio de 1980 (Ace\)edo‘

1982).

La cantidad de cerdos portadores del metacéstodo que existen en
Mexico se desconoce, pero se ha documentado que alrededor de un 30% de la
produccidén porcina es sacrificada en rastros no oficiales (Martinez 1999). En los
rastros oficiales se ha informado de una frecuencia de entre 0.004 a un 12%
para la cisticercosis porcina en los altimos 10 afos (Martinez 1999). Hay
informacion que sefiala una frecuencia hasta de un 13% en cerdos que habitan
zonas marginadas del pais y gue son mantenidos en condiciones de

semiconfinamiento {Aluja y col. 2000)

Los métodos para deteccion de cerdos parasitados consistentes en
inspeccidn de lengua al momento de la adquisicién y la inspeccién sanitaria no

son completamente efectivos (Aluja y col. 2000)

La radiacion puede ser aplicada a canales porcinas infectadas, o que

implica que el ciclo parasitario sea interrumpido. L.a importancia de esto ha sido

Tuulo o u.\.\
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ya reconocida por los grupos de investigacion que trabajan en el disefio de
vacunas contra la cisticercosis cuyo blanco principal es vacunar al cerdo, con el
propdsito de poder interrumpir el ciclo parasitario, estrategia que podria permitir

un control y eventual erradicacion del parasito.

Con una dosis de 0.3 KGy no solo se podria controlar al metacéstodo de
T.soliumm sino a otros patogenos tales como: Salmonella typhimurium,
Staphilococus aureus, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Salmonella
enteritidis, Proteus vulgaris, Taenia saginata, Entamoeba histolitica , Fasciola

hepatica (Farkas 1998).

La tecnologia de irradiacion puede ser aplicada a una gran variedad de
alimentos como lo son : carnes (pollo, res, cerdo) . huevo, frutas ., verduras,
bebidas como el te. con el propdsito ya sea de eliminar algin patdgeno

especifico o de aumentar su vida media de anaquel (Urbain 1986, Farkas 1998).

Con otros propositos también se utiliza esta tecnologia como pueden ser
el irradiar bebidas alcohdlicas con dosis de 0.1kGy . especificamente ei brandy
en barricas de roble para provocar un efecto de conferirle el sabor como si éste
hubiera sido afiejado por 3 afos (Urbain 1986), se puede aplicar también esta
tecnologia a dietas para animales de laboratorio ya que ningin otro
procedimiento garantiza el grado de esterilidad que se requiere en estas

raciones para ser administradas a animales libres de patégenos, la utilizaciéon en
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dietas para enfermos hospitalizados o inmunocomprometidos es también otra

aplicacion (Urbain 1986).

En la industria, posee diversas aplicaciones como puede ser la

esterilizacion de material de laboratorio, cirugia, curacion y cosméticos.

Se propone continuar con estudios moleculares cuya finalidad sea
caracterizar el fenémeno de apoptosis en el metacéstodo de 7. solium, con el
objetivo de emplear esta informacion en el diseio de terapias efectivas y

tecnicas diagndsticas certeras en contra del binomio teniosis cisticercosis.

En este trabajo, se contribuye al conocimiento de la biologia del parasito
al aportar las primeras evidencias de la existencia del efecto biolégico de
apoptosis inducidas por la radiacion gamma en e! metacéstodo de T.solium, esto
en virtud de que hasta la fecha la existencia de apoptosis no habia sido ni

documentada ni propuesta en el metacéstodo de T. solium.

La necesidad de buscar nuevas terapias antiparasitarias, destinadas a
combatir agentes parasitarios que afectan a humanos. animales de compafiia,
animales de importancia econdmica ha sido ya identificada, razén por 1a cual la
busqueda de genes candidatos que sirvan a este proposito especifico de disefar

terapias y métodos diagnosticos ha sido ya iniciadas.
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Actualmente los genomas de organismos tal como el nematodo
Caenorhabditis elegans y Drosophila han sido ya totalmente secuenciados,
algunos parasitos patogencs de interés econdOmico estan en proceso de serlo
tales como: Toxoplasma gondii, Tripanosoma cruzi, Criptospopridium parvum,

entre otros (Gutierrez 2000).

Otro aspecto que debe ser mencionado consiste en la utilizacion del
metacéstodo de T. solium como un modelo en radiobiologia, ya que si bien es
cieno que la dosis de 0.3kGy es baja, especificamente para la utilizacion en
alimentos (Urbain 1986, Farkas 1998). la dosis de 0.3kGy es una dosis
demasiado elevada al ser comparada con la dosis letal para un ser humano que
es de 5Gy, para alguien con un peso de aproximadamente 70 kg, por lo cual se
propone investigar los mecanismos encargados de conferirle radioresistencia at
parasito que pudieran estar basados en la presencia de mecanismos
antioxidantes sumamente eficientes o en sistemas de reparacion de ADN

efectivos.

En sintesis, la soluciéon al problema de teniosis cisticercosis es compleja
rodeada de diversos factores econdémicos, sociales, educacionales y culturales,
sin embargo, la radiacion pude ser considerada como una alternativa . E| poner
o no plantas de irradiacidn en territorio nacional no es una decisibn que

unicamente compete a la ciencia, asi como la solucion del problema.
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Por ello, es que la futura erradicacion de la teniosis cisticercosis
dependera de diversos sectores como son los miembros de la comunidad
cientifica, las autoridades de salud, gobierno y empresarios, que al involucrarse

y trabajar en conjunto serian capaces de lograr tan anhelado fin.
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Abstract. Gammurradiation of toad is considered a possible approach to control food-borne
diseases, In oysticercosts, previous studies have shown that irtadiating (with 0.3 kGy) pork

infected with Tacnis solivm v

e campletely inhibits growth of the parasite, This study was
conducted to eviluate the mechanisms that induce the effect of gamma irradiation on
metacestodes ot 7. sobum. Metacestodes were obtained from several infected pigs and
irradiated with u dose of (L3 KGy. The viability of the metacestodes was evaluated by their
capicity to evaginate in vitro and in vivo development to tapeworms after they were orally
infected into prednisolone-ucated golden hamsters. Using the typicat ludder pattern ot

fragmented DNA and the TdT-muediuted DUTP-nic

~end tabeling ussay. apoptosis was

eviluated in metacestodes atter irradiation and in the scolices and wpeworms recovered
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from infected hamsters at 21 days post-infection. Apoptosis wits observed in the structure of
scolices obtained from hamsters at 21 days post-infection with irradiated metacestodes, This
study provides evidence of the existence of apoptosis in the irradiated metacesiodes of 7

soliurnt and helps elucidate the possible mechanisms that are involved when gumima irradiation

inhibits the normal development of the T. solium metacestode into the adult worm.

Introduction

Waorld-wide, the contamination of food with pathogenic microorganisins like bacter

and
parasites constitutes s health risk that involves suttering of the population., cconamic losses

in relation to med

1 care and loss of productivity (Farkas 1988).

Considering the refevance of parasitic diseises reliated 10 food, preventive programs shauld
receive a high priority from governments and private industry. The development and use of
food-processing techniotogies, like tood irradiation, are essential 1o eliminate or prevent
food-borne discases (Lithain 19860 Farkas 1958)

The effects of tood irradiation have been studied in tresh and frozen meat, poultry and
sefood since the late 19305 (Urbatin 198h),

trradistion ur sadiation provessing is 1he exposuare of food to ionizing radis

ion (gamma
s from “'Co or 7Oy hi

h-cnergy clectrons, or X-radys) in order to obtain cither a desired

benefit fur the control of food-borne pathoge like parasites and bacteria, or an extension

of shielf-lite of difterent prodocts, like truats and vepetables (Urbain 1986; Farkas 198

Northrop-Clews and Shas 211y

It is accepted that the ctiects of pamma irtadiation on parasites are @

sociated with joss
of infectivity, loss of pathogenicity. interruption of the life cyele and in sonie cases death

rhas 198S). Doses of ¢

amma radition have successfully been used

inst Angiostrongyius

cantonensis. Anisakis spp. Chlonorchis spp. Gnathostoma spinigerum, Opistrochis viverring

agonimus spp. which ate present in fish and crustaceans, and against Cysticercus

bovis, C. cellulo,

xoplesma gondii and Trichincetla spiralis. which infect meat (Farkas
1988).

In the developing voustries of Latin America, Asia and Afric:

1aCnIOSiN-Cyaticerconis
caused by Tacnia solivris still prevalent and is considered an important health problem and
a source of cconomic bsses (Aluja 1982 Sciutio et al. 2000). To interrupt the life cycle of T

sotivm, different stracgies have been proposed to assist prevention and eventual eradigni
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bused on social devetopment, educational programs and/or biological interventions. These
interventions are oriented towards treating the tapeworm carriers or decreasing the prevadence

of pig cys

cercosis (Sciutio ot al. 1995, 1998, 2000

Toledo et al. 1999).

Regarding this, it is of special interest to stress the high vulne

hility of the T, solium
metacestode. In fuct, it is frequently found that, without any intervention, metacestades can

be spontancousty destroyed (Alujaand Vargas 1988 Pérez-Torres et

. 2002). Bused on this
information, it is reasonable 1o postulate that measures taking advantage of this vulnerability
can contribule to the success of control programs

Tonizing radiation hus been demonstrated to eftectively damape 10 solium metacestodes

(Verster et al. 1976 Aluj

et al. 1993

fares-Pérer et al. 19496). Two different critersia have

been used o

luate metacestode viabiliny: the in vitro evagination assay and inoculation

of metucestodes into innnunodepressed hamsters (Verster et s

. 1976). After exposing the

metacestades to ditfesent dase:

adethal dose of 7 KRGy was found to compietely inhibit both

their capacity 1o evaginate and the development from metacestodes to tapeworm (Aluja et

1. 1993). Furthuer rescarch contirmaed thi

2 duse as tow as 0.3 KGy can effectively interrupt
tapoworm development. In tact, atter this teatment, metacestodes were used 1o infect
hamsters arally and, at 21 dins Later, only seolives were recovered from their intestines
(Flores-Peres etal 1996), With T saginata metavestodes, a dose of (0.3 RGy was also etfective

in stopping the groseth of the patasite in hamsters (Geerts et al, 199

n view ol these results, we designed this study ta evaluate the biological phenomena that

cause this sublethal cite,

In previous studies, ionizing radistion (amma rad

ion, Xerays)

was reported toinduce DNA frugmentation (Jackson 2001y that eventually led to cell des

h,
due 1o the

boptosis ol cultured celbs or whole organismes (Friedberg et al. 1945, Coultas and

Strasser 20000 Rich et al. 2000; Jachson 2001 Mirzaic-Joniani et

S 2002). Itis generally

accepted thut apoptotic cell death is an cvolutionary conserved provess by which cells,

following a genctic Prograny, systemati

Iy inactivate, dis,

emble and degrade their

functionat and structural components (Hale et al. 1996: Flores-Péres 2002). This ceil death

exhibits o characteristic pattern of morphological, biochemical and molecular chunges. s

a normal mechanism of the desclopmient and growih of multiceltular and some uniceliular

organisms and is considered a physiological cetl death (Hale et al. 1996; Welburna ot al 19973

Nasirudeen et al. 2001 ).

1n this study, evidence of apoptosis that can mediate crippling induced by irradiation of
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s reported.
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Materials and methods

Animals

Both female and male golden hamsiers (Mesocricetus auritus;

=356) were employed in this
study. All animals were 6-12 weeks old atthe start of the experiments. They were housed at

the Institute of Biomedical Res:

arch i the Autonomous Natjonal University of México
(UNAM). The experiments reported bere were conducted according to the principles of the
Guide for the ciare and use of luboratory animals,

Scven pigs naturally infected with Tacnia solium meticestiodes were transported to and
housed in the Faculty of Veterinany Medicine Zootecnios, UNANM, The pigs were humanely
Rifled with an clectric stunner and metacestodes were obtained from them. The shouiders
of cach pig were remosed, the tett was isradiated with 0.3 kGy and the right was used as a

cantrol (non-itradiated).
Irradiation

The infected shoulders were placed in 2 black plastic bag, which was then placed in a ecardboard

box located under a gyratory tahle to be homogenvously exposed to irradiation. The dose
used was 0.3 KGy, which wis previously established to effectively inhibit T solium developiment
(Flores-Pérez et al. 1996)

The irradiation wis carried out in o Gamma beam 651 PT 00, utilizing s “'Co source located
at the Institute of Nuclear Science, UNAM. The dose rate was dewermined with a ferrous

sultate dosimeter and the

alculation of the dose rate at the center of the chamber at the

time of dosing wits based upon a “Co half-lite 0of .27 y

™.
Parasites

Afterirradiation, the T sohum metacestodes were removed from the meat. The metacestodes
from the control shoulders were also removed and both types were placed in PBS. Only
metacestodes that exhibited o vesicular appearance were used.

In vitro evagination assay

The

bility of irradiated and non-irradiated metiacestodes tested by their ability to evaginate

in vitro inuncediately after irradiation. The assay was performed in RPMI 1640 culture medium
TCSIS C.
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(Gibco) supplemented with 2565 pig bile. Mctacestodes were then incubated at 37 °C for

12 h in a Petri dish and the evaginated metacestodes were counted,

Evaluation of in vivo infectivity using the golden hamster

taeniosis model

H

Eight golden hamsters (M. auratus) ot both sexes, aged 6—-12 weeks, were used to test the

infectivity of the motacestodes recovered from cach pig. Hamsiers were immunosuppressed

with 4 mg of ey trol (methyl § inisolone acetate; Upjohn, México City) injected
intra-muscularly, at the same time as they were orally infected with metacestodes.

Four hamstess were orally inoculated, cach with five irradiated mctacestodes; and four
animals cach received five non-irradiated parasites. 1nfection was carried out, following the

protocol described elsewhere (Verster 19740 Allun et al. 1991).

Post-mortem studies

AL 21 days posteinfection, rswere h

Ty Killed with CO;and their intestines were
removed for inspection and were searched for tapeworms. The mucosa of each intestine was

observed under o stereoscopic microseope, to search fur parasites,

In situ nick-end labeling of internucleosomal clave fragments

TUNLEL (TAT-mediated DUTP-nick-end fubeling) wias performed using an in situ POD cell

death detection Kit (Roche Molecular Biochemicals, Mé

ico City), In order to detect the 37
~OH ends that are generated during DNA frapmentation, slides were prepared using
irradiated and non-irradinted T, soffum metiacestodes and both scolices and tapeworms.,
Tissnes were fixed in 477 paraformaldehyde, embedded in paraffin and scctions of S ymwere
obtained. Then, tissue sections were processed, following the technique provided by the kit
manufacturer.

Sectivas were examined with 20X and 1{0x objective lenses. A total of ten microscopic
tields were evaluated. Only cells showing green fluorescence staining and visible nuclei were

counted as positive,
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DNA gel electrophoresis

Scolices and tapeworms obitained from the intestine of hamsters infected with 12 sofium
metacestodes (irradiated with 0.3 KGy, or non-irradiated) obtained from pork shoutders were
washed with PBS five times, placed on digestion buffer (0.1 M NaCl, 10 mM Tris, pH &,

25 mM EDTA, 0.5 sodium dodecyl sulfate, 113 mg Proteinase Kimb) and incubated at 30 °C
overnight, followed by extraction, first with phenolichloraform and then with chloroform.,

DNA wus then treated with R?

e (20 gmbyfor 1 hat 27 °C, followed by phenol/chioroform
and ehloroform extructions and wis purificd by cthanol precipitation. The concentration of

IDDNA was determined by measuring the oprical density at 260 nm: and 15 e of DNAdIne

were Tun on s 147 agarose gel, stained with cthidium bramide, visualized on a UV ight box

and photographed
Statistical analysis

The statisticat signilicance of evaginated inctacestodes between non-irradiated and irradiated

with (.3 KGy were calculated with the )_/ teat. The total number of tapeworins

and scolices
obtained ut 21 diys post-infection were compared using the Mante! Haenzel tests and finally
the fragmented cell counts were unalyvzed by the Wilcoxan test. Differences were considered

signiticant when Pvatues were less than 0,035,

Results and discussion

The numbers of evaginated metacestodes in the control and irradiated groups of seven pigs
are presented in Table 1 The proportion ot evaginated Taenia soliom metacestodes wids
statistically higher in the control group (£<0.01). Fhis result indicates that irrsdiation at
038Gy deer

s the ability 0t 70 solnim mctacestodes 1o evaginate in vitro. In addition, it
coincides with previous results obtained by other authors (Verster et al. 19760 Flores-Péres
et al, 1996). The same effect wis induced with a dose ot 0.7 kGy (Aluja et b 1993).
[Tuble 1. will appear here. See end of document.]

Gammu irrdiation, when applicd o biological systems like cells, can basically induce
DNA damage in two ways: (1) direct eftfects resulting trom the interaction of radiation energy
with DNA and (2} indirect ctfects fiom the IDNA damage causced by the free radicals thag

are generated during the process (Fricdberg et al. 199,

Norbury and FHickson 2001 Jackson

2002). In addition, it produces PNA double-strand Dreaks g335Heye

T [kt
mns C ;
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a complex and diverse response must be triggered by the cell, using specific DNA repair
™ iy R

mechanisms, stopping the cell cycle progression and inducing cell death by apopiosis (Norbury

and Nurse 1992; Coultas and Strasser 2000,

ckson 2001, 2(02; Norbury and Hichson 20061),
a particular way of cell death that involves i genctic program to be eaccuted (Hale et al.

1996; Coultas und Strasser 2000: Flores-Péres 2002). This has heen deseribed in several

organisms, including parasites (Welburn etal, 1997 Narisudeen et al. 2001), and is considered
highly conserved (Henson et 01.2001). All of these strategics have the objective of presernving

bi

he genome intearity and s

1y to avoid transntission of mutations {(Coultss and Stresser
2K, Jackson 2002). The DNA DSBS are probably considered the most dangerous DNA
injuries (Jackson 2002y, because bath strands are affected and. therefore. the DNA repair

mct

anisms that need it unaltected strand (1 order to act cannot rep the DNA inan

effective w

IISH possesses the potential to induce mutations at the site ol injury; and

incorrect DSB repair could led to chromosomat translocations that produce unstabte dicentric

chromosomes or acentric chromosomal tragments (Sadaic and Sadaic 1989: Ludwikow et
al. 2002).

When the DINA repar systems and (D1

LA dinmiage signal pathway

are affected, inviability
could result, cither at the cellular levet or througbout the complete organism. Insome cases,
the DNA mutations e tolerated but lead to developmental abnormalities, organ degeneration
und accelerated rates of tissue prowth (Landahl and Wood 1999, fackson 2102).

The induction ot zpoptosis with g icradiation hus been reported (Nortbury and

Hickson 2001 Radtord 2002). L he cell eyale can be arrested by pamma

and GG2-My

fiation a1 G1-8

wps (Norbun and Nupse 1992; Norbun and Hickson 2001).

We speculare thut the DNA repair svstems which are present in meta

toiles are etficient
tor partially restonng the ability to evagenate, but not to direct the developmient from

metacestode i

o tapeworn This nn be attrbated 1o the possibiliny that some genes, essential
for cell proliferation, difterentistion and metabobhsm. become sitected to a considerable
degree.

Ditferent fauctors, ke the size and age uf the metacestodes, immune response of the host
(Aluja and Vargas 1U88: Pérez-Torres et al. 2002), age of infection, handling during
experniments and the degenerative and developmental phases could influence the capacity
of the metacestodes Lo evaginate, In all experiments, only vesicular meticestodes were

collected for irradiation.
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n with

T. solium metacestodes were recovered from hamsters at 21 days post-infec
irradiated and non-irradiated parasites. In the controls, tapeworms of several centimeters

were obtained. In contrast. in the irrudiated group, only scolices of 1 mm were recovered, as

seenin Fig, 1.

Fig. 1. Scolices obtined tron the intestine of a hamister at 21 days post-infection with 4

frradiated with 0.3 KGy

Tis interesting 1o note that the number ol scolices recovered from the hamsters fed with

irraditted metacestodes was less than the number ot tapewarms in the non-irradiated group

(Uable 23 Inadl cases, it can be stressed that prowth stopped at the neck zone; and. in this

riminative tissue has been desenbed (Merchant et al, 1997 which couid be the wrpet
unma rudistion.
{Table 2. will appear here. See end of document.]

These findings indicate that irradi

ivn inhibits the normal growth of the parasite from
the larval to the adult st

cand they ate in accordance with the observations reportiog the

use of doses of 0.220.3 "Gy (Verster et al. 1976

Flores-Peérez ¢t al. 1996) and of 0.7 kGy

(Aluja et al, 1993y 1t shows that irradia

on not only decre:

s the evagination of the
metacestodes, but it has abwo the etfect ot reducing the capaoty of the scolices to grow in the

intestine of the humaters. It is possible that some scolices die before 21 days and., &

s
COMEYUEIICE, are ejeated wilth feces or digested by the host.

Previous authors proposed thatirradiatian inhibits the ability of cells to divide and thus

form new proglottids (Verster et al, 1976). However, the results of this e

earch show thart
the lack of growth can be attributed 10 a0 4poOPLOtic process.

Itis ismportant to consider that the lass of clonogenicity only requires that cells stop dividing,

not that they cease 10 eaist (Heald 1997).
In order 1o expluin the possible biological mechanisms that are responsible for sdversely

affecting the in vitro evagination of the metacesiodes and the etfect on the development

TESIS CON
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from metacestode 10 worm, in the hamster model, we decided to detect apoptosis, using the

TUNEL assay and DNA gel electrophioresis.

DNA frag ion was evaluated with the TUNEL uassay. This technique allows the

detection of 3' ~OH ends of DNA. In non-irradiated and irradiated T2 solivm metacestodes,

no statisticat difference was found in the number of fragmented cells (Fig. 2A).

A o
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w
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5 e
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Flg. 2A, B. Macan number of trugmented cells detected by TUNE

sty (see Materiads and methods)
and or SEM. A Motucestodes of Tuensosoliunnimmediately afterirradiation (£2=0.1384; plack control,
white irtadiated . B Fragmented cells observed in tapewarms (black controland scohees (white

irtadiated) obtuned trom hamisters at 21 days post-intection. A sta

(P=001)

stical signilicance was tound

The tuct that positive cells were detected by the TUNE in irradiated and

non-irradiated metacestodes coutd be explained by the specific characteristics of apoptosis,
which isagenetically progrummed way of cell death, Apopiosis is not only induced by gamma
irradiation, it is also g physiological process that is essential tot the development of normat
organisms, The TUNEL assay cannot distinguish between physiological and non-physiological
apoptosis

In tapewarms obiained at 21 davs post-intection from non-irradiated metacestodes, no
TUNEL labueling was detected. indweating the absence of DNA fragmentation. In cantrast,

the scolices from irradiated lanvae exhibited extensive DNA fragmentation (Fig. 2B). in

it wis assumed that the ionizing radistion induced apoptosis, which then occuried relativ

qQuickly (within hours) after irradiation. A classitication of mouse cells was even proposed,

divided into three categories: (1) rapidly dying cell lines, which die in 1-2 h after irradiation,

owly dyin celis which undgreo
TESIS CON 9
FALLA DE CTIGEN
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apoptosis at 24 h or later. This phenomenon of slow apoptosis is termed delayed apoptosis
(Heald 1997;Verheij and Barelink 2000).

In some lifc

VAEMS, UPOPLosis can oceur 20 days alter irradiation. The mechanisms that
produce this stow effect are not totally understood. FHlowever, some evidence that factors like
the fibroblast growth factor and epidermal growth factor can contribute to this retarded
etfect has been reported (Verheij and Bartelink 2000).

It is releviant to note that apoptosis can occur over ditferent time-scales (minutes, hours,
days); and. during this perind of time, 1he irradiated cells can have one. two or more mitatic
cycles (Heuld 1997 Verheij and Bartelink 20000 One possibie explanation of the differences
in frupmented cells detected by TUNEL on the scolices at 21 days post-infection can be
attributed to the phcnomenon of delayed apoptosis,

DNA fragmentdion and the nuclcosomat (adder) pattern of 200 bp maultiples, observed
in agarose pol electrophoresis, e considered a distinetive teature of apoptoesis. The typical
DNA Ldder pattesn was detected anly in scolives, as shown in Fig, 3, The TUNEL assay was
positise tor the scolices and the pelclectrophioresis eshabited the typical DNA fragmentation

pattern that can be usced 1o ditferentiate apoptosis from necrosis.,

Fig. 3. Interauclcone

ol DNA tragmentation. fane I Non-irradisted metacestode DNA, fane 2
metavestode DNA rreated wath 0.3 KRGy ommicdiately after ircadistion), fane 3 DNA obtained from

taprworms recovered from hamsters at 21 days pos fectiun with non-ir 1

sden, L
DNA of seolices obtained it 21 days posteinfection with irradiated metacestoden. Molecular weight

standards ate shown n fane 8. Results are representitive of four independent eaperiments
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The oligonucleosomal laddering pattern is 4 hallmark of apoptosis and is i biological effect

E it 4 with irradiation. Qur nbscrva

jons coincide with the DNA frapmentation

pattern obtained from Leishmania amazonensis (Barcinski und Dos Reis 1999), which again

supgests that apoptosis is 4 highly conserved mechanism hetween mono- and multicellular
arganisms.

Until now, there ha

‘e been no studies thiat show what genctic program could orchestrate

vital processes like: cell division, ditferentiation and apopta

in T. solium meracestodes.
The signal transduction cascades that constitute the DNA repair mechanisis are another

important ticld tobe exploredin T solivm metacestodes. They

are needed for understanding,
the basic biology of the p

asite, i ordet 1o desipn effectis e strate

ies o eradicate itin future

nd poscibly 1o use this parasie as aomodel organism to study radiohiology

A practicel approach ot the repotted resulis is based on the tact that tood irrdiation

technology has the anique potentud to be used against several parasitic discases that constitute
i bealth risk and acsource of economicid losses (Urhatn 1956, Farkas 1988, Northrop-Clewes

and Shaw J(00).

We confirm that gununaarradiation inlinbis the develapment of the 70 soffvm Linal stage

into the infective adutt. Pherefore, itvan be recommended as an cttective

lternative to
control the dis

segVerster ctal 19760 Aluja e b 1993 Flotes-Pores et all 1986), which in
still prevalent in developing countries (Scuutto ot al, 20007 In addition, this process ol

decontaminating tood should be uscd topether with other alternatnes, Hike vaccination,

diagnosis and educational progeams

rictal (97

Sciutto ctal 19s Toledo et al. 1999),

strategies that eventuadly will contnbute to eradicate the parasite

nsummany. prosides evidenoe that apoptosis is present and could be induced

rradiution of the metiacestodes ot T0solinm. Future studies most be performed

11e whether ditterences exst between physiological apoptosis and that induced by
genotoxic stress, ke irradiation,
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Table 1. Irradiation decreases the ability of in vitre exagination of Tacnia sofium metacestodes, The data given are the number of evaginatedtotal number of metacestodes

{P<0.01). Each pig represents a different eaperiment
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Table 2 Tapeworms and scolices tecovered from Bamsters at 21 days post-infection with irradiated and non-irsadiated metscestodes. Four hamsters wese each infected orally

with five metacestodes

Pip number

i llmrj-ill@u!f\!l|klal¢»_l:§!c\)

Nuimber of tapewornis found in each of fout bamvers

:,\'Jm’l" af scolices fuund in each of four hameters {irradiated
metacetodis)

1.2,2.2,
. ; 0.0.3.4
| pityl 45140
‘administered . . _ —
% 0.7 214

* Mantel Hacnzel test: a statistical significance was found (P<0.016)
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¢Es la muerte importante para la vida?

Is death important for life?

Fornando Ivan Flores-Pares”

Abstract

Togranuned el death capoptosisiis one ot the most studied phonomenainthe contest otbiomedcal screnee
he relesance o it s sapported by the tace that several disecases which could aftect both human bomngs and
||nn\nl~.1ru..lu~\ Jd by alterations ot this phivaiological mechanism ot death. In tact, it s proposcd in this stadsy
hat “MWoahout the eaistence of programmed cell death, fite as we know now, could not be possible”. The aim
ot this paper i~ to provide o general overview about programmed celi death. and al-o to denne and show s
o regataton. Alterations of progranuned cell death, and the reiatonship with dstterent discases are also
aescrtbed, as well as the most common technsgues o detect programmeed cell death

Koy words: APOPTOSIS, PROGRAMMED CELL DEATH, REVIEW,

Resumen

Flrenon eno de muerte coluiar prodraniada, o apoptosis, o~ actuslinente uno de s mas estadiados en ool
LPO d s Lo Dlomiediana, su enportanc radica en gue vanas enfermedados, que atedtan tanto al hombre
sore s los ammades son Causadas por una alteradion en este moecanismo tsologico tan rehevante, o tal grado
ue S L esestenaa Jdeoeste tenomeno isologicos Lo sada como adtualmente se o conoce no sersa posible, §
sicpesite del presente et es detmir el rendmnieno de apoptosis, descnbur como se resola v dar cucnta Jde
chaanas oniermedades s ausadas por sualteracion, ascomo de las tecnicas de detecaoen

Palabras clave: APOIPTOSIS,

MUERTE CELULAR PROGRAMADA, REVISION.

Introduction Introduccion
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prammed cellular death means since, it allows this
Batance to be possibie

The present study vaplins the cellular death phe-
nomenon caused by apophoses and describes some of
the mechamisiis that areinvolved m ts esecution and
regulanon

What is apoptosis?

It 1~ mechanism that s part of celiular homeostasis
andinnvolvedineventssuch as ceilular ditferientiation
andthedevelopmentotdiverseonuamsms' thatbelonyg
toditterent speaies, andis theretores onsudered to have
Been proserved duomevadation

It~ known that dunng this provess cells actively
porticipatean thor death w hencarmang cuta genetically
repulated progrant © o order teopunntain cellutar e
newal and consequentiv presers e tissae anchitectare

Cellrdie by aportosisdurmy crtann processes such
asembryonicdes clopment dunng morphorenesesand
moadult ~tay the rervessal ot tssues as welias
dunnyg the mmune response

The taemm apoptosis 1.
Propased and i

[EIEN S 1)

USRIV

S separate and sresisetalln was
fan 18T wath e purese ot
he death that was obsened dunmembnvor
dovelopient, 1 hepate regereration and the telat
hipLetwern probirerationand deathimatesasted
tunor nuedels soen s that s daterert rrom
caused o miteanations anmd

Theobeen ationsonpros

manng
b

tomisi o Garred Bk n the
swhenteasobserved i em
toed as the ehin

Titawasy
Tation o certaes cell populatons that
~howaea aberrabons wasn tunt.,

D avhoen Blambur
erand F et with Guantians o stidies i B kes e
trared that approunateiy, S0 of the ne
rons amd o motonennons rormed o
sted boetorebirth Noeve
the propo-althats

vosdenn

brvogenesis
Aeless thementoer CIoavas

st thevellswercacn e
participantsand that thus progesswas crsalhimgpoerance
torthe prresen ation ol the

I'rogramimeoed 1 or arorteses has been
imothe e el s N

thiste e o

Huiarstnicture o e tras oo

cleatns s thes humans and plants

Aprvat vanen or studhes donem this feld se et
thatin aimost ail human cell one can nnd the capacity
ot undergomy apoptoss S0 that o turn atlows us to
~uppose that thas phenvemenoen has been o cellula
e response created moorder to be adivated by
ntracetivlar asswvell as extracedlular stunal:

Death against death

There i~ o tvpe o1 death called necrosis that s
vharacterized by the tact that it s nat regulated by

1
!
i

83
te celutar programada, |2 cual pepmite que este eguae-
hbrio sea posible,
T presente trabajo explica ol renotteno de muerte
celular por apoptosis v descnbe aliunos de os meca-
PISMOS Quie s iy oiueT,

en suepecucion s ropuldaion

S Qué es apoptosis?

s un moecanismo gque torma perte de L homeostasies
celuiarn y que esta i olucrado eneveritos tales come

ahiferencacion coiular v el desarello de diversas or
Mo - perteneacntesadis
SO COnMdURY cvoiatie dine

Prasvepevies, poriocual
e oo ade

Beosabwe que enoeste proceso las celulas partopan
actvamente en su muerte al licvara cabown progranta
senchcamente repulade. T oon lonnabdad de mante-
fer e recambio colular gue pordons Neconserva
Ly argquaectura e dos tendos

asceluvlas mucien porapoplosasen ol
~os como el desartoilo embrionane ¢
Chiesia v er ctapas adul
el fespucsta o

Wnes proces
rante fa moro-
o de tendos

asenel e

B Remmaing apOpteais Gt sseparar v e Jaert fue
Propucsio voempleade on 18T on o propostto de
desorittr Ly miucrte gue se obsenvaba durante el desa
srotlce embrionario. en la rexeneradion nepatica vola
ro

ACHON O ProbieTacion Vomnerte eastente onomo-
delos de tumaeres murines o8 S direrente o b gue se
DCASIONG PO InToNcaU o )

Las observanones

v aunas patolog

smerte vohie ramada
oo se remontan g pnnoios dol siglo N
practcadas oo embrienes en losa

Hhes seanterprete
tas pobladiones colulares
M RTesentabuan aoernaoo e s e sito Basta Tuga
fios Cuantitatinos
Hostraron U aprosorada-
TP Te SU de Neunoias L otheloncunonas tormadas

nnmacion Jdeoon

TLones

durant liembrogeneas moranan
coctmenitode heer

ISR

~adolhnacinmuento
e Bropener que
sias particapraban activa
MO RO T e S I D PO S par
At tos

Cneste ty

MICRTeN die es
conservar

Laanaer
Actakime

1 stru
el pro

HEING SIRIRS

T o arortosis Ba side
toado Gt
Cesiee O cle e miossas Los hamanees + plantas,
Unawra arcdad deestadios en este canspo suy
Gueen castodas s celulas Bumanaseuste b cpaadad de
SUIRT poptosis *7 L8 Gl DCTTINIe SHPOCEROT GUe oS te Tenio-
meno ha sido una repuesnia g
activadatantoporestenalosantrac

Ooner

ares

Muerte contra muerte

Extsteun ipro de muerte denominada necrosis, que se
CATACIENTA por o estar regulbadd por penes, producto
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pepes and is the product of cellular lesions caused by
piological, physical or chenucal means '

Durnng this type ot death, a set of colls are atfected
by annflammatary process. there 15 also o degrada-
tem of DINA at the nuclear level, butat is not a defined
FAtIEFN s OCEUTS i1 apopitosis, that s made up ot 200
ase pases (b and therr mutnples * 7

Durning death by noewrosis, the celtular organclles
avell Cauang an inctease in cellulas volume, which
doesnotocurdunneapoptoss sincein thiscase there
1~ cvteplasnig condensation that s avcompamied by a
reductian m cctbvolume

A varieny of changes tave been assoviated wath
dedth B necrosis tor example fass of osmonc ba
Iance, ana therctore the membroane potental s abte-
red duae b o Tosieninnag ot AT chis ancreasing it
permeatubin

The final phasc of death by necrosis consists of the

Tusior ot the organele membrranes amd the Joss o
intennty o the cell membrane Additionaliv the ovtos
Plasnue content s bberated anto the interstitial space
creating aranthimmatory response

Dieath by apepioas s Charactenzcd By the fack ot
Lberation ohveltutar mateniahinto st intesstitial sprace.
which avoads the intlammarory process, turthermore
moths tvpe or cell aeath the orcancles practically
remian whole, hovever they maw be altered

I order to achiese the absence otandammatory
Priembranes are tor

Processes. evmunation..

red. and chese cid np fornung vestCalar structures,
that m thar mntenior have vtoplasmn matenal and

onzanelies o 1 apeptotud bodies that naghtonn,
colis 0r macrephases phaton tose
Thecicomosthatarc contamedan the i s womaesthat

arCresent:

the 3yingctattect theceiular structures
Sunminecess Dannsapoepmesis this dJoesnot nappen,

" Panentsare prirtanly artected by

LT O

~ne the Gl
A LT O prretedses valicd daspases

Acommon eve i both tvpes ot cell death s
Chrentatin conduensn

o nesertheesso o the case o
apoptosis it has an appear. i~ st o bl
moen or g nerse .

e th
v does not oceur duniny

in

nectoss whete the Gendensation s miach mcre coms -
JAR! s and fess dense

there are hev dittereroes between
apvatossand necrosis that mustberoahenintoconside-
1o orderteunderstangapoptosisand the mpor.
tant physselogcal role that 2t has (Table

but less oo

s evage

Death, architect of development

At the cell level and duringg the development ot the
embrios there are events such as poenesis, mpsration,
ditterentiaton, matuney and death. thatconstitute the
poak of the ditterentiation process

de lesionescelulares provocadas porcausas taotogicas,
fisicas 0 quinucas.®’

En este t1po de mucrte s atecta repularmente a un
conjuntode células mediante un proceso mtlamatorie,
tambicn a nive! nuclear sedaunadegradacon de AN
peronoenun patron denndocomoen liapoptosis, gue
s de 200 pares de bases (pbry sus multiplos

Durante by mucerte par nevrosis, fos onraneios celu -
lares o hmchan, o que provoca an aumenty en el
volumen celular que nosucede en fa apoptosis. vaque
onesta easte gnacondensacon citoplasnmatea, acom-
panada de una dismmucion en el volumen celular

Una vanedad de cambuos se han asociada con 1a
muerte por tecrosis. por vempie. perdida ded egquahis
Briovsmotico. por L cual ol potendial de membrana e
vealteradoacousade una b en A TPV de esta manera
“Cnerementa su permcatibidad

La tase Gmmal de da muerte por necresis consiste en
Gque los membranas de os ontaselos = fusonan s -
prorde L tenridad doe o memprana celular, ademas <o
hbvera el conterndoe atoplasmatice al espacio intersti-
cral v seanduce as una respuesta imtlamatoria

Lamucrte porapoptosissecaractensza pornoliberar
maternial celular al espacio mtersticial, Le Gue evita el
proceso imtamatono; tambnen en este tpo de mucrte
colular jos onzanclos Pracicamente permanece i e,
gros s embargo, pueden tener alteraciones ©

Para foarar 1 ausenaia de proceso intlamatorno e
torman ey amnacones on lmoembrana celular, las cua
W DO IOTIMAT CHrucTuTas Lescalares, que on
sunteno: conticnen tatenal Aatoplaspatro v ongane-
T~ denominadas CutrDes apoptubies (0 apoptosicos)
Guesontagoditados porceiulasyveanasamacrotapos

Atecran aias estructuras cetulares en una necrosis
Lisencimas contenidas on los lisosomas presentesen ta

«

les torman

Critgaaue es i muriendo Enapoptosis esto no sucede
a que pramordialmente los companentes celala-

asi,
Fes ~onatectados por una famihia de proteasas denoni-
adas caspasas

Un~ucesovomun enambos Gposde mucerte celular
el condensacon de cnmmatina, .an etsbange, en el
Voo e apopiosis Hefie un patron de apanenaia gque
senmei Una medes lune e herraduras o logue no suce-
dr e Becrosis, sa Gue enella b apanenaa de l con-
dunsaaion se observa muche mas compacla, poero es
menos homogenes v Menos densa

Fscvidentegueenvstenditerenclas clas e enitre apop-
fosis vy necross que deben tomaree en cuenta para
vomprenderinapoptosis velunportante papel tisol
RICo ue esta doesempena (Cuadro 1)

La muerte, arquitecta del desarrollo

nivel celular vy durante ol desarrollo embrionario,
UNIsten eventos taloes cone fa poenesis, nugpracon, dife-
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v olumen s vlular
SLADN nuvle

Incremento en

FLmentaoes &

on

Heducaon en ol volu

Cuadio 1 |
DIFERENCIA ENTRE NLCROSIS ¥ ATOMTOSIs |
IIFELRENCE S BEIWEEN NECROSIS AND APOPTOS !
— J— ey
Neorssrs B
Neeromes . o 77 e
i

~ a0 por Esta vontivlada por un e

1Ll g e

Wi elatar

Fragmentaoen del ADN nuddesr en longtiaes J. 28 par i
Sus Ul ERITCh. 1 90 Caalets o mremudleoseaaly :
Low CRAANEISS 1100 SLTET, LIS ©1 A T |

BLeropbanm e e

ST aLon du

Yo

R N N RTINS MO

R N

Depende de enereia (AT,

Apoptosis as respoensible tor the development pro
Conaes s ome Iiving beims, such as the Loss ot interds
stal mwembranes i the supenor vertebrates. palate
Tuson intesunal mucoset and retinaldevelopmeny s
o amphabaans show a regresson process oicer-
tun larvalor, apoptosis Sinthe O
clegin s nematode, that has been used asa study model
tor apoptosis. this process has been observed as a
normal part o the des clopment and even the genes
thal regulate this are knoswn <

Apoptoss dunng embey ogenesis emgmnates the ne-
Cessany plastciny torthe creation of strag ~thathave
Tmtedand transiton raunctionainty . that later drsappoear

or arc tran=tormed onte ditterentated structures
tnaduit tsuesitis known that certam iy pres ot
sach as the cpithelium hepatooytes, the antest
pithehum. spermatosoids the lactanny mammary
sland and processes such as the selecaon and nvalu-
on ot the thymus are regulated by apoptosis " which
M turnmamansa balance that détermines how many
cells o tissue miust have and theretore torm thas or,
o the same mannern plants, the apoeptusis Process is
responabic o sevual dimorphism ditterentiation

Apoptosis, works by steps?

Celluiardeath by apoptosis has beendivided. torstudy
purposesanthreestages. sothat the phenomenonaan
bebetteruncerstood. Incach stage themost impaortant
maorphologival and brochemical charactenstics are
mentioned

An eaterral or internal stimutus to the cell sn
chanee ot the acnvanon of the cell death program: this
can be hormoenes, endogenous proteins, gamma radia-
tion, hyposae. tree radicals, low nutnient levels, patho-

104

TeNCIAGOn, Madurdcion v muerte, gque constituve la
culminacon del proceso de diterenaacion ®
Laapoptosises responsabivde procesos de desarro-
o enalgunos seres vives, como b perdida de membra-
nas mmterdpuitales en vertebrados superores, tusion
polatal. desarrollo de mucosa mtestinat v retinal =
Algunos antibios presentan un proceso de regresion
degertos anzanos larvarios ocasionado porla apopto
s en el nematodo O que haside usado como
madeloac estudioen apoptosis se ba obsenvado como

clegans,
parte normal del desarrolio, Inciuso ~c vonocen los
wenes que a repulan <00

Laapoptosis enla cmbriogenesis oruna la plastici-
dad necesaria pard Lrear exIructuias Gue poscen una
rundenalidad hinntada v otranstona
mente desaparcaeran oose
ras diterenciadas”

Entendos agulios se sabe gue en aertos ipos celula-
res coma el epitchio. hepatoatos epatelio intestinal, os-
pormatosoides plandula manuna en Lctanaia, proce-
sos oo la selecaon timca v innvoludacen del imo son
repulodos por apoptoss ©° Lo que mantene un equih-
brio que detersuna cuantas celulas debe tener un topdo
3L PO COMMCCUENL. G ORLINO QUL Osle CONS iUy Asi-
ismo. en plantas ¢l proveso de apoptosis es responsa-
ble de fa diterencanion propia Jdel dimortismo sesuals

Que postertor-
ANSIOTIMATAN ©N estructu-

Apoptosis, cva por partes?

Lamucrte coiutar porapoptosis se ha divadido para s
eatudio en tres tases can el proposito de entender
mejur el fenomeno. Encada ctapase senalan las carac-
teristicas morfolopcas vy biroguimicas mas importantes,

Un estimulo externo oanterno ala colula se encarga
de actuvar el programa de muerte celular, pueden ser
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anusms among others, th known as

gonic Microar
the tNtiation stags

During the execution stage mostof the morphologi-
caland biochemical changes ot programmed cell death
take place.

At the cellular jevel, the caloum concentrations
increase, bascally by penetration ot this ion from the
eaterior to the intenor, as well as by the hberatton ot
calctum that happensan certam organelles such as the
nutochondna and the endoplasmge reticalum =
The higk calcium concentration activates certamn
svmes such as the endonudeases ienavmes who-
~e tunction s the degradation of DNAYS and the
proteases (caspases), s torether with thos there are
muditications to the cvtosheletal structure, without
reaching complete disonamization. thatcauseschan-
we~an the torm and sice of the coll whase volume 35
reduced e

In structures such as the coll mumbrane, that are
moditied ddurmny apoptosis, there is 3 1oss O svmmeetry
that causes the externahization o the phosphatididserns -
ne, that s normativan the internal laver o the all eell
membrance, s tact that imust be taken into consideration
sitice there are detedtion methods based upon thes phe-
nomenon that is constdered as one ot the carlier ones

The caspases deprade proteins that tunction m pro.
tectmy the celltromdenth by apoptosis sach as Bot- 20
that depirade molec B poivmerases

ules stch as actine,
and protem lnase C

With theancrease o mtracellular free caloiam and
other proteims such as Bas ithat may induce ormbabar
Apoptosis) the mutochondrial membrane boconues
roermeableandloses potental, whohmturnanerea
~osthee dat mdralcastumandinereas
nothas manner. free rm.u..h
v o DINA pre senerated

Drae to the changes s mitochondnal permeabilaty .
watercan penetrate and pe rnm 1w hberation ot evios
chirome Cand proteimns such as thearoptosisiduan,,
fadtor CATIR that activates the «.n;m.\(« o

Itis relesant that we menuon that there have been
eapers al studics where the acnen of the caspases
canmd even then death ocours, this mekes it
cvadent that jesiens 1o the ratochondna are
\.\;ml e o acavanng the ool dearh program tw them
~elves and merctore s e mustconsider that
o rotites, nutdependent upon caspases by s Bch it

BlC o Fave ap

iy
berstian ot mstoct

sany

et

Posis o AT

that cautse the avada

wanhabuted

Uaite

s

Prosis
Accordingtothesumulithataci ate death by apop.
tosis dn::—mm penes mupght be activated  pS30an the
vare ot gamma radiations, s # rp-2and rp-s when the
stunulants are corbiconteraid~ ar the Fas protean galso
called N5 0r APO- 1), interac np with its igand fas
Lo the ehimmation ot mature Toellvat theend of an

nnInUne response, in the activaton of apuptosis by

i
i
I

86
hormonas, proteinas endogenas, radiacion gamma.
hipoaa, radicales libres, baja en nutrimentos, microor-
ganismos pulo;,-.noc. entre otros. o cual s conoce
como fase de iniciacion o1

En la fase de ejecucion se dan la mavoria de 1o~
cambios mortoldcos ¥ bioguimicos de muerte celular
programada.te "

A nivel celular, s concentraciones de calaio se
incrementan, basicamente por Ly entrada de este ion
del exterior al intenor, asi como por la liberacion de
calcio que ocurre en diertos organelos come fas misto-
condrias v el reticulo endoplasmco ¢

Las concentraciones clevadas de calcio activan crer-
tas cnzimas como las endonucicasas (enzamas cuy
funcion es depradar el ADNYT v las proteasas (caspa
<a%) 4 sunado a esto existen moditicaciones en la es-
tructurs del ataesqueleto, sin legar o su desorganiz
CION, Gue provocan cambiosen latonma y tamano de fa
celula, cuvo volumen disminuy e 2

Enestructurascomeo la membrana cetular, que se ve
maodificada cnapoptosts, se produce una pérdida de la
smetria, lo Gue provoca que b tostandiisenna, que
normalmente esta en la capaintenor de la membrana,
~eestenaornce, hechogue debe sertomado encuenta va
Coensten mdtodos de detecaon basados en este
tenomeno. que os considerado comoe uno de los mas
tempranos®

Fas caspasas degradan proteinas, Gue tienen como
tunaon protegerafacelulade la nuerte porapoptosis,
coma Kel-2, que desradan moleulas come la actina,
poitmerasas ¥ 1a proteria cinasa O

Por el incremento doe caleio hibee

wracelular v ode
atras proteittas como o es Ban (que puede induatr o
mnutar S la membrana mintocondnal sera
meabtrada v perdera su potencial, 1o gue inere-
mentaralabiberaconde calao nutocondnal v unincre-
mentoeniasintesisde ATE, de esta manera se generan
radicales hibres que ondan al ADN
Doebido g los cambios de ta permeabihdad nutocon-
drial, serd posibie que entre agua para permtee la
lberacon delcitocromo C v doe proteinasvomo ol factor
mductor de apoptosis (Al Lo cuales acthivan o Jas
Caspasas T
Perinente adarar que se han lovade a cabo
vatudios experimentales en donde seanhube la acaon
delascaspasasvaunasilamuctte ocurre. de estaforma
e itace evidente que un dano en nutocondria es capaz
deactivar el programa de mucerte celular por si solo, lo
gque hace pensar que pucden esastie rum~ no depen-
dientes de caspasas por las cuales se lleve a cabo la
apoptoss

apaptoss,

pe

Sepunviestimulogue active la muerte POrapoptosts,
pPodran activarse diterentes genes: pai3, en ol caso de
rodaciones pamma, = “ rp-2yvrp-scuandaolos estimutos
scan corticosterondes” o la proteina Fas (denominada
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FOR ganugen receptor), such as nur-77, erg-1 and ¢-
132, a1 a1 Part OF the INUMUnOReNIc processes.”

tndonudeases degrade the DNA an o typacal ste
Pas e Patterm cutting tragments of 180-200 base pars
v and s multiples with a loss of microtubules and
nizaton of the cvtoskeleton accompanted by
vondensation ot dhromann U

Fhe rragmentation ot the plasimaand nuclearmem-
Brane 15 a phenomenon that occursin tnis stage. with
the tomntien of Cyvapnations of the membrane that
e e Lo the apoptonic bodies that are vescles inte
sratedd nrariv By nbosomes, mupochondnas and nu-
iear matenal

e these vvents have happened
- pesibhe to obsenve the fragmentanen ot the cell
D it these apoptabte bodies remain as cellalar
restdues thet tater on aw el and tinally disinte
i phenosenon 1= mnown as sceondan
Neverthodee e o

rate

necrosis

the last jshase of apaptosss or

iy ~tige s dlake placeswhereby thesc apoptote

Londies are cimunated by the neighboring celis or ma-
[EEER ANTHE

Molecular control of apoptosis

L melocts arcontrol onapoptosis s considered to be
Ly preserved amongist spedacs, aiven that i has
Been possib e e tnd penes simitarae ranction as well
AN IN SUgLeTee o species that are asadistant as the
CLosers nematode and the haman beon
Iheapoptoss machimeny = tegalated by a group ot
paetcases taled caspases trom which up until e
haveocensdenunied. 7 theseremanin ditierent strue -
tares gt the el lovelard mas bepresent maanbvain the
i ond and the Ovtose Cbur alsoomn other
structures stvb as thenucleus Thereare severai sienal

aocades thut bl

ey ertheless
ot them nmallv converse an the caspases actvation
Sttt

I o b

RISV

WO apopte

reesquent celiuiar dearadation 20

oeell the caspases remain as proct
wensand mustbe activated By the degra
daton ot ceranaspartate nenstes ot the prote
aberatingg thot

s
Tentsoranapprogmate molecalar
betneen ieana 20 kDa gaslo Daltonsy that later
steassemblatie thetetramercinat wil tonm the acts
eiey muatic womples Gt

wenpt

-

This caspase activaten mechamsm mav oduur in

[ETRERNN Eeseiravtivation thatis called autocataly s

:rhe indiect activanon by other caspases that are
Aiready Actne o

T tirst ohase aautovatalvas) the casprases that are
Aoowosyas unators are activated and these are the 208,
Hoand 1 caspases, that have i thorr structure long
e NHosvmogen ends, where there are speatic
~itesordonuans thecaspases recluting domain (CARD)
sadthedeatnenectordomaniDED), i these shallact

166

tambidn D93 0 APO-1), interactuando con su Iigando
Fas L. enlacliminacion de cétulas T maduras al nnal dae
12 respuesta Inmune; en la activadion de apoptosis por
TCRreceprordeantigeno) comonur-77, erg- 1 vo-mive,
COMO parte de procesos rmmunologicos .

Lasendonucieasas degradaran al ADN ¢ un pa-
tron tipico de cscalera cortandolo on teaume ntos de
180-Z00 pares de bases (P v sus multiplos. conuna
perdida de nucrotubulos v orearganizacion det
toesquelcto, acompanadode condensacion de lacro
matina

La tragmentacion de la membrana plasmatica s
AUCTeIr Cs UN TEROITICNOY QUG OCUrre oy osta tase, al
rarmuarse cvainaciones de ba memioang, que daran
OOGEN A for CUCTPOS APOPTOLGs, GUE son vesicilas

Inteiradas PHNapalmente o hosenas, autocon.
drias v matenal nuclear 7 U na Ves gus ostos stcesos
han ocurndo. es posible cbservar la trapmentacaon dae
lavelula

D¢ maniera 1 sitro, o8 tos CULTPOos apopioticos ue-
dan comoe restos celulares que posteriormentae se ane
Char v, por almo. se doestntesraran. Bate tenomeno se
denenuna necrosis secundaria S embarge, encends -
CIOReS e se prosesuwira ko ultima tase de la
ApOPtoss o 2ase e mitiesa, donde estos cuerpos
apoptonces setanvhnunadoes porcelulas ceamas o por
macretasos "

Control molecular de apoptosis

Ll contral molecular de apoptosis se considerd coma
altamente

onservado entre lis espedaes, va que ha
sudo poable cncontrar penes parcados tanto on
runaenabidad como en secuen

1, A espocies tan dis-
antes conme el nes Vs v el ser humana 207

La maguinaria de apoptosis os resulada por un
prupe de proteasas denomumadas caspasas, do las cua-
les hasta L techa se hanadenunicado 14, 70 estas per-
maanceen endiversas estructu

ol .

asanivel colular v pue-
denestar presentesen nutocondna v entosel, proncipal.
MONte. 7T pero tunbuen on otras estructuras comoe ef
riciee Existen diversas cascadas de senabizacion pro-
Pras deoapoptoss

i embargo. b mavona de chlas
firtaln

core convergen en by tase doe adtin aaon de las
Ccaspasas v 1A consecuente degradacion celutar
Lnunac

ulasaludable, lascaspasas pernianeceran
COMO Proenaamas o 2zimogenos. v deben seractivadas
mediante fo dearadacion doe dotermmados sitios ricos
CHNPartato propros du ia proteina

hbwvrande astdos
tragmentos Jdoe un pese molecular aprouamadamente
entre 10y 20 kDa ado Daltonsy los cuales pustenor-
mente seranensamblados eneltetramero, que formara

el Complero eRImatco v active <o

Este mecaniamoe de activacion de caspasas puede
darse por dos formas La autoactiv acon gue se deno-

ST OYC
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1 gethorwit recnnotkecales thatfunctionasadaptors:
Apat-lor DL which promote prosemity and with o
cambination -t then intrinsic protealytic activity shait
Catkse an attoatalytic adtin ation of the natiating caspa-
~os later these wall bean charpe ot activatings the eitector
caspases trdiredt activation), among these are the 3, o
and 7 caspases thatare charactenzed v amuch shorter
N (ammnor end whose tunction - the dearadation ot
the protemns that are vital tor the cell ==
Several of the studies pertormed to ind the molecu-
lar regulation of cellulan death dueng apoptosis are
based on the use o annmabs o celis that have gene
mutations that nmust be achivated durims this process.an
uch @ wav that it their tunction s aftected s mnown.
svthe modincanons of thare phopoty pe charadtensiics,
nowhat processes they spevitically participate
The Casprases that are actvated as oitators may
ary accordin oo stimialus that indaces the apop-
Gsisan the same mannen, the adaptors thatmake the
ctivaton possible and the subsequent activation ot
Sector caspases naay alovans awoth tie stmulus 20

\poptosis, an essential part of the patho-
.ogical processes

SNRCCT AN eSS e o uRresuls
tenpsether wat!

detutar proliteration
Culls,

1 lack ot the capadity o Celis o die
WHEN N o certain einnomnent, mas sefter mutations of
thesr DNAL when tins occurs the moecharisms ot rep,
and apoptosis getactn atcd swath the purposcoras oding
alack ot conrol that woohd nynate cancer =

It hasbeensad thatie patientswith cancer the gene
st codaties the g

tt
A

53 protem s mut ated tnomore than
o1 the cases 77 It more reivvant tielogcal tane-
o are the arrest of the ceiluiar ovdv and the induc
thom ot celluar death B apepioss S theretore, swhen e
loses ordimonshes

srunctonahits . the AROPLosy pros
Ceas does not develop thus crnnating timaers
At the pre fhme st as hnoses tha
nons o Ry P g ad amsopeness that accampany the
PTe=emitation O GO S Cllse anandcrontont the e
prossen ot the 33 proge,
sedstauntiarwheny
Tered tam e ogene \l~l~pnh [ALIRTIEN .1‘1. d aatres
ter tumer grow s anduced -
Certamn virtses such as the humae
us. Chotunenn e
W IV e g

the prhenome

1 papiioma, also
vt pRA degrading PR3 Gaangs thie
un.nn. thus thye chminat
il inbabited By the varus -

- nnpon e o pe3an the apoptesis inducne
Processisaborelated tothe resitance agaimst radiatic
nrandchemrotherapy et tam celulartvpesin which
Pi3saltered or has lostatstuncaonality Inthesecases,
thorape shall notgive the evpected results i the pa-
e Thereas data that suppors the obsery

88

o la actis acion indirecta por otras
e

mina, autocatdl
S VA activas
En una primera fase (autvcatili~is) se activan las
caspasas denominadas inicadoras gue son las
a8 2R, 9 v 10, v U HONen en su estructu e como
simopenos extremons NH, (amino) largos, donde s
cncucntran sihos o domimnios espeatcos: Bl domimoe
de reclutamiento de caspasas (CARD v ol dominie
crectorde muerte(DED) o queactuaran enconjunte
con otras moleculas que funcionaran comuo adaptado-
res. Apaf-1 0 IIED,10s cualus tavoreceran una prosimn-
dad, que en cambinacion con suactuvidad proteolitica
INANECA, Promaoverdn una achivacion autocatalitica
de las caspasas incadoras, postenonmente éstas se
encargaran de achivar a las caspasas ctectoras (activa-
omndirecta ) dentro de Jas cuales estan las caspasas
3. 08 T que se caractenizan portener un extremo NH
tamine) mucho mas COrta, cuva tuncion os degradar
protemas vitales para la celula =
Vanos doe djos estudios tendientes o envontrar la
repulation molecular de muerte celular porapoptoss
se basan en ol uso de anunales o celuldas gue tienen
mutacones en los genes que deben ser actrvados du-
Fante este proceso, detal Mancrague s st tundon se ve
atec

spa-

ada ~e sabe, porias moedinicaciones en sus caracte-
TINticas fCNOLPICAs, VN U PIOCesos participan espedi
frcamente 47

Las Caspasas que sean activ adas como imicadoras
pucden vanar segun el estmulo que indesca apoprito-
Sim, asrmismo, los adaptadores que haran posibie su
aoenvacaon yia subsetuenteactivagion de :.hpumhctu-
toras, tambien vanan con el estmulo

Apoptosis, parte esencial de procesos
patologicos

Bl cancer os una proliteracion celular excesiva o
desrepulada. aunada a la incapaaidad de las celulas
paramonr ~ Las celulas, ai estar en un aminente, pue
densutnrmutacones en su ADN T cuandoestoocurne
fon mecanmismos de FePAaracion v apoptosts se activan
von el propasio de evitar que esta se torne incontrola-
b croe asi un cdnoer S

En pacentes con cancer se ha retendo que el gene
quo codifica ara la proteina PR3 sc encuentra mutado
onmas de 3007 de los casos, Cuvas funciones biolo-
s muis relevantes soroarresto del aco celular o
mducaiande muentecelular porapoptosis. = poretlo, o
3 vl proceso de

perder o dismminuir su tuncionabidad,
apoptosis no sedesarrollalo Gue angng tumaores & -0

Actudimente se sabe ue tenomenos Que acompa-
nan a s aparncaon de un tumor como la aposa v
ANGIOoEeneatsL Causan unancrementoen fa expresion de
la proteina P53 - Incluso ¢ ha propuesto como una
teonaaue al estar p3imutadoysu tuncon alterada, la
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that tumors where P33 s mutated. tocated in lung,
nanimary gland, prostate, o nention some esamples,
tvpeally u-~pund less to chemotherapy i camganson
o tumors that has e a non-mutated p3a3 7 Adso,at alao
reprresentsatherapeutic target sbve e it has been propao-
sed thatwhen the tunction ot psRas renewed thetamor
Can repiress, Bus iy pe ot obsery abons have been seemm
anmmals o~ well asan bonmans

Auto-immune diseases

The nnmmune sy stem bas the tash of detending the
Organistn trom esternal agents, as welbas recoanesangg
s own structures i endes te netdestzos them - The T
Ivimpheas tesareconsideted as the muannettectaor ot the
pathogens such as

NBMUNC T0S0T8C ast SO0
srases

A lvmpirocstes have the capaaite erdaam By apope-
tosis i ditterent stages ot thaer bhteanalteration ot thas
phoenomenea would vatse autoanurumty

Whetnnthinunation exises i the ontanse, the celis
that have particpated an theis phenomenon must be
chnnnated oy order o avoad o chroew mtlanumatory
Process 10 Hhis case apoptosts 1s abae a mechansm ot
chmination. and because ot thes, once the T ivmphao-
evtes have been activated By a pathogenic agent they
Grialate tar some dan s and are aten discarded

Fheesplanationtorcertnnauto rmune discases s
themechanan toehmnate the lvmphoovies s
CHCient or and thas pereate the reaction
ATANNSL ats Owr Trention that the
Speaie nos autosreact e vmyphe.
Cyvtesas th

= altered
tiastes T OWe muse
¢t elimanate the

socalled Tas route

1t v hes s thae 1 partholog
arthrms amd erythemotons lepas the mechanam ot
Ivmiphoeaoy e chmmanen s~ delaved and thus indudes a
Projomiced dutoantiammaton provess -

In the ruture the therapeutc possibihties 1or thus
tvpeot discases shadlbeditected tothe reestablishner
Ot the apoptosts rautes e erderto avord the prosen
tor ot autos minane phene: :

e~ ~noh as rhoeumatond

wnaons

Some methods for the detection of
apoptosis

Electron microscopy

The descnpion of apoptosis was achieved byt
ob~ervatonundertheelectron microscope whetebyv the
charactensaes menthoned above are made evident
Chromatincondensationin halt moon pattern. reduction
of cell votumie, tormanon ot apoptotic bod i
phagocvtosisot theseby neighbonag cclls; thes technigue
1 commaoniy apphed i cell cultures that have been
subpected Lo some apoptosis inducingg stimulus -
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aniogenesis tumaoral e potenaatiza einduce masor
crecinuento tumoral S

Elatectar Ly funaion del poene p=3 e un mecanisne
tambidn empicado por crertos virts, ontre clos oi doe
Papdont hemano quecen b prowina HPV Pedesrada
apiRoentaendoasigque s cclubas e donde permanceas:
el varus 2 cGlaminadas jror apoptosis

Lamnportancade paien o procesoda induccion de
APOPLesi se reladona tambeen con e capacidad de
FOSISMULICIY O FacdBacioNes v GUImintergma oo iertos
tpos celulares en los cuales P esta alterado o ha
POREIIE SU TUNOOTIATIGL C1 Ostos Gios L terapis e
dara los resultados esperados o i pociente Extme
twendatesque apovan linb=en acsndesue en tumones
donde pA3 e encuentea mutado. comados lovalizados
en pulmon, planduld Mamarna, prostity pror menduo-
naralpunos. responden tipcameente ennenor grado.
iquuinterapia, cncomparacion con les tumores que
Pro-entan an pa2 oo muitade Asoisine representa
un BHance terapeutico, va que ~e ha propuesto gque al
restablecer 1a funcion de podria tograr una
caresion tumaoral, este tpode absersacenes han ~-dn
practicadas tantoen anmalescomo en bumanos =77

JORRIENY

Enfermedades autoinmunes

Lisstemammuune nenelatareade detenderalorgams-
MO e daentes exterios s come Jdoe o reconocer las
CSITUCTUTY S propias para nedestraerhas -
T ~c conaderan comes os 3
con

Los hntodtos
vpales ehoctores de da
unos patogenos

Tune en

Seano fos viras
Los imtocitos T enen

APPIOSS e G

ta vapaciaad Jdeomons por
setapas de savdal ana aiteras
W provocara ntementy

Qunenestetenomen
auteinmundadd
Caando en ol onuamsinne ety

Conseat

mtiamacion,
mlas una ves que partiapan en este tenomeno deben
serehminadas Con el propesite de esvitar un procesa
it tamiter 1o el mecanis.
made chnmuraciones aportosis Soresouna s s sque las
Orzocitos T han sdoacosados por algun acente patos
KURC FEIMAnecean por alpines dias on cin ulacion
para tuege ~er desed hados

las ce-

CRSTCIN SRR ERN

Crieste v

La expiicacion a alaunas entermedades autonmu-
nes radica ve que ol mecanismo para chminar o los
Iinfodtos neesendente o seencuentraalterado, logue
pormite
Fros Esnecesano menoonar Gue una ruta espeditica
donennnada via Jde Fas e~ laencargada de eluminar a
Los hntositos autorrea

Coreaccianen en contra de los tepdos pros

vos

Sesabe que en patalogias tiles comao la antritis reu-
matonde veiiupe s entematoso clmecamsmaode elinm -
macton e retrasa mduce asi un
autoprocesenfiamatono profomcado
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I tissues that torm part of arganisms. this pheno-
menon may be observed but in a small or limited
wroup of ¢ells and therefore this technique s not
adequate tor quantinication ot this phenomenon, sin-
o the number of cells present may be underestima-
ted, paven that they will not ahways exhibit the mor-
phological characteristios of apaptosis, which doos
not exclude the possitality of them bemng part of the
phenomenoen, butthat perhapstheyarcinamorpho-
hyucally non-detectable phase

Hematoxylin and eosin s1ain

The obsersaton of cobis stained by hematovvhn and
eomin (s a0 techmigque that has seseral advantages
Ance 1t s a lower cost than others ot only requires a
Ietit nucoscupe and a nncrotomie and the personnel
that portonns it necds relatively hittie traimang, Inoat,
~amples can be used that were previansiyv collectaesd
trom ather patents, tivad i 1 tormaldehvide ana
then processed

Iy thus technique the chromotis may be ob-erved
with its halt moon pattern, alsas st allosw s s toobserve
Aureater amoaptorcelisthansath the electron nucros
cope: nes ertheless the disads antage s that itcontuses
the vhromatn condensa

on that extsts 10 the non-
apoptate cellswath that whichas toumdin the apogrtos
to cells feaample o1 this nvpe or cells are the small
Iemphons tos), occasienally s dithoult 1o distinguish
the celis that are trals apoptouc trom those that ane

duatiuased By the microtome or the tssue procesamzin
eneral 1t must be remembered thar this toolan the
LANUs Of A cxperenced an Anow iedigeabie patholo
Qistcan Beoveny ettec e e naandy when culture colis
arceranuned towich an apoptosisindud

wstnnalus

Fluorescence stains

In orduer to observe cells staned
sodorants Hloechst wr the Known as
DAPTmay be used  Lisingg these 101s possible 1o casiy
rdentiny the Charadton-tes sauch as
vondensatienand nuclearfrpimeniaton, Cas wellas te
evaluate and quanuty a sonsiders rble amount of ceils

The disadsantag 1 techrigue e imats higher
vostand thatinorder to p.-n:vvm such atechnique the
Spednc tluarescence system s reguired, besides that,
the same evaluatson errarsmentioned tor the HE tech-
mgue may be comntted -

with
colorant

thuarescent

chromatin

DNA electropnores:s

Therragmentaunon ot DN A nagaar gelisone ofthemaost
trequently used techtagues tor the Jdetection ot

90

En un tuturo probablemente Jas posibilidades wera-
peuticas para este tipo de enfermedades se entocaran
en restablecer las vias de apoptosis, para o\lt.lr que
aparezcan enomenos de autoinmunidad 0

Algunos métodos de deteccion de
apoptosis

Microscopia electronica

La desenpeion de apoptosis se llevo a cabo medhante
observacion Por nucroscopia electronica, en la cual se
hacen evidentes las caractensticas va menaonadas;
Condensacon de cromatinag en patron de media luna,
reducaon del volumen celilar, tormacion de cuerpos
APOLAUCOs v LIROCHOS S de Gstos por células veanas,
extatecmcase aphcacomunmenteen cultivoscelulares
quu han sidosometidoes aalgun estimula queinduzea
apoptoss

En tepdos quo

torman parte de organismos, este
fenomeno pucde sor observado. pere en un grupao
pequeno o hmitado de celulas. por ello esta téenica no
resulta muy adecuada para a caantiticacion del teno-
Meno, va que el numero de céhalas que se presenten
purden ser subostimadas, debnde 3 ue no siempre
exhibiran lascaractensticas monologicas de apoptosis,
lo cual no esciuye gue esten expenmentando el teno-
MeNo, Pero qiziza en otra fose no detectable desdoe ol
punta doe vista mortoloee

Tincion con hematoxilina y eosina

1 a observacion do velulas temidas por hematosidina y
oSt (HIE) €5 URa 1ecmica que presenta ventajas por
MNICA en Telacon con otras, solamente res
quiere un maeroscopmo de lus voun micrnitomo, v
relatit amente poca capacitacion del personal que fa
lievaa cabo. Enella, se pueden usar mucstras que han
~ido colectidas antenormuente pars otros pacientes,
fadas en rormalina amartymuads al 1007 procesas
da~
I nestateemcase peedeobservar licromatinacon su
pratron de media funa, asmismo perm ralorar un
numeto maver de celilas que con b imros opis ©

ser ey

-
tronwa, s embargo. lo desventaga os que contunde la
condensacion de la cromating eustente on celulas no
apoptotcas de fas que estan on apoptoss (epemplo Jde
estasceiulas SO HNEoatos Pequenos . cliocasiones puce-
deserditicildistingear lascelubas gque de serdad estanen
APOPtoss de Bs Qe son danadas por el nucrotoma o el
proceso del tendo en general Cabe senalar que esta
herranuentaien manos deun patologoespenmentado
COn conodniento sucle

Ser ctectiva, prmordialmente
donde se exanunan colulas vn cultivos a Las cuales se Jes
aplica un estimulo que induce apoptosis ~
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apoptosis phenomenon given that it makes evident
thespecificstepwise or nuclcosomal pattern, composed
of 200 bp fragments and their multiples, that are
ofiginated atter the degradation of the DNA by the
vndonucteases that participate in the phenomenon .=t

The cells or tissues used for this assay must be
treated physically (temperature) as well as chemically
enzymes, tor example protemase Ki totree the DNA,
usng phenod and chivrotorm to remove the proteins
When the DNA o the samples is obtaimned., these are
subjected to electraphoresis in agar gel at g density of
17 1o 270 anthis manner when the DNAGs statned in
the gol wath endimum bromide the tragmentation pat-
tern can be observed © This techiuque s conmdered
qualitative, but not quantitative, one otatsadvantages
1~ that it s voery simple and has g very low cost

This techmique is charactenized by bemny; not very
sensta e, since teannotdetect very smallquantities ot
the genetic matenal when this phenomenon occurs
This disadvantage mav be reduced i senthenn type
hybridization s pertennbed, marking the DINA wath
radivactive phosphorus. this test nuay be used to dis-
tinguish betveen apoptosts and necrosis -

TUNEL assay

When the DINA 6 depraded by the achion ot the
endonuddeares, 3 tragments are penerated, these form
thesubstrateioranensymecalicddeosvabonucleotidd
transferase thatcatalizesthe addition \'Hhu nucleotides
marked wirh tluorescem, and allows the
observation of the cells with rrapmoented DNA asswel
as smultaneausiy viewing theirr morphology under
the microscope

This techmgue has the advantape that 1t can be
observed inoan ordinary ipht mupcroscopse without a
fluorescemn svstem.at s considered auantitatine me-
thodology 1t has the disodvantage orbemnga costiy anag
that ity catreme sensitvaty detedts the tragmentation
thatisindudced by topaisomerases ltcanbe appliedin
coll suspensions asawell as paratiing processed tissues

Flow cytomotry

Flows cvtormotry pertits the detection ot the intensity
vt the tluorescence

> by an electronic and
rechanicaldevive called asvitometer ' inthisapparatus
it is possible toanalvre great amounts ot cells in a tew
sunutes. besdoesthereare technigques thatare based on
the measurcmient or DNA, morphology evaluation,
detection of trapmuentation and even the eypression of
the proteims of apoptosis. that may be detected,
casured and quantitied within a cel! population. Itis
cvonsidered as one ot the most sophisticated
techniques . Even though it s extremely sensitive, its
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Tinciones con fluorescencia !

Para la observacion de las celulas tenidas con coloran-
tes fluorescentes pueden emplearse los colorantes
Hoechst 33258 o el colorante denominado DAPL me-
diante ella se pucden idenuficar taalmente caracteris-
ticas como son la condensacion de ta cromatina v la
frapmentacion nuclear. asinusmue, se puede evaluary
cuantificar un numero corsiderable de eelulas

Las desventajas de esta tecuca radican en que vs de
UN COSLO MAyor v que para Hevarks a cabo se necesita un
sistema de tluorescencur, ademas, s¢ pueden cometer
los mismos errores de yvaloracian mencionados para la
tecnica de HE -

Electroforesis de ADN

Latragmuentacaon de ADN porpelesdeagarosacs una
de las técnicas mas frecucntemente utlizadas para
detectar ol tenomeno de gpoptosis, gue permate hacer
evidente el patron especiticode escalerav nucieasomal,
elcual posec fragmentos de 200 phoy sus madnplos, que
e oongina tras la degradacion del ADN por las
endonucleasas que participan en el tenomeno ™

1as celulas o tepidos que se destinen a este ensayvo
deben ser tratadas tanto fi<ica (temperatura) coma
quinucamente (CRZiMas. por clemplo. protemasa K
para hiberar al ADN. utihzande tenel v clorotormo.
para remover las proteinas Al obtener o ADN de las
MUEStras, estas se sumeten a una electrotoreses con
geles de agarasa entre una densidad de 199 a 297, de
estamancera,alsertenido el ADN presenteen el gelcon
bromurede cudio, se visuabizael patronde tragmenta-
cron C bsta tdone,

2 <o considera come cialitativa, mas
nO cuantitativa, una de sus ventajas es que es muy
~stmple v de bajo costa

Lata tecnica se Caracterisa por ser poce senstble, va
que ne puede detectar cantidodes pequoenas de mate-
nal genctico que presenten cltenomene BEsta desvens
tara pucde redudirse sise levan a cabo hubndaaones
tpo~cnthers marcandoel ADNon tostoro radactivo;
es1a prucha pude ser empleada para distimgusr entre
APOPtoss ¥ necrons

Ensayo de TUNEL

Al existr una degradacion del ADN por acaion de las
cndonucleasas se generan tragmentos 3 estos constitu-
yen ol sustrate para una enama denominada
deonrmbonucleotidil transterasa que cataliza la adscion
Jde nucleondos marcados con tluoroceina, lo que perma-
te observar a las celulas con un ADN tragmentado v su
martologia de forma simultanea en el microscopio ©
Esta técnica iene la ventaja de que puede observarse
A UN MICToACOPI0 Optice cormun sin sistema de fluores.
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comt 1s very high and it can only beapplicd in cellular
suspoensions which can be lnmiting

Annexin satin stain

This assay is based upon the cellular membrane
alteration in which the phosphatidilsernine that i~
present an the membranes i a normal fashon, s
entenonzed whenthe cell-arc undergoing anapoptotic
process. and thus the phosphatidisenne may jom the
annceun

T he disadvantages are the tact that the color can
entes any celt that has a Joss of membrane integnty
and thatitimust not be used in permeable eells orm
fissues embedded in paratfing neverthelessithas the
advantage that at atlows the examunation of a larg,
amount ot eetis”
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cencia; se considera como una metodologu cuantitati-
va, hene la desventaja de sorcostosa v de quesuestrema
wnsibilidad detecta fragmentaaoninducida portoposo-
merasas.” Se puede aphcar tanto en suspensiones celu-
lares coma en tepd Os procesados en parafinag

Citometria de flujo

Lacitometriade thugo peemite detectar i aintensidad de
Nuorescenca de las celulas moediante un dispositive
electronico v mecanico denomunade catometro U n
este aparato es pasible analizar grandes cantidades ue
células en pocos minutos, adicionalmoente exasten tée-
nicas que sebasan en lamedioondel ADN, evaluacion
de lamortologa, detecaann de tragmentadon vincluse
eAPresion de proteinas propias de apoptosts, que pue-
den ser evidenaadas, medidas v cuantificadas en una
pablacion celular. Se considera como una de tas tecn-
casmassotisticadas U Aungque esextremadamente ~sen-
sible, su costo es muy aito v solamente pucde aphicarse
en suspensiones cehulares, 0 gue e~ una natante

Tincion con anexina

Fate ensavose basa enaiteraaenes propras dela mem-
brana celular on tas cuales 1 tostatidilsenng presente
en las moembranas de mancera normal se estenonza
cuando las welulas estan en un proceso apoptotico, de
osta manera la tostatidilsenna pucde acoplarse con la
anexna ”

Las desventanas son que ¢ pacde introducr el colo-
rante en cuakquier célule que tenga una pentida de la
mregndad de lamembrana v que nodebeserusadoen
céludas que han sido permeatalizadas o en wepdos ain-
cludos on paranna, s embange. tiene s ventaga de
Que permite exannnar grandes cantdoades de células ©
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