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IMPLANTACION QUIRURGICA DE CISTICERCOS (Taenia soliumy Taenia
crassiceps) EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DEL CERDO

Armando Trejo T. "+, Aluja Aline. !, Agnés Fleury O. #* Edda Sciutto C.?
Proyecto financiado por CONACYT 106154

El objetivo del presente trabajo fue el de estandarizar un modelo experimental de
neurocisticercosis porcina inoculando oncosferas activadas de Taenia solium directamente en el
sistema nervioso central del cerdo, para asi estudiar la reaccién inmuno-inflamatoria local vy
sistémica asociada con la infeccion. Se realizaron dos experimentos, en uno se inocularon
cisticercos y en otro se inocularon oncosferas de Taenia solium, activadas in vitro, en el sistema
nervioso central del cerdo mediante neurocirugias. Doce cerdos de 2-3 meses de edad se
incluyeron en cada uno de los experiementos, 8 fueron inoculados con oncosferas de T. solium en
el sistema nervioso central, 2 via intra-muscular, y 2 fueron controles de cirugia. Se tomaron
muestras de suero (antes de la infeccion y cada 21 dias); se evaluaron por ELISA los niveles de
anticuerpos y antigenos especificos. Las necropsias se realizaron 4 meses post infeccion. Los
encéfalos se recuperaron para realizar estudios de histopatologia. En el primer experimento no se
logré establecer la infeccion, no hubo desarrollo de cisticercos en el sitio de inoculacién. El
segundo experimento resulto exitoso; en todos los cerdos inoculados con oncosferas se
observaron cisticercos cercanos al sitio de inoculacion al momento de la necropsia. Los animales
de los cuatro grupos presentaron valores por encima del punto de corte en anticuerpos (a partir de
5 semanas post infeccidén) y antigenos ( 12 semanas post infeccion). Los resultados obtenidos en
este trabajo indican la factibilidad de evaluar a futuro nuevos tratamientos; asi como aumentar los
conocimientos acerca de los componentes de la reaccion inflamatoria asociada a la

neurocisticercosis.

Palabras Clave: neurocisticercosis, oncosfera, inmuno-inflamatoria, anticuerpos, inoculacion

experimental, antigenos.
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SUMMARY

This study was designed to standardize an experimental model of porcine
neurocysticercosis inoculating activated Taenia solium oncospheres directly into
the central nervous system of the pig, in order to study the local inflammatory
immune reaction and associated systemic infection. Two experiments were
conducted: inoculation of cysticerci and Taenia solium activated oncospheres in
vitro in the central nervous system of pigs by neurosurgery. Twelve pigs 2-3
months of age were included in each experiments, 8 were inoculated in the central
nervous system, 2 intramuscularly, and 2 remained as surgical controls. Serum
samples were taken (before infection and every 21 days) and were evaluated by
ELISA and antibody levels of specific antigens. Necropsies were performed 4
months post infection. The brains were recovered for histopathological studies.
The first experiment failed to establish infection, there was no development of
cysticerci at the site of inoculation. The second experiment was out successful. In
all pigs inoculated with oncospheres cysticerci near the site of inoculation were
found at the time of necropsy. All animals showed increases in antibody titers (after
5 weeks post inoculation) and antigens (3 months post inoculation) above the
threshold value. This results

Key words: neurocysticercosis, oncosphere, experimental model, inflamatory,
immune, antigen, antibody
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IMPLANTACION QUIRURGICA DE CISTICERCOS (Taenia soliumy Taenia
crassiceps) EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DEL CERDO

1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES
La Neurocisticercosis (NC) es una enfermedad parasitaria causada por el
establecimiento de las formas larvarias (cisticercos o metacestodos) de Taenia
solium en el sistema nervioso central (SNC) del hospedero, que puede ser el
humano o el cerdo y excepcionalmente otros carnivoros, como el perro.
En paises de Latinoamérica, Asia, Africa sub-Sahariana y partes de Oceania, la
NC aun es una enfermedad comun y es una importante causa de epilepsia
adquirida a nivel mundial (Nash et al., 2006).
En México como en muchos otros paises endémicos, los primeros estudios para
determinar la frecuencia de la NC se realizaron en hospitales y en series de
necropsias. Se encontraron frecuencias de hasta el 8.6% en pacientes
hospitalizados y alrededor del 2% en necropsias de adultos (Antoniuk et al., 1999;
Fleury et al., 2003).
En dos estudios epidemiolégicos realizados en medio rural en los Estados de
Morelos y Puebla, se encontraron prevalencias de NC en los humanos de entre 9
y 9.5% utilizando como criterio diagndstico los resultados de la tomografia
computarizada (TC), (Fleury et al., 2003, 2006), mientras que estudios de
prevalencia hospitalaria publicados en la Gaceta Médica de México mostraron que
entre 1995 y 2001, en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia de
México, la NC fue la novena causa de mortalidad hospitalaria y la quinta causa de

morbilidad (Jiménez-Marcial y Velasquez-Pérez 2004).



La mayor parte de la patologia de la NC se debe a la respuesta inmune del
hospedero, a la presencia de los metacestodos de T. solium en el cerebro. El
estudio de esta respuesta inmune se ha visto obstaculizada debido a la
complejidad para obtener muestras de tejido cerebral de pacientes y a la compleja
biologia del parasito. La respuesta inmune puede variar dependiendo del periodo
de incubacion, numero y localizacion de los cisticercos en el cerebro, asi como el
estado de los cisticercos (vivos o en varios estados de desintegracién) (Cardona et
al., 1999).

El cerdo, hospedero intermediario natural de la fase larvaria de T. solium, es la
especie mas adecuada para reproducir un modelo experimental de NC. En esta
especie se ha logrado desarrollar la infeccidon inoculando las oncosferas
eclosionadas in vitro directamente en las masas musculares (Verastegui et al.,
2000), también se ha logrado realizar infecciones experimentales administrando
por via oral huevos y proglétidos de T. solium (de Aluja et al .,1996; Sciutto et al.,
1998; Nguekman et al., 2003). El uso de los cerdos como modelos animales para
la cisticercosis es ideal debido a que la descripcidn histoldgica de la respuesta del
animal alrededor del parasito se asemeja a la registrada en muestras humanas

(Lodono et al., 2002).

1.2 RESPUESTA INMUNO-INFLAMATORIA ASOCIADA A LA
NEUROCISTICERCOSIS
El conocimiento de la respuesta inmune en la cisticercosis es relevante para
entender los mecanismos inmunoldgicos que el hospedero desarrolla ante el

parasito y por ende facilitar el tratamiento. En humanos la NC puede ser



completamente asintomatica o puede presentar una gran variedad de sintomas no
especificos (dolor de cabeza, epilepsia, demencia, depresién o hipertension
intracraneal). Las causas del porque la presentacion clinica de esta enfermedad
es tan variable no estan muy claras, se cree que se debe a la interaccion de
factores del hospedero (estado inmunolégico, edad, genética y género), factores
del propio parasito y factores de exposicion al mismo (Chavarria et al.,2006;
Alvarez et al ., 2002).

El cisticerco es un parasito complejo y como tal expresa un conjunto muy extenso
de antigenos y cada uno de estos tiene la capacidad de inducir una respuesta
inmunoldgica de caracteristicas particulares. Esta diversidad antigénica podria
contribuir al pleomorfismo que se presenta en la neurocisticercosis (Ramos-Kuri et
al., 1992). Algunos de estos antigenos podrian estimular la produccion de
anticuerpos especificos, mientras que otros podrian participar en la evasion por
parte del cisticerco de los mecanismos inmunoldgicos del hospedero contra este
(Flisser et al., 1986). El cisticerco tiene la capacidad de secretar antigenos al
medio circundante , como el antigeno parasitario HP10, originalmente identificado
en Taenia saginata y que es compartido por Taenia solium (Harrison et al.,1989).
Las caracteristicas inmunodominantes de este antigeno y su secrecion por los
cisticercos en estadio vesicular han sido documentadas ampliamente (Fleury et al.,
2003). Sin embargo, su funcién en la relacién hospedero-parasito no se ha
explorado.

Las células que participan en la neuroinflamacion y que se asocian a esta
parasitosis se han estudiado desde el punto de vista morfolégico en cerdos

(Lodono et al., 2002). En estos estudios se reportd que en los granulomas



formados alrededor de los parasitos se encuentra la presencia de linfocitos,
células plamaticas y eosindfilos. Este resultado concuerda con lo reportado
previamente por medio de histopatologia en la cisticercosis porcina y humana (de

Aluja & Vargas, 1988; Gonzalez et al., 1987; Alvarez et al.,2002).



1.3 JUSTIFICACION
En este proyecto, se pretende desarrollar un modelo experimental de NC porcina
para poder estudiar la evolucion de la enfermedad de una manera controlada, asi
como el grado de dafno que causa la respuesta inflamatoria en diferentes
estructuras del sistema nervioso central. Este modelo permitira determinar si es
posible en un futuro evaluar nuevos tratamientos cestocidas.
1.4 HIPOTESIS
La implantacién de oncosferas viables directamente en el sistema nervioso central
del cerdo permitirda el desarrollo de la neurocisticercosis y el estudio de los
fendmenos inflamatorios asociados a dicha patologia.
1.5 OBJETIVO GENERAL.

Estandarizar un modelo experimental de neurocisticercosis porcina inoculando
metacestodos y/u oncosferas activadas de Taenia solium directamente en el
sistema nervioso central del cerdo (SNC), para asi estudiar la reacciéon inmuno-
inflamatoria local y sistémica asociada con la infeccién.

1.6 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

* Realizar el estudio macroscépico de los encéfalos infectados, para
determinar la cantidad, localizacion y estado de degeneracién de los
cisticercos.

* Realizar la descripcion histopatolégica por medio de la técnica de H-E
(hematoxilina-eosina) de las lesiones en el tejido circundante a los sitios de
localizacion del parasito y de la misma forma llevar acabo la clasificaciéon de

acuerdo a de Aluja y Vargas (1988).



* Determinar los niveles de anticuerpos especificos anti-cisticerco en el suero

de los animales infectados.

* Determinar los niveles de antigeno parasitario HP-10 en el suero.



2 MATERIAL Y METODOS.

2.1 ANIMALES

Para el primer experimento de inoculacion de metacestodos de T. solium en el
SNC se adquirieron 12 cerdos de 2 a 3 meses de edad, de la raza Landrace x
Yorkshire provenientes de una granja tecnificada y libre de cisticercosis. Para el
segundo experimento de inoculacién de oncosferas activadas de T. solium en el
SNC se adquirieron 12 cerdas de la misma raza, de 2 meses de edad. En ambos
experimentos los cerdos provenian del Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extensién en Produccién Porcina (CEIEPP) de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). Los
animales estaban clinicamente sanos y libres de cisticercosis, y fueron alojados en
la Unidad de Confinamiento Porcino de la FMVZ- UNAM durante los 4 meses de

duracién de los experimentos.

2.2 RECUPERACION Y PREPARACION DE METACESTODOS,

EXPERIMENTO

Los metacestodos de Taenia solium, se obtuvieron de cerdos infectados
naturalmente, se lavaron tres veces con solucién salina fisiologica estéril y se
mantuvieron en medio RPMI 1640 (Gibco ®) suplementado con 10% de suero
fetal bovino, L-glutamina y 5% de antibidtico (penicilina-estreptomicina) a una
temperatura de 37°C y una atmadsfera con 5% de CO, durante 21 dias hasta su

inoculacion.



2.3 IMPLANTACION DE METACESTODOS.

Previo a la implantacion de los metacestodos, los animales se sometieron a un
ayuno de 8 horas para evitar complicaciones durante el manejo anestésico. Antes
de la cirugias los animales fueron pesados, posteriormente se tranquilizaron y
anestesiaron con una combinacién de Azaperona (Sural®) 2.2 mg/kg vy
Tiletamina/zolazepam (Zoletil 100®) 6 mg/kg via intravenosa en la vena cava
anterior.

Una vez anestesiados, los animales fueron llevados al area de preparacion de los
quiréfanos de la FMVZ, se realizé la limpieza y asepsia del area quirurgica (nasal,
temporal, parietal y occipital); se les colocé una sonda endotraqueal de 15 cm.
Los animales fueron trasladados a la mesa de cirugia donde la sonda
endotraqueal se conectd al aparato de anestesia inhalada. Para mantenerlos en
plano anestésico se utilizoé isoflurano con una tasa de flujo entre un 2 y 3%. Se
realizd6 una incisién lineal de 3 cm en la piel con una hoja de bisturi del numero
15; en dos tiempos, cuyo centro se encontré6 a 2 cm en sentido rostral del
conducto auditivo externo y a 2 cm a partir de la linea media en sentido lateral. La
hemostasia se realiz6 por medio del uso de un electrodo bipolar de Malis y se
colocd un separador en el sitio de la incision; se legré el periostio y con un equipo
para craneotomia de alta velocidad (Midas Rex®) se realizé una trepanacion en el
punto mencionado; se removieron las astillas de hueso con una cucharilla de
Volkmann y se incidié la duramadre con una hoja de bisturi del numero 11. Los
bordes de la meninge fueron electrocoagulados y se implantaron 3 metacestodos

en el espacio subaracnoideo, al término de la implantacion se corroboré la



hemostasia de la duramadre; se aplicaron fragmentos de esponja estéril de
gelatina natural absorbible (gelfoam®) en el sitio de la durotomia y se aplicé un
fragmento de cera para hueso en el sitio de la trepanacion. La sutura de los tejidos
se realiz6 por planos; primero la aponeurosis epicraneal y los tejidos subcutaneos
con Vycril del numero 1y después la piel con Nylon del numero 0.

Los cerdos se dividieron en 3 grupos, quedando distribuidos como se muestra en
la Cuadro1.

La implantacion intramuscular (IM) de metacestodos de T. solium en el miembro
pélvico derecho de los cerdos sirvié como control de la infeccion.

Una vez terminada la intervencion quirurgica los animales se extubaron, se
llevaron a los corrales de observacién, en donde fueron vigilados por 12 horas
hasta que se restablecieron completamente de los efectos de la anestesia.

Se les dio manejo postoperatorio con una combinacién de Penicilina G procainica,
Dihidroestreptomicina, Dexametasona (Shotadex®) a unas dosis de 1ml por cada
20 kg de peso durante cuatro dias y antiinflamatorios no esteroidales: Meglumina
de Flunixin* (Napzin®) a una dosis de 2.2 mg/kg de peso cada 12 horas durante
cuatro dias posteriores a la intervencion quirurgica. Los animales se evaluaron
clinicamente, diariamente durante el tiempo de duracion del experimento que fue
de cuatro meses. Se tomaron muestras sanguineas cada 20 dias, iniciando con el

dia 0.



2.4 RECUPERACION Y PREPARACION DE LAS ONCOSFERAS,

EXPERIMENTO 2

La Taenia adulta se obtuvo de un paciente diagnosticado en el Estado de
Guerrero, después de recibir un tratamiento estandar de tenicida que se compone
de 2 g de Niclosamida por via oral en ayunas y 2 hrs después de una purga salina.
Los proglétidos se recuperaron por tamizado, se lavaron con agua destilada, se
almacenaron en 2.5% de glicerol suplementado con una combinacién de
penicilina-gentamicina y fueron mantenidos a 4°C por 7 dias hasta la obtencion de
los huevos de T. solium de los proglotidos y la evaginacién in vitro (Verastegui,
2002).

Los huevos fueron eclosionados en una solucion de hipoclorito de sodio al 10%
(2mL). Se tomaron alicuotas cada 1-2 minutos y se observaron en el microscopio.
Cuando los bloques embrioféricos se disgregaron de la mayoria de los huevos (5
min) se agregd medio RPMI 1640 para lavar las oncosferas (Gibco ®), la
suspension se centrifugd (1,000g durante 10 min). Las oncosferas de Taenia
solium fueron activadas mediante la incubacion en fluido intestinal artificial que
consiste en una solucion de 1% de pancreatina, 0.2% carbonato de sodio
(anhidrido) y 1% de bilis de cerdo, en medio RPMI 1640 (Gibco ®), que se agitd
durante 50 min a 37°C. Las oncosferas activadas fueron centrifugadas a 1,000g
durante 10 min y lavadas 3 veces en medio RPMI 1640 (Gibco ®) frio y se
resuspendieron en el mismo medio (Kyngdon, et al 2006), se realizd el conteo de
las oncosferas utilizando la camara de Neubauer. La viabilidad de las oncosferas

se determin6é mediante el uso de 0.4% de azul tripano (Sigma), las oncosferas que
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excluyeron el colorante se consideraron viables (Verastegui, 2002). La viabilidad
resultd del 85%. Las oncosferas se matuvieron en medio RPMI 1640 (Gibco ®) a
una temperatura de 37°C para su utilizacion, manteniéndose en estas condiciones

durante cinco horas, que fue el tiempo de duracién de las cirugias.

2.5 INFECCION

La metodologia para realizar la inoculacion de las oncosferas fue la misma que en
el experimento 1, ya que las oncosferas se inocularon en el SNC de los animales.
Los cerdos se sometieron a neurocirugia para realizar la inoculacién de las
oncosferas activadas a nivel del espacio subaracnoideo. Los animales se
dividieron en grupos, quedando los grupos como se muestra en el Cuadro 2.

La inoculacion intramuscular se realizé directamente en el miembro pélvico
derecho con una jeringa de 3 mL y una aguja calibre 21 G x 32 mm.

Una vez terminada la intervencidén quirurgica los animales se extubaron, y se
observaron durante todo el dia posterior a la intervencion.

Se les dio el mismo manejo postoperatorio que a los animales del experimento 1.
Los animales se evaluaron clinicamente, durante cuatro meses que durd el

experimento, durante este tiempo se tomaron muestras sanguineas cada 20 dias.

2.6 TOMA DE MUESTRAS

Las muestras sanguineas se realizaron de la vena cava anterior, previa
desinfeccidon de la zona con yodo al tiempo 0 y cada 20 dias durante los cuatro

meses de duracion del experimento. Se utilizé el sistema de sangrado Sarsted®
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con anticoagulante y agujas calibre 21G (color verde). Se obtuvo el suero de las
muestras, se realizaron alicuotas en tubos coénicos y se almacenaron a -70°C

hasta su utilizacion para la determinacion de anticuerpos y antigenos especificos.

2.7 RECUPERACION DE LOS ENCEFALOS

A todos los animales incluidos en los dos experimento se les practicé la
eutanasia a los 4 meses posteriores a la infeccidon siguiendo los protocolos

aceptados para este procedimiento (de Aluja y Constantino, 2002).

Se extrajeron los encéfalos de los animales, se observaron para detectar parasitos
en su superficie y se colocaron en fijador de Zamboni (acido picrico, formaldehido
al 37% en agua, fosfato de sodio monobasico monohidratado, fosfato de sodio di-
basico anhidro y agua destilada). A los 15 dias de haber permanecido en el
fijador se cortaron en rebanadas de 0.5 cm de grosor y se les realizé el estudio

macroscopico, donde se busco:

a. Presencia y cantidad de parasitos

b. Tamano de los mismos

c. Localizacion

d. Estado de degeneracion

Se obtuvo el tejido cerebral adyacente a los parasitos y en diferentes regiones del

SNC para realizar estudios de histopatologia.

12



De la misma forma se inspeccionaron y revisaron los musculos de los miembros

pélvico derechos dénde se inocularon los metacestodos o las oncosferas.

2.8 DESCRIPCION DE LA RESPUESTA INMUNO-INFLAMATORIA

LOCAL EN EL SNC, POR HISTOPATOLOGIA

Se colectaran muestras de encéfalo y musculo, se procesaron para su inclusiéon
en parafina. Se hicieron cortes seriados de 5 um de grosor de cada bloque de
parafina. Las muestras fueron tefiidas con la técnica de hematoxilina/eosina (HE)
para determinar el grado de inflamacion (Aluja y Vargas.,1988). En algunos casos
se realizaron cortes seriados para determinar el grado de reaccion inflamatoria en
el tejido circundante al parasito a diferentes niveles de corte
Aluja y Vargas (1988) propusieron la clasificacion en 7 grados para describir los
cambios inflamatorios y degenerativos observados en el tejido muscular de
cerdos, estos grados van del 0 al 6 y a continuacion se describen:

* Grado O:
Sin reaccion inflamatoria, el parasito no presenta cambios degenerativos.

* Grado 1:
Se inicia una reaccién inflamatoria con una infiltracion focal discreta, por linfocitos,
células plasmaticas y eosindfilos.

* Grado 2:
La reaccion inflamatoria aumenta en extension, los tipos celulares predominantes
siguen siendo linfocitos, células plasmaticas y eosindfilos. Estos ultimos son mas

numerosos Y tienden a dirigirse hacia el borde interno de la zona inflamatoria, la
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cual forma una cavidad que contiene al parasito. Los macrofagos aparecen en el
infiltrado con tendencia a acumularse en el borde interno de la reaccion. Alrededor
de la zona inflamada existe hiperemia y diapédesis en arteriolas y capilares.
e Grado 3:
Se inicia una reaccién granulomatosa de intensidad variable rodeando la cavidad
que contiene la larva; el infiltrado celular es similar al grado 2. Los eosindfilos son
numerosos y se agrupan en el borde interno de la reaccion dando la impresion de
presentar una “primera linea de ataque”, algunos se adhieren a la pared vascular y
se les observa degranulando, donde el tegumento se muestra hinchado y
vacuolado, otros se observan dentro de los canales de entrada y espiral. Los
macrogafos se alinean formando palizadas frente al canal de entrada junto con los
eosindfilos. Puede pensarse que en esta etapa se inicia la degeneracion larvaria.
Se forman pequefios agregados linfoides en la zona granulomatosa.
* Grado 4:

La reaccion inflamatoria rodea casi toda la cavidad larvaria, por células
epiteliodides que forman palizadas y aparecen células gigantes de tipo cuerpo
extrafo. Muchos eosindfilos se muestran necrosados. En la zona inflamada
aparecen numerosos fibroblastos, los acumulos linfoides aumentan de tamano.
Los canales de entrada y espiral contienen numerosos eosindfilos, la pared
vesicular se muestra hinchada y vacuolada. La cavidad vesicular contiene

abundante material acidofilico y células necraéticas.
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* Grado 5:
El parasito esta completamente degenerado y no se reconocen detalles
estructurales, excepto corpusculos calcareos y ganchos. El contenido de la
vesicula es una masa acidofilica y restos necréticos. Los fibroblastos y células
gigantes son numerosos; linfocitos, células plasmaticas y esosindfilos son escasos
en la zona granulomatosa.

* Grado 6:
El lugar que ocupa el parasito esta totalmente invadido por tejido fibroso, las
células inflamatorias son muy escasas, los ganchos y corpusculos calcareos

pueden ser identificados en algunas cicatrices.

2.9 DETERMINACION DEL PERFIL DE ANTICUERPOS Y ANTIGENOS

Los niveles de anticuerpos y antigenos especificos en suero se determinaron por
medio de la técnica de Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA).
De acuerdo con lo reportado por Flisser y colaboradores (1986) la IgG es la
inmunoglobulina con mayor prevalencia en suero de pacientes con

neurocisticercosis, seguida por la IgM y por ultimo IgA.

2.10 DETECCION DE SECRECION DE ANTIGENO HP 10 EN SUERO

DE CERDO

La placa de ELISA Maxisorp de 96 pozos (Nunc) se sensibiliza con 10 pg/mL del
anticuerpo monoclonal HP10 en buffer de boratos pH= 8.2, se incuba durante toda

la noche a 4°C. Al dia siguiente se lava cuatro veces con 200uL/pozo de solucién
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salina 0.9% tween 0.05%, y se bloquea con 200 uL/pozo de PBS-BSA 1%-tween
0.5% durante 1 hr a temperatura ambiente, se lava y se le adicionan 100 pL/pozo
del suero sin diluir, se incuba durante 30 min a 37°C, se lava nuevamente, la
reaccion sera detectada por la incubacion con el anticuerpo HP10 biotinilado
diluido 1:4000 y el complejo estreptavidina-peroxidasa a una dilucion 1:4000
ambos en buffer de bloqueo. Cada reaccion se incuba durante 1 hr y 30 min a
37°C respectivamente, pasado este tiempo la placa se lava . La reaccion se revela
por la adicion de 100 ul/pozo del sustrato TMB (Tetrametilbencidina), se incuba
durante 30 min a 4°C, la reaccién se detiene agregando 100 uL/pozo de HzSO4
0.2 M, y se determina la densidad 6ptica en un lector de ELISA (Opsys MR™-

Dynex technologies) a 450 nm.

2.11 DETECCION DE ANTICUERPOS IgG TOTALES EN SUERO DE

CERDO

La placa de ELISA Maxisorp de 96 pozos (Nunc) se sensibiliza con 10ug/mL de
antigeno de fluido vesicular de cisticercos de T.solium en buffer de carbonatos
(pH= 9.6) , se incuba durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente se lava cuatro
veces con PBS tween 0.3%, se bloquea con 200 pyL/pozo de PBS BSA1% tween
0.3% y se incuba durante 1 hr a 37 °C , se lava y adicionan 100 pl/pozo del suero
diluido 1:100 en buffer de bloqueo y se incuba durante 30 min a 37 °C ,
nuevamente se lava y la reaccion antigeno-anticuerpo se revela por incubacién
con el conjugado anti-lgG de cerdo HRP (Zymed) a una dilucion 1:8,000 en buffer

de bloqueo durante 30 min a 37 °C; finalmente se adicionan 100uL/pozo del
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sustrato TMB (tetrametilbencidina) se incuba durante 10 min a 4 °C, la reaccion se
detiene agregando 100 pl/pozo de H,SO4 0.2 M, y se leyd en un lector de ELISA

(Opsys MR™-Dynex technologies) a 450 nm.

2.12 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron capturados en Microsoft Office 2011 para Mac. El analisis
estadistico fue completado utilizando el programa SPSS. Se realizé la T de
Student para evaluar las diferencias entre medias. La regresion lineal fue utilizada
para evaluar los cambios en la densidad Optica entre los diferentes tiempos de

muestreo.
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3 RESULTADOS EXPERIMENTO 1

3.1 NECROPSIA

En el encéfalo del cerdo 1 se observd una lesion granulomatosa en el sitio de
inoculacion (Hemisferio derecho, I6bulo frontal). En el resto de los animales no se
detectd la presencia de cisticercos viables o destruidos en el sitio de inoculacion.
Los resultados del examen post mortem de los encéfalos de los animales

incluidos en este experimento se resumen en el cuadro 3.

En el animal inoculado con metacestodos de T. solium por via IM, se observo

solamente un cisticerco calcificado a nivel macroscoépico.

3.2 HISTOPATOLOGIA

Por medio de histopatologia en el encéfalo del cerdo 1, se observé una reaccién
inflamatoria grado 6 de acuerdo a lo descrito por Aluja y Vargas (1988) en el tejido

circundante al sitio de inoculacién de los metacestodos.

En el resto de los animales incluidos en este experimento no se observo la
presencia de células inflamatorias, ni dafio en el tejido cerebral en los sitios de

inoculacion.

3.3 MEDICION DE ANTIGENO PARASITARIO HP 10 EN SUERO

Se midié la cinética de liberacion del Ag HP10 del cisticerco de T. solium, durante
el tiempo que duro el experimento en los 3 grupos. Se graficd el promedio de la

densidad o6ptica contra los dias post-infeccidon, y en ninguno de los grupos
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incluidos en este experimento hubo deteccién del antigeno parasitario HP-10, los

valores estuvieron por debajo del punto de corte. Figura 1.

3.4 MEDICION DE ANTICUERPOS ANTI-T.solium EN SUERO

La presencia de anticuerpos anti 7. solium en el suero de los animales del primer
experimento se muestran en la figura 2. Se graficé el promedio de los valores de
absorbancia contra los dias post infeccion de cada uno de los animales incluidos
en el experimento.

Hubo un incremento significativo en los valores de anticuerpos (Ac) en el grupo de
cerdos inoculados con cisticercos de T. solium en el espacio SA a partir del dia 81
post infeccidon (pi) este incremento se observé hasta el momento del sacrificio (dia
109 pi). En el grupo de cerdos inoculados con cisticercos de T. solium por via IM

no se detectaron incrementos en los valores.

3.5 EXPERIMENTO CON Taenia crassiceps.

Se realizé un experimento inoculando metacestodos de T. crassiceps en el SNC
de los cerdos, este experimento no arrojo datos representativos, por lo tanto los

resultados no son presentados en este escrito.
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4 RESULTADOS EXPERIMENTO 2

4.1 NECROPSIA

Los encéfalos de los cerdos incluidos en este experimento se obtuvieron a los 109
dias post-infeccion, se realizo la observacion macroscoépica de los encéfalos en el
sitio de inoculacion que fue el hemisferio derecho del I6bulo frontal.

Los metacetodos a nivel macroscopico se clasificaron en tres etapas evolutivas
tomando en cuenta la descripcion realizada por Escobar, (2000) y Escobar y
Weidenheim (2002).

Etapa vesicular

La membrana del metacestodo es delgada, friable, transparente, contiene la larva
invaginada, de 4 a 5 mm, que yace en un liquido transparente. El tejido adyacente
muestra apenas ligera reaccion inflamatoria.

Etapa coloidal

El quiste se halla adherido y comunmente rodeado de capsula conectiva
secundaria que lo engloba en el tejido donde se localiza. El contenido pierde
fluidez, adquiere aspecto lechoso, gelatinoide en consistencia; la larva se
fragmenta facilmente, granular al tacto. El estudio microscopico muestra que la
membrana propia se halla hialinizada al igual que la larva, con mineralizacién
temprana.

Etapa nodular calcificada

Solo se identifica un ndédulo endurecido, totalmente calcificado, reducido a menos
de la mitad de su tamafo original, de coloracion blanquecina al corte, con capsula

conectiva que le envuelve, gliosis astrocitaria y escasa reaccion inflamatoria a su
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alrededor. Los cisticercos se encontraron de forma submeningea en el sitio de
inoculacién los resultados se resumen en el cuadro 4. Los encéfalos de los
animales identificados con los numeros 5y 8 , presentaban multiples cisticercos y
en diferentes estadios Figura 3 y 6. En los animales inoculados con oncosferas por
via intramuscular, se lograron observar cisticercos en estado calcificado
principalmente.

4.2 HISTOPATOLOGIA

Los encéfalos fueron cortados en 15 segmentos cada uno, dando un total de 140
cortes coronales. La evaluacion histolégica se fundamentoé en los criterios de una

clasificacion ordinal propuesta por de Aluja y Vargas (1988).

En los animales del grupo 1, en los encéfalos recuperados se observo que el
33.4% de los cisticercos hallados (8 de 24) presentaron grado 3 de inflamacién en
el tejido circundante segun la clasificacion descrita por de Aluja y Vargas, (1988),
dénde se observd moderados eosindfilos, linfocitos, macrofagos, moderada
cantidad de células plasmaticas, fibroblastos y edsinofilos; el 66.6% de los
cisticercos (16 de 24) presentaron grado 4 de inflamacion en el tejido circundante
dénde habia infiltrado inflamatorio abundante, compuesto de linfocitos, eosindfilos,
macrofagos, células plasmaticas, zonas de necrosis multifocal, deterioro del
tegumento y de otras estructuras internas del parasito con depdsito de detritos

celulares; los resultados se resumen en el cuadro 5.

En los encéfalos de los animales del grupo 2 (Cuadro 6), se observo que el 7.7 %

de los cisticercos encontrados (2 de 26) presentaron grado 2 de inflamacion en el
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tejido circundante; el 26.9% de los cisticercos hallados (7 de 26) presentaron
grado 3 de inflamacion (Figura 7) en el tejido circundante al cisticerco, el 50% de
los cisticercos (13 de 26) presentaron grado 4 de inflamacion en el tejido
circundante (Figura 8) y el 15.4% de los cisticercos (4 de 26) presentaron grado 5
de inflamacién (Figura 9) en el tejido circundante con mayor cantidad de
eosindfilos, macréfagos y células plasmaticas, areas de necrosis, depdsitos de
detritos celulares y corpusculos calcareos del tejido afectado, asi como mayor

cantidad de foliculos linfoides distribuidos en la periferia.

En relacion con los animales inoculados via intramuscular con 500 oncosferas de
T. solium (grupo 3) los cisticercos se quedaron en el sitio de inoculacién y se
observé que el 16.6 % de los cisticercos (1 de 6) presentaron grado 4 de
inflamacion en el tejido circundante; mientras que .el 83.4% de los cisticercos (5

de 6) presentaron grado 5 de inflamacién en el tejido circundante, cuadro 7.

En relacion con los animales inoculados por via intramuscular con 1000
oncosferas de T. solium (grupo 4), se observdé que el 20% de los cisticercos
hallados (1 de 5) presentaban grado 4 de inflamacion en el tejido circundante;
mientras que el 80% de los cisticercos (4 de 5) presentaron grado 5 de inflamacion

en el tejido circundante (Cuadro 8).

En los animales control de cirugia, no se observo respuesta inflamatoria en las

muestras de encéfalo obtenidas.
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4.3 MEDICION DE ANTIGENO PARASITARIO HP 10 EN SUERO

En estos experimentos se grafico el promedio de la densidad éptica contra los dias
post infeccidn, cdbmo se ve en la figura 4, al momento de la necropsia todos los
animales infectados eran seropositivos para el antigeno parasitario HP 10. En los
animales del grupo 1 se observé un incremento en los valores por encima del
punto de corte (seropositividad) a partir del dia 81 pi, disminuyendo al dia 109 pi e
incrementandose de nuevo el dia 123 pi; los animales del grupo 2 presentaron
valores por encima del punto de corte a los dias 25, 39, 81y 123 pi, estos valores
decrecieron por debajo del punto de corte al dia 53 y 109 pi. En el grupo 3 se
detectaron valores positivos a partir del dia 109 pi. En el grupo 4 se presentaron
valores por encima del punto de corte a partir del dia 39 pi y se mantuvieron asi
hasta el dia 123 pi (momento de la necropsia).

En relacién a la determinacion de antigeno HP10 en suero, aunque los cuatro
grupos de animales inoculados con oncosferas fueron positivos en el ultimo
muestreo, durante los muestreos anteriores no esta clara la dindmica de secrecion
del antigeno. En los animales inoculados por via SA el incremento no fue
significante en ninguno de los dos grupos (500 o 1000 oncosferas). Unicamente en
el grupo de animales inoculados por via IM con 500 oncosferas se observo
incremento. Las densidades Opticas en cada tiempo de muestreo no tuvieron

diferencias significativas entre grupos.
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4.4 MEDICION DE ANTICUERPOS ANTI- T. SOLIUM EN SUERO

En la figura 5, se observa que en los cuatro grupos de animales infectados con
oncosferas activadas de T. solium presentan valores en la concentracion de

anticuerpos de por encima del punto de corte.

En el grupo 1 el incremento de esto valores se observa a partir del dia 81 pi,
mientras que en el resto de los grupos de animales se observé el incremento a
partir del dia 53 pi. En los animales utilizados como control de cirugia (grupo 5) no

se detecté incremento en los anticuerpos.

En el andlisis estadistico se observaron diferencias significativas entre las
densidades Opticas al dia 53 pi comparando controles vs inoculados con 500
oncosferas en el espacio subaracnoideo y al dia 81 pi, también se encontraron
diferencias significativas comparando los dos grupos experimentales (inoculacion

SA con 500 y 1000 oncosferas) contra el grupo control.

24



5 DISCUSION

En el presente estudio se realizd la inoculacion de metacestodos de T. solium en
el SNC vy via intramuscular (experimento 1) y de oncosferas activadas in vitro de
T. solium en el SNC y por via intramuscular (experimento 2). Se realizé la
recuperacion y el estudio macroscépico de los encéfalos de los animales incluidos
en cada uno de los grupos de experimentacién para poder clasificar la ubicacion
de las lesiones, tamafo y estado de degeneracién de los cisticercos encontrados.
Por medio de histopatologia se describié el grado de inflamacién en los tejidos
circundantes a los metacestodos de acuerdo a lo descrito por de Aluja y Vargas
(1988). Se midid la presencia de anticuerpos especificos anti T. solium en suero y
los niveles del antigeno parasitario de secrecion HP10 en suero durante el

tiempo de duracion de los experimentos y al momento de la muerte.

En este estudio el experimento 2 fue el que nos arrojoé datos significativos, ya que
al momento de la necropsia en todos los animales que fueron inoculados con
dosis altas o bajas de oncosferas se encontraron metacestodos en el sitio de

inoculacion, tanto en los encéfalos como en las masas musculares.

En el experimento 1, no pudimos obtener resultados debido a que inoculamos
metecastodos directamente en el SNC de los animales, estos cisticercos habian
permanecido por mas de tres semanas en incubacion in vitro, alcanzando un
tamano en promedio de 0.8 cm aproximadamente, es posible que por su tamano
hayan sido destruidos desde la inoculacién, lo que no permitié el establecimiento

de la infeccidn; por lo tanto al momento de la necropsia y durante la duracién del
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experimento no se presentaron datos sugerentes de una infeccidn activa por

metacestodos de Taenia solium.

Por su aspecto macroscopico, los metacestodos de T. solium se distinguen en
vesiculares, coloidales y caseosos o calcificados (Escobar et al., 1983). En nuestro
segundo experimento al momento de la necropsia encontramos cisticercos en
estadios vesiculares y coloidales. De acuerdo con esta clasificaciéon se
recuperaron solo 12 cisticercos vesiculares del SNC y 61 cisticercos en estado
coloidal (Cuadro 4), los cisticercos vesiculares se utilizaron para evaluar su
viabilidad in vitro, 11 de los 12 cisticercos recuperados evaginaron. Los resultados
obtenidos contrastan con lo previamente observado en infecciones
experimentales, donde la gran mayoria de los cisticercos recuperados de encéfalo
presentan estado vesicular (de Aluja et al., 1996; Palapa et al., 1997; Sciutto et al.,
1998; Nguekman et al., 2003). Es factible que el procedimiento quirurgico utilizado
para la implantacion de las oncosferas haya inducido un fendmeno inflamatorio
exacerbado que resulté en el dano de una gran parte de las oncosferas y/o

cisticercos.

Con respecto a las caracteristicas histoldgicas de la reaccién inflamatoria celular
observada, fueron similares a las descritas por otros autores en humanos y en
cerdos. Los cisticercos coloidales se encontraban circundados por un proceso
inflamatorio con la presencia de diferentes tipos celulares como linfocitos, células
plasmaticas y macréfagos, en las etapas tempranas de la infeccién se observan
ademas eosindfilos (de Aluja et al., 1998; Restrepo et al., 1998; Verastegui et

al.,2000; Restrepo et al., 2001, Lodofio, et al., 2002). La destruccion parasitaria
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observada en este trabajo sugiere que el proceso es similar al que se da en la
esquistosomiasis. La superficie de los metacestodos liberan particulas antigénicas
que estimulan la produccion de inmunoglobulinas y su deposicion (Lightowlers et
al., 1988), también de moléculas quimiotacticas, para eosindfilos (Potter et
al.,1986) los cuales tienen receptores para inmunoglobulinas y el complemento
(Lentoja et al., 1983). La presencia de inmunoglobulinas en la superficie
parasitaria (Correa et al., 1985,1989; Flisser et al., 1986), la migracion y
degranulacién de eosindfilos a este sitio podria ser el inicio del proceso de
destruccion larvaria, que es influenciado por otros factores como el complemento y

mediadores de la inflamacién aguda (Willms et al., 1980).

La mayor cantidad de cisticercos recuperados de los encéfalos de los animales
incluidos en este experimento presentaban los grados 3, 4 y 5 de inflamacién en el
tejido circundante al parasito, segun la clasificacion de Aluja y Vargas (1988),
caracterizado por la presencia de linfocitos, macrégafos, células plasmaticas y
diferentes cantidades de eosindfilos, estos resultados concuerdan con lo reportado
por Lodofio y colaboradores (2002), que refieren que en los granulomas que se
forman en el tejido circundante al parasito, el infiltrado celular se caracteriza por la
presencia de linfocitos, células plasmaticas y eosindfilos. Ademas en el grado 5 se
comienza a ver una masa acidofilica y restos de necrosis, lo que indica que el
parasito ha sido destruido; estas caracteristicas también se observaron en los

cisticercos recuperados del experimento 2 (Figuras 7, 8 y 9).

Palapa y colaboradores (1997) describieron que la reaccién inflamatoria causada

por los metacestodos de T. solium en el tejido muscular y en el tejido cerebral
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varian de intensidad, en este estudio que tuvo una duracién de 70 dias se
describe que la inflamacién es mas acentuada en el tejido muscular en donde el
24.6% de los metacestodos correspondieron a los grados 1 y 3 de inflamacién, el
75.4% correspondieron a grados 4 y 5; mientras que los localizados en el

encéfalo, solo el 10.8% presentaron grado 4 de inflamacién y no hubo grado 5.

En nuestro experimento al igual que el de Palapa y colaboradores (1997),
observamos que la respuesta es mas intensa en el tejido muscular que en el tejido
cerebral ya que 100% de los metacestodos hallados en los animales inoculados
por via intramuscular al dia 109 pi correspondieron a los grados 4 y 5 de
inflamacion; mientras que los metacestodos recuperados del SNC al dia 109 pi el
16.5% de los parasitos recuperados correspondian a grado 0 de inflamacion
(cisticercos vesiculares) y el 83.5% correspondieron a grados 4 y 5 de inflamacion

en el tejido circundante.

El inmunodiagnéstico de la cisticercosis y neurocisticercosis se ha basado
principalmente en la deteccion de anticuerpos y antigenos especificos en suero o
en el liquido cefalorraquideo (LCR) en el ser humano o en el cerdo (Flisser et al.,
1990; Garcia et al., 1995; Larralde et al., 1990; Plancarte et al. 1994; Aluja et al.,

1999).

La deteccidon de anticuerpos presenta dos grandes dificultades desde el punto de
vista clinico humano y veterinario: (1) La presencia de anticuerpos puede indicar
exposicion al agente, pero no necesariamente el establecimiento de la infeccién.

Frecuentemente, en los casos de contactos la presencia de anticuerpos es de
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menor duracién (Garcia et al.,2001) y (2) los anticuerpos pueden persistir por un
largo tiempo aunque el parasito ya haya sido destruido por mecanismos inmunes
del paciente y/o terapia con farmacos (Harrison et al.,1989; Garcia et al.,1997). La
presencia de anticuerpos inducida por el contacto con antigenos del parasito, se
observo claramente en el experimento No. 1, en donde los animales del grupo 1 e
inoculados con 3 metacestodos de T. solium, presentaron titulos elevados de
anticuerpos a partir del dia 81 pi que se mantuvieron hasta el tiempo de la
necropsia 109 pi. no habiéndose detectado la presencia de ningun cisticerco
viable. En el experimento 2, al momento de la necropsia se encontraron cisticercos
vesiculares y coloidales a nivel macroscépico, lo cual coincidi6 con una
concentracion elevada en los niveles de anticuerpos por encima del punto de corte

a partir del dia 53 pi.

Los anticuerpos en suero se incrementaron en los cuatro grupos de animales
inoculados con dosis bajas de oncosferas activadas de T. solium, lo cual nos
refleja que la infeccion fue exitosa y que el sistema inmune reaccion6é de forma
positiva al parasito. El incremento en los niveles de anticuerpos por encima del
valor umbral comenzé a notarse en el experimento 1 a partir del dia 81 pi, y se
mantuvieron por encima del valor umbral hasta el dia 109 pi; mientras que en el
experimento 2 el incremento en los niveles de anticuerpos por encima de punto de
corte fue a partir del dia 53 pi y mantuvieron esta cinética hasta el dia 123 pi; esto
concuerda con lo descrito por Sciutto y colaboradores (1998), quienes reportaron
que en cerdos con carga parasitaria alta se detectan niveles de anticuerpos y

antigenos a partir del dia 29 pi y hasta el dia 200 pi; mientras que los cerdos con
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carga parasitaria baja tanto los anticuerpos como los antigenos se presentan

hasta el dia 67 y 91 pi.

El incremento en los niveles de anticuerpos anti T.solium se genera
tempranamente después de la inoculacion de las oncosferas y resulté ser una
herramienta diagndstica temprana para estos animales de experimentacion, ya
que nos permiti6 saber que los cerdos eran positivos a la produccion de
anticuerpos; por lo tanto confirmamos que los cerdos estuvieron en contacto con la

Taenia solium, pero no aseguramos que existiera una infeccion activa.

Se ha visto que en las oncosferas de T. solium presentan algunas proteinas de
distintos pesos moleculares que son altamente inmunogénicas (Kyngdom.,et al
2006; Lightowlers.,et al 2010; Plancarte., et al 1990; Verastegui., et al 2002), es
posible que al inocular oncosferas activadas estas moléculas entren en contacto
imnediatamente con el sistema inmune, promoviendo asi que haya una respuesta
temprana a esta, por lo tanto una deteccion de anticuerpos a un menor tiempo

post infeccion.

Aluja y colaboradores (1999) describieron que en el cerdo, el parasito puede
presentarse en diferentes masas musculares asi como en el SNC y que aun
cuando el numero de parasitos puede ser bajo en los cerdos, es frecuente
identificar anticuerpos en el suero y que estos disminuyen cuando los cisticercos
se calcifican. En el caso de los dos experimentos realizados en este trabajo de
tesis consolidan que los anticuerpos son un marcador de contacto aunque no

necesariamente de infeccion con el parasito, aunque los niveles en los que
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comienzan a detectarse pueden variar segun el tipo de desafio y la instalacién o

no de la infeccién inducida.

Por otra parte, la deteccion de antigenos parasitarios de secrecion mediante la
técnica de ELISA ha demostrado tener una alta sensibilidad y especificidad en
humanos para detectar parasitos viables localizados en el espacio subaracnoideo
o en el sistema ventricular, tanto en liquido cefalorraquideo (LCR) como en suero
(Fleury., et al 2007; Garcia et al., 1998). De acuerdo con lo reportado por Fleury y
colaboradores (2003) la sensibilidad y especificidad de la deteccion de antigenos
parasitarios por medio de ELISA en LCR de humanos varia dependiendo del
estado clinico y perfil inflamatorio de los pacientes, en este mismo estudio hubo
una correlacion positiva entre el numero de cisticercos vivos y los niveles de
antigeno parasitario, alcanzando una sensibilidad del 100% en casos donde se
encontraban multiples cisticercos y un perfil inflamatorio elevado. Estudios
realizados en muestras de suero en humanos (Harrison et al.,1989; Garcia et
al.,1998; Garcia et al., 2000; Garcia et al., 2002), reportan que la deteccion de
antigenos parasitarios por medio de ELISA solo detecta parasitos vivos, ya que el
antigeno es secretado unicamente por los metacestodos viables.
Consistentemente con lo reportado en la literatura, en el experimento 1 donde no
hubo instalacién de cisticercos segun se confirmd por necropsia no se detectaron
niveles positivos de antigeno HP10; mientras que en el experimento 2 en los
cuatro grupos de animales inoculados con oncosferas activadas de T. solium se

recuperaron cisticercos vesiculares y cisticercos en estado coloidal en todos los
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animales y presentaron niveles positivos del antigeno parasitario de secrecion

HP10.

Con los resultados obtenidos en el segundo experimento es posible recomendar
la inoculacion de oncosferas activadas de T. solium directamente en el SNC de los
cerdos, para realizar infecciones experimentales y poderlo emplear como
procedimiento de rutina en la investigacion de la neurocisticercosis porcina y

como modelo para el estudio de la NC humana

La inoculacion de metacestodos de T. solium que se realizd en el primer
experimento, no permitié el establecimiento de una infeccion experimental por lo

tanto no es recomendable.

Cabe aclarar que con los resultados encontrados en el segundo experimento se
logré establecer una infeccion experimental en el SNC de los cerdos, pero los
cisticercos se encontraban en estados avanzados de degeneracion a nivel
histopatolégico, ya que el tiempo entre la infeccion y la recuperaciéon de los
encéfalos fue mayor de 4 meses, por lo que se recomienda en lo futuro acortar el

tiempo entre la infeccién y el sacrificio humanitario de los cerdos.

32



6. CONCLUSIONES

En este estudio se logré implantar oncosferas de Taenia solium activadas in vitro
en el sistema nervioso central de los cerdos, desarrollando una forma de
neurocisticercosis experimental porcina.

Los resultados obtenidos indican la factibilidad de evaluar a futuro nuevos
tratamientos; asi como aumentar los conocimientos acerca de los componentes de

la reaccion inflamatoria asociada a la neurocisticercosis.
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8. CUADROS Y FIGURAS

4 cerdos inoculados con 3

metacestodos de T. solium, en el

espacio SA.

Cuadro. 1. Grupos de animales del experimento 1.

1 cerdo inoculado con 3

metacestodos de T. solium,

Intramuscular, MPD.

2 cerdos control de

cirugia

SA. Subaracnideo, MPD. Miembro pélvico derecho

4 cerdos
inoculados con
500 oncosferas
activadas de T.

solium, en el
espacio SA.

4 cerdos
inoculados con
1000 oncosferas
activadas de
T.solium, en el
espacio SA.

Cuadro. 2. Grupos de animales del experimento 2

1 cerdo
inoculado con
500 oncosferas
activadas de T.
solium,
Intramuscular
MPD.

1 cerdo
inoculado con
1000 oncosferas
activadas de T.
solium,
Intramuscular
MPD.

2 cerdos control

de cirugia

SA. Subaracnideo, MPD. Miembro pélvico derecho
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Cuadro 3. Numero y estadio de los cisticercos en los tres grupos de cerdos
infectados experimentalmente con metacestodos de T. solium (Experimento 1)

Grupos

No. de cerdo

Total Cist.

Estado de los cisticercos.

Vv (@)

Cal/Cs

Grupo 1
Metacestodos
de
T.solium, SNC

Grupo 2
Metacestodos
de
T.solium, IM.

Grupo 3
Controles de
cirugia

Total de
cisticercos

~AOWON=

2

V: Vesicular, Cs: Caseoso, Ca: Calcificado

(a)

presentados en las tablas de resultados de histopatologia.

Estos cisticercos se utilizaron para medir la viabilidad, por lo tanto no son
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Cuadro 4.Numero y estadio de los cisticercos en los cinco grupos de cerdos

infectados experimentalmente con

(Experimento 2)

oncosferas activadas

de T. solium.

Grupos No. de cerdo No. total de Estado de los cisticercos.
cisticercos v Cal/Cs
Grupo 1 2 7 2 5
500 oncosferas 3 2 1 1
de 7 3 0 3
T.solium en el 8 15 0 15
SNC
5 11 0 11
6 10 9 1
Grupo 2 9 10 0 10
1000 oncosferas 12 4 0 4
de
T. solium en el
SNC 4 6 0 6
Grupo 3
Inoculados con 10 5 0 5
500
T.solium, IM.
1 - - -
Grupo 4 11 - - -
1000 oncosferas
de T.solium, IM.
Grupo 5
Animales control
de cirugia
Total cisticercos 73 12 61

V: Vesicular, Cs: Caseoso, Ca: Calcificado
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Cuadro 5. Numero y estadio de los cisticercos de cerdos infectados
experimentalmente en el SNC con 500 oncosferas activadas de T. solium. (Grupo

1)

Clasificacion histopatoldgica de los cisticercos

No. de
Grupo | cerdo L - 2 £ 5 2 &
2 - - - - 5 - -
Cerdos inoculados con
500 oncosferas de T. 3 - - - - 1 - -
solium en el SNC.
(Grupo 1) 7 - - - 3 - - -
8 - - - 5 10 - -

Total: 24 cisticercos

Cuadro 6. Numero y estadio de los cisticercos de cerdos infectados
experimentalmente en el SNC con 1000 oncosferas activadas de T. solium. (Grupo
2)

Clasificacion histopatolégica de los cisticercos

No. de

Grupo I cerdo 0 1 2 3 4 5 6
5 - - - 4 4 3 -

Cerdos inoculados con
1000 oncosferas de T. 6 - - - 1 - - -

solium en el SNC.

(Grupo 2) 9 - - 2 1 6 1 -
12 - - - 1 3 - -

Total: 26 cisticercos.

45




Cuadro 7. Numero y estadio de los cisticercos de cerdos infectados
experimentalmente IM con 500 oncosferas activadas de T. solium. (Grupo 3)

Clasificacion histopatoldgica de los cisticercos

Grupo Il

Cerdo inoculado con
500 oncosferas de T.
solium M.

No.de o 4 o 3 4 5 4
cerdo
4 N T

Total: 6 cisticercos.

Cuadro 8. Numero y estadio de los cisticercos de cerdos infectados
experimentalmente IM con 1000 oncosferas activadas de T. solium. (Grupo 4)

Clasificacion histopatoldgica de los cisticercos

Grupo IV

Cerdo inoculado con
1000 oncosferas de T.
solium M.

No.de o 4 o 3 4 5 4
cerdo
10 N T

Total: 5 cisticercos.
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Determinacién del antigeno HP 10 en los animales del
experimento 1.
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Figura 1. Promedio de la densidad 6ptica de los valores de absorbancia cada unos de los grupos
de animales inoculados con metacestodos de T. solium, contra los dias post-infeccién. (PC: Punto

de corte, SA:

Subaracnoideo; IM: Intramuscular; C: Controles de cirugia).

Determinacioén de anticuerpos IgG séricos en los animales
del experimento 1
1.4
1.2 T
o 1
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)
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(]
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0 = T = T = T I T I 1
02 0 39 53 81 109
' Dias post infeccion PC: 0.379 nm

Figura 2. Promedio de la densidad optica de los valores de absorbancia de cada unos de los
grupos de animales inoculados con metacestodos de T. solium, contra los dias post-infeccion. (PC:
Punto de corte, SA: Subaracnoideo; IM: Intramuscular; C: Controles de cirugia).
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Figura 3. En la imagen se muestran multiples cisticercos en el sitio de inoculacion de las
oncosferas, notese el aspecto coloidal de los cisticercos dentro de los circulos (en una se logra
apreciar el escolex), y el estadio vesicular del cisticerco sefialado por la flecha.

Determinacién del antigeno HP10 en los animales del
experimento 2

e=(mepC

ed=Grupo 1 (SA)

@ Grupo 2 (SA)

@& Grupo 3 (IM)

Densidad optica

eSi@=Grupo 4 (IM)

e=O=Grupo 5 (C)

o L0 25 39 53 81 109 123
Dias post infeccion PC:0.216 nm

Figura 4. Promedio de la densidad optica de los valores de absorbancia de cada unos de los
grupos de animales inoculados con ocosferas activadas de T. solium, contra los dias post-
infeccion. (PC: Punto de corte, SA: Subaracnoideo; IM: Intramuscular; C: Controles de cirugia).
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Determinacién de anticuerpos IgG séricos en los animales
del experimento 2
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Figura 5. Promedio de la densidad optica de los valores de absorbancia de cada unos de los
grupos de animales inoculados con oncosferas activadas de T. solium, contra los dias post-

infeccion. (PC: Punto de corte, SA: Subaracnoideo; IM: Intramuscular; C: Controles de cirugia).

Figura 6. En esta imagen se logran apreciar multiples cisticercos a nivel macroscépico en estado

coloidal (sefalados por las flechas), nétese el aspecto lechoso, gelatinoide en consistencia.
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Figura 7. En este corte se observa un cisticerco con reaccion inflamatoria en el tejido circundante al
parasito en grado 3 (cabezas de flecha), se observan eosinofilos dentro del canal espiral del
cisticerco, se alcanza apreciar una estructura sugerente de una ventosa del escoélex (flecha). Corte

y Tincion H&E (4x).

Figura 8. En este corte se observa un cisticerco con reaccion inflamatoria en el tejido circundante al
parasito en grado 4 (flechas), dentro de la cavidad vesicular se aprecia material acidofilico. En este
mismo corte se logran observar estructuras sugerentes de ganchos del escélex (cabeza de flecha).

Corte y Tincion H&E (4x).
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Figura 9. En este corte se observa una masa acidofilica y restos necroticos (cabezas de flecha) no
se reconocen detalles estructurales del cisticerco, en el tejido circundante al material necroético
observamos células gigantes, linfocitos y células plasmaticas (flechas). Corte y Tincién H&E (4x).
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