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. Resumen

Con el objetivo de establecer si factores estresantes influyen en la manera
como manejan los cerdos la infeccion por T. solium, se estudiaron 3 grupos de
cerdos que se infectaron cada uno con un segmento gravido de T. solium por
via oral. Un grupo vivié en las condiciones precarias del medio rural (G 1),
otro fue transportado del medio rural a la Facultad de Medicina Veterinariay
Zootecnia FMVZ (G 2) y el tercer grupo provenia de una granja tecnificada
gue también fue trasladado a la FMVZ (G 3). Los grupos 2 y 3 recibieron
cuidados y alimentacion adecuados. Se realizaron muestreos sanguineos una
vez por mes durante 8 meses. Al inicio del experimento se evaluaron
anticuerpos por medio de Elisa. Se midieron las concentraciones de cortisol
en suero y heces por Radioinmunoanalisis (RIA). Al cabo de los 8 meses, se
les practico la eutanasia a todos los animales, se examinaron los
metacéstodos macroscopicos y por medio del estudio histolégico, se
clasificaron de acuerdo a Aluja y Vargas. Se observo menor concentracion de
cortisol en suero en el grupo 3, con una mediana de 12.41 mientras que los
del grupo 1y 2 son similares con 29.41 y 29.75 respectivamente (p< 0.05). El
grupo 3 que presento menores concentraciones de cortisol mostré una mayor
implantacion de cisticercos, con una mediana de 53 (p=0.5999) y mayor
destruccion con una mediana de 2.5, aunque sin diferencia significativa
(P=0.1256). Esto sugiere que entre mayor concentracion de cortisol menor
destruccion.

Palabras clave: Estrés, Cortisol, Taenia solium, heces, suero

Abstract

In order to establish whether stressors affect the way pigs infected with T.
solium handle the infection, we studied 3 groups of pigs that were infected
each with a gravid segment of T. solium orally. One group lived in
precarious conditions in rural areas (G 1), another was transported from the
countryside to the Faculty of Veterinary Medicine (FMVZ) of UNAM,
Mexico (G 2), the third group came from a technical farm, and was also
transferred to FMVZ (G 3). Groups 2 and 3 received proper care and feeding.
Blood samples were taken once a month for 8 months. At the beginning of
the experiment the animals were evaluated antibodies by ELISA
Concentrations of cortisol in serum and feces by radioimmunoassay (RIA).
After 8 months, they euthanized all animals, metacestodes were examined by
macroscopic and histological study were classified according to Aluja and
Vargas. We observed lower serum cortisol concentration in group 3, with a
median of 12.41 while those of group 1 and 2 are similar with 29.41 and 29.75
respectively (p <0.05). Group 3 had lower cortisol concentrations showed a
wider adoption of cysticerci, with a median of 53 (p = 0.5999) and more
destruction with a median of 2.5, although no significant difference (P =
0.1256). This suggests that the higher cortisol concentration less destruction.
Keywords: Stress, Cortisol, Taenia solium, feces, serum



Il. Introduccion

La cisticercosis porcina debida a cisticercus cellulosae, el metacéstodo de
Taenia solium es causa de pérdidas econdmicas en la carne de cerdo; (Garcia
et al., 2003; Verastegui et al., 2007) y la cisticercosis humana es un grave
problema de salud publica en las zonas rurales de los paises no
desarrollados, ya que mantienen condiciones que favorecen su transmision
(Aluja et al., 1999; Brando, 2005). México es uno de los paises donde la
cisticercosis por T. solium todavia existe en los cerdos y en los seres
humanos, afectando a estos ultimos neuroldgicamente. Entre 1995 y 2001 en
el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN), la
neurocisticercosis (NC) fue la novena causa de mortalidad y la quinta en
morbilidad hospitalaria. De los casos diagnosticados en dicho instituto en
1994 en Meéxico, presentd una frecuencia de neurocisticercosis del 2.4%
(100/4098) y en el 2004 una frecuencia del 2.5% (120/4706) (Jiménez y
Velasquez, 2004).

El bajo nivel econdmico de los individuos en comunidades donde la
parasitosis todavia existe, la inadecuada higiene personal (Garcia et al., 2003)
y la falta de escusados, lleva a los habitantes a defecar al ras del suelo, donde
los cerdos que circulan libremente en los pueblos en busca de comida, tienen
acceso a las deyecciones (Aluja y Larralde, 2006). Si el cerdo tiene acceso a las
heces de una persona portadora de T. solium, ingiere los proglétidos
gravidos y también los huevos, desarrollandose en el cerdo los metacéstodos
o cisticercos dando como resultado la cisticercosis porcina (Aluja et al., 1999).
El ciclo se completa cuando el humano consume carne de cerdo con
cisticercos vivos presentes en la carne cruda o insuficientemente cocida
dando origen una teniasis (Martinez et al., 2003). Cabe mencionar que si el
humano consume cisticercos, desarrolla teniasis y si el humano o cerdo
consumen huevos, desarrollan cisticercosis. En los seres humanos los

cisticercos presentan una especial predisposicion en afectar al sistema
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nervioso central (SNC), aunque también se localizan en musculos, tejido
subcutaneo y o0jos. La sintomatologia depende del numero, tamafio,
localizacién y viabilidad de los quistes 6 bien de la respuesta inmune que
desencadenen, aunque algunas ocasiones son asintomaticos (Del Brutto,
1999).

Por el aspecto macroscépico en los tejidos infectados con los metacéstodos
pueden observarse como vesiculares, coloidales, caseosos o calcificados. En
los wvesiculares la membrana del metacéstodo es delgada, friable,
transparente, contiene la larva invaginada, de 4 a 5 mm, que yace en un
liquido transparente y son infectivos. Los de tipo coloidal su quiste se halla
adherido, comunmente rodeado de una capsula de tejido conectivo fibroso
que lo rodea y delimita del tejido donde se localiza, el contenido pierde
liquido, adquiere un aspecto lechoso de consistencia gelatinosa; la larva se
fragmenta facilmente y es infectivo en menor grado. Por ultimo en los
calcificados solo se identifica un ndédulo duro, reducido a menos de la mitad
del tamafio original y en términos de transmision no tiene importancia
debido a que el parasito ya estd muerto. Las diferentes fases macroscopicas
del metacéstodo implica grados variables de viabilidad que tienen
importancia en la transmisién, ya que no todos los cisticercos que se ingieren
daran lugar a tenias, en vista de que muchos no son infectivos (Aluja y
Larralde, 2006).

La experiencia obtenida con cerdos infectados experimentalmente con el
metacéstodo de T. solium y que son mantenidos en condiciones 6ptimas de
alimentacion y de cuidado, manejan la infeccion en forma diferente que
aquellos que se infectan naturalmente en el medio rural, donde viven bajo
condiciones precarias de alimentacion y en la mayoria de las veces sin
ningun cuidado. Los animales bajo condiciones experimentales transforman
al metacéstodo vesicular de T. solium en caseosa en un lapso de 4 a 5 meses,

en tanto, los cerdos que se infectan naturalmente en pueblos los conservan en
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forma vesicular por mucho tiempo, frecuentemente en ausencia de reaccion
inflamatoria perilarvaria (Aluja et al., 1999, Santamaria et al., 2002).

Esta diferencia en el manejo de la infeccién podria estar relacionada con
muchas condiciones que inducen estrés; siendo mas intensas en los cerdos
del medio rural (Copado et al., 2004). Por ejemplo, escasez de alimentos, las
largas caminatas que tienen que efectuar para encontrarlos, la lucha entre los
integrantes de un grupo de cerdos (alta jerarquia), el maltrato que reciben de
los habitantes de la comunidad y de otros animales como perros, entre otros.
Los cerdos de las comunidades rurales, tienen condiciones de vida mucho
mas estresantes (Copado et al., 2004) que las de los animales que viven en un
ambiente de tranquilidad como los que se trasladan a la facultad, por lo que
el objetivo de esta investigacion es estudiar si los factores estresantes tienen
influencia sobre el desarrollo y la destruccién de las larvas de T. solium en el
organismo del cerdo.

El estrés crénico en el cerdo puede provocar anorexia, pérdida de peso,
depresion, disminucién en su capacidad reproductiva, Ulceras pépticas
(Chrousos y Gold 1992; Yates et al., 2010) e inmunosupresion, esto ultimo da
como consecuencia incremento en la susceptibilidad a contraer enfermedades
infecciosas principalmente (Kino y Chrousos, 2001).

El estrés se puede definir como la variedad de respuestas que se
desencadenan frente a estimulos internos o externos que modifican la
homedstasis de un individuo (Broom y Johnson, 1993). El estrés puede ser
considerado como un factor perjudicial, dependiendo de la forma en que un
individuo es capaz de adaptarse, debido a que el estrés induce una amplia
gama de cambios fisiolégicos y de comportamiento que permiten una rapida
adaptacion o recuperaciéon al cambio (Borell, 2001). Durante el estrés,
diversas respuestas enddcrinas participan para restablecer la homeostasis
(Nelson y Demas, 1996). Las primeras hormonas que se producen para

superar las situaciones de estrés son los glucocorticoides y catecolaminas,
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siendo el cortisol el principal glucocorticoide secretado en la mayoria de los
mamiferos (Chrousos, 2000). Estas hormonas sirven para determinar la
actividad suprarrenal y por lo tanto, el nivel de estrés de los individuos
(Mostl y Palme, 2002).

La concentracion de los glucocorticoides y/o sus metabolitos se puede
determinar en varias muestras bioldgicas, como la sangre (suero o plasma),
saliva, orina y heces (Mormede et al., 2007). Cierta proporcién de las
hormonas esteroides pueden aparecer en la saliva. Todas las hormonas
esteroideas se metabolizan para ser eliminadas a través de la orina y las
heces, sin embargo los metabolitos que aparecen en la orina son
generalmente conjugados, mientras que los que se eliminan por heces no lo
estan. El tipo de metabolitos y la ruta de excrecion varian considerablemente
entre especies, por lo que es necesario estandarizar la prueba para cada una
de ellas. Los métodos utilizados para determinar la concentracion de
hormonas como glucocorticoides en las muestras bioldgicas son
Radioinmunoanalisis (RIA) y pruebas inmunoabsorbentes de unién
enzimatica (ELISA) (Brousset et al., 2005). Dado el caso de que un no existe la
estandarizacion de la prueba de RIA en heces de cerdos, es necesario validar
dicha prueba en esta investigacion. El radioinmunoanélisis es un método
altamente sensible y especifico. El método se basa al afiadir una cantidad
conocida de hormona esteroide marcada radioactivamente a los extractos
(heces, suero, saliva, etc.) que contengan hormonas en concentracion
desconocida, se produce una competencia entre la hormona marcada y la no
marcada por el anticuerpo. Entonces, es posible medir la cantidad de
hormona marcada unida al anticuerpo que sera inversamente proporcional a
la cantidad de hormona no marcada de la muestra y asi de esa forma,
calcular la concentracién de hormona de interés en la muestra (Zambrano y

Diaz, 1996).



1. Hipotesis

Los cerdos infectados con huevos de T. solium y que estan expuestos a
factores estresantes en su habitad natural, reducen la capacidad de
destruir al cisticerco debido a los efectos adversos de los
glucocorticoides producidos por el organismo ya que deprimen al

sistema inmune.

IV. Objetivo General

El objetivo del presente trabajo es estudiar si los factores estresantes, influyen

en el desarrollo y la destruccion de los metacéstodos de T. solium en el cerdo.

V. Objetivos particulares

1.
2.

Infectar cerdos criollos y cerdos York-landrace.

Identificar niveles de anticuerpos pre-infeccion.

Precisar el peso y la medicién (zoometria) en los diferentes grupos,
con el fin de observar el ritmo de crecimiento.

Determinar las concentraciones de cortisol en suero y heces en los
diferentes grupos.

Validar la técnica de Radioinmunoanalisis en fase liquida para la
determinacion de cortisol en extractos de heces de cerdo.

Comparar las concentraciones de cortisol en la materia fecal con las
del suero de los cerdos.

Comparar si los cambios histolégicos y macroscopicos de los
metacéstodos se relacionan con el estrés determinados por medio de

niveles de cortisol encontrados en los diferentes grupos de animales.
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V1. Marco tedrico
1. Taenia solium
1.1. Clasificacion
Reino: Animalia
Filo: Platyhelminthes
Clase: Cestoda
Orden: Cyclophyllidea
Familia: Taeniidae
Género: Taenia
Especie: T. solium
1.2. Estructura

La Taenia solium presenta un cuerpo largo y aplanado cuya longitud
aproximada es de 1.5 a 5 metros. Provista de un tegumento o epitelio que le
permite absorber los nutrientes del medio. En la figura 1 se muestran las
partes de la T. solium, la cual esté constituida por:

Escolex o cabeza: La cual posee cuatro ventosas y réstelo coronado por dos
hileras de ganchos, el nUmero de ganchos rostelares puede variar entre 22 y
32, y su tamafo entre 159 y 173 pm (media 165.7 £ 5.0 um). Tanto las
ventosas como el réstelo son estructuras de fijacion que capacitan a la Taenia
para mantenerse anclada en la pared del intestino delgado (yeyuno). A
diferencia de Taenia solium, la Taenia saginata no posee un rostelo y por tanto
carece de una corona de ganchos.

Cuello: Parte inferior de la cabeza y es a partir de aqui, que se producen los
proglétidos o segmentos.

Estrobilo: Es el cuerpo de la tenia, estd segmentado, cada segmento se le
llama proglétido y van mostrando un grado creciente de desarrollo y
diferenciacion a medida que se alejan del escélex, por lo que se pueden
encontrar:

Proglotidos inmaduros que estdn mas cercanos al cuello, son los més
jovenes e indiferenciados, de tamafo variable y sin dérganos sexuales
desarrollados

Proglétidos maduros se encuentran en la parte media del estrobilo,

poseen Organos reproductores masculinos y femeninos, que lo convierten en
11



una auténtica unidad de reproduccion: la tenia es un parasito hermafrodita.
Los genitales masculinos se desarrollan primero y estan constituidos por un
gran numero de testiculos (275 a 575) que se anastomosan en un conducto
genital que desemboca por un costado en el atrio genital del proglétido. Los
organos reproductores femeninos estdn constituidos por un ovario
aparentemente trilobulado situado en la base del Utero en el extremo
posterior del proglétido. El ovario desemboca a través de la vagina en el atrio
genital. El Utero en los proglotidos gravidos de T. solium, muestran entre 7 y
11 ramas que nacen de un utero central, y T. saginata, desarrolla 12 0 mas
ramas. El nimero de ramas uterinas y la presencia de ganchos permiten
diferenciar morfolégicamente a Taenia solium y Taenia saginata.

Proglétidos gravidos son los mas alejados del escolex, muestran un
Gtero “gravido” ramificado lleno de huevos (~ 50.000 en cada uno).

Generalmente miden de 7 a 12 mm de largo por 5 a 6 mm de ancho.

% jp GANCHOS EN EL ADSTELD

o e ESCOLEX

TESTICULD s
UTERD -

55 s UTERDLLEND
' DE HUEVDS
oAt

BILD

ESTRC

Figura 1.- Partes de la Taenia solium (Flisser et al., 2006)
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1.3. Ciclo de vida

El ser humano es el huésped definitivo de Taenia solium y habita en el
intestino delgado. Este al defecar expulsa en las heces los segmentos gravidos
desprendidos espontdneamente por el gusano adulto (en promedio de 4 0 5
por dia), los cuales contienen 50,000 huevos aproximadamente. La primera
expulsion de proglotidos ocurre de 2 a 3 meses después de la infeccidén con
cisticercos (Silverman, 1954).

El cerdo al consumir heces infectadas con proglétidos gravidos, al llegar al
intestino delgado, las enzimas proteoliticas y sales biliares, son la sefal para
la activacion del embridén hexacanto contenido en el huevo, Los embriones
activados penetran la pared intestinal del huésped hasta alcanzar capilares
linfaticos y sanguineos que los distribuyen a una gran variedad de 6rganos y
tejidos (tejidos subcutaneo, musculo esquelético y cardiaco, higado, cerebro,
ojos, etc.) formandose los cisticercos en 10 semanas aproximadamente. El
ciclo se completa cuando el humano consume carne de cerdo con cisticercos
viables presentes en la carne cruda o insuficientemente cocida proveniente
de un cerdo cisticercoso. Las sales biliares y enzimas proteoliticas provocan
la evaginacion del escolex del cisticerco, el cual se fija en la pared intestinal.
Una vez anclado el parésito crece y se diferencia hasta Taenia adulta
productora de proglotidos gravidos. Cabe indicar que si el humano consume
cisticercos, desarrolla teniasis y si el humano o cerdo consumen huevos,
desarrollan cisticercosis. En la figura 2 se observa el ciclo de vida del
parasito.

Aunque el cerdo es el principal huésped intermediario del cisticerco de
Taenia solium, también se ha reportado en varias especies de mamiferos,
incluyendo a el hombre; perros, gatos domeésticos, camellos, conejos, liebres,
0sos pardos, zorros, coaties, ratas y ratones (Mazzotti et al.,, 1965, Smyth,

1969).
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Huésped definitivo

Cisticerco -Teniasis

Figura 2.- Ciclo de vida de Taenia solium

Huewvos - cisticercosis

)
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2. Huevos

En 1835, Karl Theodor Ernst von Siebold descubrié que los huevos de Taenia son
esféricos y con apariencia radial y miden 20-40um, cuando se observan a través del
microscopio éptico, contienen una oncosfera, un embrién con seis ganchos pequefos.
Los huevos contenidos en los proglétidos gravidos se encuentran en distintos grados
de maduracién; alrededor del 50% contienen oncosferas infectivas totalmente
desarrolladas. Los huevos inmaduros pueden madurar fuera del huésped y
permanecer viables e infectivos en aguas negras, rios o pasturas por semanas (Flisser
et al., 2006).

2.1.- Estructura histoldgica

Los huevos se observan en la figura 3, son morfoldgicamente similares a los de otras
especies de tenidos. Poseen varias envolturas que posibilitan la supervivencia de la
oncosfera en el medio ambiente.

e Vitelo o cdpsula.- Es la envoltura mas externa, constituida por un grupo de
células formando un sincicio.

e EIl embrioforo.- Es la siguiente envoltura, por un lado, es impermeable y muy
resistente, lo que posibilita la sobrevivencia en un ambiente desfavorable; por
otro, los blogues proteicos estan unidos entre si por una sustancia cementante
sensible a la digestion enzimética. Esta envoltura, es la mas importante en la
proteccion de la oncosfera, ademés confiere a los huevos su apariencia
estriada caracteristica. EI embrioforo es producido por una envoltura celular
mas profunda llamada célula embrioforal.

e La membrana oncosferal.- Rodea directamente al embrién hexacanto (Willms
et al., 2003).
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Figura 3. Micrografia electronica de barrido de un huevo de Taenia solium. E: embrioforo, G:
ganchos oncosferales, O: oncosfera (Vazquez y Laclette, 2011).

3. Cisticercos

El cisticerco de T. solium es una vesicula ovalada y translucida, llena de liquido y
mide de 0,5 a 2 centimetros de largo, dotada de un pequefio escolex en su interior. Al
igual que la tenia adulta, el escolex del cisticerco posee cuatro ventosas y dos hileras
de ganchos (Flisser et al., 2006).

3.1. Estructura histoldgica

La estructura histoldgica se observa en la figura 4, la cual se compone del tegumento
gue es la zona de contacto del parésito con el huésped, desempefia un papel central
en el mantenimiento de la interaccion huésped-parasito. La superficie del tegumento
le sirve a la larva para obtener sus nutrientes y excretar sus desechos, ya que carecen
de tracto digestivo, esta superficie externa presenta una membrana plasmatica y
microtricas, estructuras parecidas a las microvellosidades del intestino con funcion
de absorcion.

Por debajo del tegumento se encuentran varias capas de tejido muscular liso, asi
como los llamados citones subtegumentales. Estas células sintetizan activamente
proteinas y otros componentes que posteriormente son transportados hacia el
tegumento a través de puentes citoplasmicos. Se han descrito proteinas del

citoesqueleto, como la miosina tipo Il, y la actina, la cual se encuentra en siete
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isoformas diferentes. A mayor distancia de la superficie se encuentra una serie de
conductos o canales, aparentemente relacionados con células ciliadas, llamadas
células flama, que constituyen un sistema protonefridial.

T. solium produce concreciones minerales denominadas corpusculos calcareos que se
forman en el lumen de los ductos protonefridiales y no intracelularmente como se ha
descrito para otros céstodos. Debido a su localizacion, es probable que dichos
corpusculos participen en procesos de desintoxicacion. Cabe notar que todos los
elementos celulares por debajo del tegumento se distribuyen en forma poco
organizada y sincicial en medio de un abundante tejido conectivo parasitario (Willms
et al., 2003).

Vestibulo }
Canal espiral

Canal de entrqdé

Figura 4. Corte de cisticerco (tomada de Flisser et al., 2004 citada por Larralde y Aluja, 2006)

Por otra parte, Aluja y Vargas, (1988) describieron la reaccion de los tejidos causada
por la fase larvaria de la Taenia solium en los musculos de cerdos. Las lesiones se
clasificaron de acuerdo a la severidad de la respuesta inflamatoria del tejido, la
degeneracion de larvas y su sustitucion por tejido cicatrizal en los grados 0-6.

Grado 0

No hay reaccién inflamatoria

Grado 1

e Se observa discreto infiltrado focal en la zona del canal de entrada
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principalmente por eosinofilos, neutrofilos, con escasos linfocitos y células
plasmaticas.
Grado 2
e La reaccion focal aumenta en extension, mayor cantidad de linfocitos y células
plasmaticas
e Los eosindfilos son numerosos y en el borde de la cavidad que contiene al
parasito
e Aparecen macréfagos en el infiltrado.
e Dentro de la zona periférica de inflamacion, arteriolas y capilares muestran
hiperemiay diapédesis.
Grado 3
e Se inicia una reaccion granulomatosa de intensidad variable que empieza a
extenderse alrededor de toda la cavidad larvaria
e Eosinodfilos acumulados alrededor del borde interno de la reaccion, varios de
ellos se adhieren a la pared del parasito y lo penetran entre los surcos
formados en el tegumento y la degranulacién eosinofilica puede ser
observada.
Grado 4
e La reaccién inflamatoria rodea casi completamente a la cavidad que contiene
al parasito. Entre los macréfagos aparecen células gigantes y fibroblastos.
Grado 5
e EIl parasito estd completamente degenerado y no es posible ya reconocer
detalles estructurales, excepto corpusculos calcareos y ganchos dentro del
exudado. La calcificacion de la lesion no es comun en cerdos. Los fibroblastos,
fibrocitos y células gigantes son numerosos.
Grado 6
e El lugar que ocupaba el parasito esta totalmente invadido por tejido fibroso.
Las células inflamatorias son muy escasas, en algunas de estas cicatrices

pueden detectarse ganchos y corpusculos calcareos (Aluja y Vargas, 1988).
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3.2. Etapas evolutivas del cisticerco

3.2.1. Vesicular (Grado 1y 2)
Aspecto macroscopico.-La membrana del metacéstodo es delgada, friable,
transparente, contiene la larva invaginada, de 4 a 5 mm, que yace en un liquido
transparente.
Aspectos microscopico.- El tejido adyacente muestra apenas ligera reaccidn
inflamatoria (Aluja y Vargas, 1988).

3.2.2. Coloidal (Grado 3y 4)
Aspecto macroscopico.-El quiste se halla adherido y comUnmente rodeado de
capsula conectiva que lo engloba en el tejido donde se localiza. El contenido pierde
fluidez, adquiere aspecto lechoso, gelatinoide en consistencia; la larva se fragmenta
facilmente.
Aspecto microscépico.- La membrana esta hialinizada al igual que la larva, con
mineralizacion temprana.

3.2.3. Caseoso o nodular granular (Grado 5)
Aspecto macroscopico.-El quiste esta disminuido de tamafio, la membrana propia se
encuentra intimamente adherida a la capsula de colagena secundaria formada por el
tejido del huésped, la parte central presenta un contenido caseoso que impide la
identificacion del escélex.
Aspectos microscopico.- los remanentes de membrana y el escllex pueden
identificarse utilizando la tincién tricromica de Masson, mediante la cual la
membrana se tifie de color rojo y el escélex de azul por la infiltracion de colagena. En
el caso de cisticercos parenquimatosos, en el encéfalo se aprecia abundante infiltrado
de polimorfonucleares en el interior de la vesicula y es dificil de identificar la
estructura propia del parasito.

3.2.4. Calcificado (Grado 6)
Aspecto macroscopico.-Solo se identifica un nédulo de consistencia dura, reducido

de tamanfio original y la superficie de corte es blanca.
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Aspectos microscopico.-Nodulo totalmente calcificado que puede tener escasa

reaccion inflamatoria a su alrededor (Alujay Vargas, 1988).

4. Concepto de estrés

Varios autores han definido el término de estrés:

Hans Selye (1907-1982) lo definio (del griego stringere= tension) como la
respuesta no especifica del organismo a cualquier demanda del exterior.
Broom y Johnson (1993) lo definen como la variedad de respuestas que se
desencadenan frente a estimulos internos o externos que modifican la
homeostasis de un individuo.

Charmandaris (2005), Constantine (2007) y Chrousos (2009) concuerdan que
es un estado contra la amenaza o es percibido como tal para la homeostasis,
donde el factor que causa el estrés puede ser considerado como perjudicial,
dependiendo de la forma en que un organismo es capaz de hacer frente a la

situacion de amenaza (Von Borell, 2000).

Selye clasifico al estrés en dos tipos:

Distrés o estrés negativo, esta asociado a emociones negativas, asi como al
desarrollo de alteraciones fisiolégicas considerables (Venero et al., 2001) es
decir, tiene consecuencias perjudiciales y dafiinas por un estrés excesivo
(Mucio, 2007)

Eustrés o estrés positivo, asociado a la vivencia de emociones gratificantes, asi
como a la promocion de un estado fisico saludable (Venero et al., 2001) y se

aplica al estrés minimo que es hasta cierto punto benéfico (Mucio, 2007).

Sterling y Eyer 1988 introdujeron otro concepto para entender la relacion entre estrés

y enfermedad:

Alostasis: Se refiere a los procesos de adaptacién que utiliza el organismo ante
las situaciones de estrés con el objetivo de retornar a la homeostasis (Venero et

al., 2001), 6 bien, es el proceso que mantiene la homeostasis (Mucio, 2007).
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e Carga alostéatica: Cuando la alostasis trabaja en exceso genera un costo para el
organismo, por lo que la carga alostatica es el precio que paga el organismo
cuando se ve forzado a adaptarse ante circunstancias adversas (Venero et al.,
2001; Mucio, 2007)

5.- Respuesta fisioldgica al estrés

Ante las amenazas o factores estresantes, el organismo reacciona mediante un
complejo repertorio de respuestas fisioldgicas y de comportamiento, conocida como
"lucha o huida" respuesta descrita por Walter Cannon en el afio 1900 (Constantine,
2007). Los estimulos pueden ser de naturaleza fisica, bioldgica o psicologica. Los
estimulos fisicos son aquellos de indole externa al sujeto que, de un modo u otro,
inciden sobre las constantes del organismo dentro de los cuales se sefalan las
temperaturas extremas, el ruido, la altitud, los choques eléctricos, la inmovilizacion,
humedad, radiacién, pinchazos, quemaduras, heridas o fracturas y todo tipo de
agresiones fisicas. Los estimulos bioldgicos incluyen aquellas situaciones en las que
se interfiere en la propia regulacion homeostéatica del organismo, como por ejemplo
la privacion de alimentos o liquidos, de igual modo que la ingesta excesiva de
cualquiera de ellos, la privacion de suefio, o el cambio brusco de los horarios o
alimentacion. Y por ultimo los estimulos psicoldgicos estdn determinados, en gran
medida, por el “significado personal” que el individuo otorga a las situaciones, en
cuyo caso suele estar asociado con emociones, como el miedo, angustia, ansiedad,
presencia de personas o animales extrafios, malos tratos, etc. (Venero et al., 2001,
Mucio, 2007). Selye (1950) propuso el concepto del “Sindrome de estrés biolégico”
mejor conocido como “Sindrome general de adaptacién” Este sindrome contempla
secuencialmente el impacto que las amenazas 0 agresiones externas ejercen sobre el
organismo, incluyendo las respuestas adaptativas iniciales, como las consecuencias
negativas del mantenimiento sostenido de la situacion de estrés, en done distingue
tres fases:

1) REACCION DE ALARMA: Esta fase se produce en los momentos iniciales en

los que el individuo se enfrenta a una situacion de amenaza o peligro. Se
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caracteriza por una activacion del sistema simpético adrenomedular, con la
consiguiente secrecion de adrenalina y noradrenalina con el objetivo de
incrementar la disponibilidad de energia para luchar o huir del peligro. La
fase de alarma comienza cuando hay un estimulo, el cual se va a procesar
dependiendo del tipo de estimulo. El fisico y biolégico activa a las neuronas
del tallo cerebral y el psicolégico las areas del sistema limbico, esta
informacion es enviada al nucleo paraventricular del hipotalamo, que a su vez
transmite la informacién a través de las vias autbnomas descendentes a las
neuronas pre-ganglionares simpaticas de la médula espinal, las cuales hacen
sinapsis con las neuronas post-ganglionares. Cuando estas neuronas post-
ganglionares simpdaticas son activadas liberan noradrenalina en los distintos
organos que inervan. La activacion de receptores Pi-adrenérgicos en el
corazon produce aumento de la fuerza de contraccion, la frecuencia cardiaca y
vasodilatacion de las arteriolas coronarias. Ademas, la activacion simpatica
causa la relajacion de la musculatura bronquial en los pulmones, asi como un
incremento en la frecuencia respiratoria, lo cual permite una mejor ventilacion
pulmonar. La activacion de los receptores o-adrenérgicos produce contraccion
de los vasos sanguineos en aquellos érganos y tejidos cuya funcién no es
vital, como la piel, rifiones, sistema digestivo, etc. Esta accion permite una
redistribucion de la circulacion sanguinea hacia los 6rganos que precisan
mayor riego sanguineo.

Por otra parte, el sistema simpatico produce cambios metabdlicos como por
ejemplo, en el higado en donde se estimula la glucogénolisis (glucégeno-
glucosa) para obtener glucosa para ser utilizada en aquellos tejidos u érganos
gue demanden mayor cantidad de aporte energético. Otro cambio metabdlico,
es el aumento en el flujo sanguineo provocando mayor aporte suplementario
de oxigeno y glucosa, tanto en el musculo esquelético (esta accién permitira
gue se pueda desarrollar un mayor esfuerzo fisico), como en el cerebro.

Debemos recordar que las neuronas pre-ganglionares simpaticas también
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activan a la médula adrenal, la cual sintetiza principalmente adrenalina y, en
menor grado, noradrenalina. Estas hormonas son almacenadas en granulos
cromafines, las cuales son liberadas a la circulacion cuando reciben la sefial
activadora del sistema simpatico. Asi la adrenalina y noradrenalina pueden
activar estructuras que no estan directamente inervadas por el sistema
simpatico, y reforzar los efectos que ya se han producido anteriormente. Los
efectos de la adrenalina son los siguientes:
e Incrementa la tasa y la fuerza de contraccion cardiaca
e Produce dilatacion de los vasos sanguineos (B2-adrenérgicos)
e Contrae el musculo liso vascular
e Dilata las vias respiratorias
e Contribuye a la generacion de sudor, disminuye procesos fisioldgicos
gue no son vitales a corto plazo (inflamacién, reproduccién, digestién,
etc.)
e Estimula la glucogénolisis en el higado y musculo esquelético
e Aumenta la gluconeogénesis hepatica
e Inhibe la secrecién de insulina y estimula la de glucagén en el pancreas
e Estimula la lipdlisis en los adipocitos
Si tras la reaccion de alarma inicial, el animal ha conseguido superar la situacion
de estrés, la activacion del sistema simpético disminuye y, por lo tanto, los efectos
fisiologicos y metabdlicos tienden a desaparecer. Sin embargo, si la situacion
estresante se mantiene (estrés cronico), el sistema simpatico mantiene una
actividad elevada sin regresar a sus niveles normales. Si un estimulo estresante
sobrepasa un determinado umbral en intensidad y/o duracién, se activa ademas,
otro sistema que ayudara al organismo en su respuesta de estrés: el eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA).
2) LA FASE DE RESISTENCIA: En esta fase la respuesta fisioldgica
predominante es la del eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal. Los

glucocorticoides son las hormonas mas activas en este eje, principalmente el
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cortisol, el cual ejerce accion sobre los carbohidratos, lipidos y proteinas con el
fin de asegurar la distribucion paulatina de sus recursos, de modo que no se
agoten.

3) LA FASE DE AGOTAMIENTO O EXTENUACION. Esta fase se presenta si
el estresor es de suficiente intensidad y duracién, por lo que el animal ha
perdido ya su capacidad de resistencia o su capacidad de adaptacion que
conlleva a lo que Selye denomino “Enfermedades de la adaptacién” (Venero et
al., 2001).

6. Mecanismo de accion del cortisol sobre:

6.1. Metabolismo de carbohidratos

Los glucocorticoides en el metabolismo de los hidratos de carbono, tienen un efecto
hiperglucemiénte y diabetogénico, se conocen tres efectos principales:

1. Aumenta la gluconeogénesis hepatica: El efecto del cortisol en el higado es
anabdlico, activa la captacién de aminoacidos y la sintesis proteica, dando lugar a un
aumento de la sintesis de las enzimas que participan en la gluconeogénesis y la
glucogenogénesis, como son: piruvato descarboxilasa, fosfoenol piruvato carboxilasa,
fructosa 1,6 difosfatasa y glucosa 6 fosfatasa y enzimas que catalizan las reacciones
finales de la gluconeogénesis

2. Disminuye la entrada de la glucosa en las células periféricas: En los tejidos
periféricos, el cortisol disminuye la entrada de glucosa en las células, exceptuando el
sistema nervioso y el miocardio, de este modo tiende a aumentar la glucemia para
gue la glucosa pueda ser utilizada por dichos érganos vitales.

3. Estimula la sintesis hepatica de glucogeno: El glucégeno se almacena, quedando
disponible para ser liberado por las hormonas glucogenoliticas, como son el
glucagén y la adrenalina. Tanto el cortisol como la glucosa activan la formacién de
glucdgeno, ya que promueven la sintesis de la glucdgeno sintetasa y la conversién de
la glucogeno sintetasa beta inactiva en activa, mediante una reaccién que ademas
inactiva la glucogénolisis. En este caso el cortisol actuaria como protector contra la

hipoglucemia en situaciones de ayuno prolongado y el papel de la insulina seria de
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control rapido, disminuyendo la concentracion de glucosa y transformandola en
reservas de glucégeno (L6pez et al., 2006).
6.2. Metabolismo de proteinas
Los glucocorticoides estimulan el catabolismo proteico e incrementan los
aminoacidos libres en sangre; los aminoacidos se desaminaran en los tejidos
periféricos formandose alanina, que sera captada por el higado para la formacién de
glucosa. Se formard también glutamina, que servirA como substrato para la
gluconeogénesis renal. Ademas, al aumentar la produccién de alanina, también
aumenta la generacion hepatica de glucosa, ya que este aminoacido estimula la
gluconeogénesis al inhibir la piruvato quinasa hepatica (Lopez et al., 2006).
6.3. Metabolismo de lipidos
En el tejido adiposo, el cortisol favorece la accion lipolitica de la adrenalina y la
hormona del crecimiento (GH), ademas, al impedir la entrada de glucosa en el
adipocito, dificulta la sintesis de triglicéridos. Sin embargo, los efectos del cortisol
sobre el metabolismo de los lipidos son complejos, ya que ejerce acciones anabdlicas
en ciertos tejidos adiposos como el de la cara, cuello y nuca. Mientras que, por el
contrario, en otros tejidos como el musculo esquelético predomina la accion
catabdlica (L6pez et al., 2006).
6.4. Efecto de los glucocorticoides en el sistema inmune

a) Acciones antiinflamatorias
Las acciones antiinflamatorias de los glucocorticoides se deben a:

e Su efecto inhibidor sobre la sintesis de prostaglandinas. El cortisol inhibe la
produccién de acido araquidonico a partir de los fosfolipidos de membrana. El
cortisol induce la sintesis de una proteina, llamada lipocortina o lipomodulina
gue inhibe la fosfolipasa A..

e Disminuye la expresiéon del gen de una ciclooxigenasa, que aumenta en
respuesta a las citocinas.

¢ Inhiben el aumento de la permeabilidad vascular por su capacidad de inhibir

la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos, asi como la liberacion de
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histamina por los baséfilos y células cebadas, por lo tanto disminuyen el
edema y la infiltracion de leucocitos.

Inhibe la capacidad de los granulocitos y monocitos de adherirse a la pared
vascular, dificultando su llegada a la zona inflamada.

Estabilizan la membrana de los lisosomas de los fagocitos, impidiendo que
liberen sus enzimas y disminuyendo su actividad citotéxica.

En los fibroblastos disminuyen la formacién de fibrina y colageno, por lo que
retrasan la cicatrizacion de las heridas e impiden que la lesion o infeccidn
guede circunscrita (LOpez et al., 2006).

b) Acciones inmunosupresoras

A nivel celular, los principales efectos inmunosupresores de los glucocorticoides

incluyen alteraciones en el trafico de leucocitos (Charmandaris, 2005).

Neutrofilia: Los glucocorticoides aumentan su produccion y liberacion por la
médula 6sea y a nivel circulatorio disminuyen el niamero de neutrofilos que
estan adheridos a la pared vascular.

Eosinopenia: Se debe a una disminucién de la liberacion de eosindéfilos de la
médula dsea.

Monocitopenia: Por inhibicion tanto de la produccién como de la liberacion de
monocitos de la médula 6sea.

Linfocitopenia: parece ser debida fundamentalmente al secuestro de los
linfocitos por el sistema mononuclear fagocitico, que los retira de la circulacion

sanguinea a los tejidos linfoides o incluso a la médula 6sea.

Los glucocorticoides también alteran funciones vitales de dichas células.

Basofilos y células cebadas: Disminuyen la liberacién de histamina

Macrofagos y monocitos: Atentian la accion bactericida de estas células, por lo

gue disminuyen la resistencia a las infecciones. Ademas, inhiben la expresién de los

receptores Fc, la produccion de IL-1 de TNF, asi como su capacidad para producir

diversas sustancias pro-inflamatorias como la elastasa, la colagenasa vy el activador

del plasmindgeno. Al disminuir la IL-1 disminuye su efecto pirdgeno y atendan la
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proliferacidn de linfocitos T en respuesta a un estimulo antigénico.

Linfocitos: Inhibe la funcién linfocitaria y tiene un efecto muy potente sobre la
transcripcion de la IL-2, la cual es fundamental para la expansion clonal de los
linfocitos, esta disminucién da un descenso de la proliferaciéon de linfocitos. Los
efectos de los glucocorticoides son més acusados en los linfocitos T que en los B.
Dentro de los linfocitos T, son més sensibles al cortisol los linfocitos T CD4 o
cooperadores que los linfocitos T CD8 o citotdxicos-supresores.

El tratamiento con glucocorticoides produce modificaciones en el metabolismo
celular de los timocitos (linfocitos T inmaduros), de modo que produce su muerte
por apoptosis, éstos efectos también afectan a linfocitos T maduros y a los linfocitos B
gue estan madurando (L6pez et al., 2000).
7. Evaluacién de la respuesta a estrés
La evaluacion la actividad hormonal de la corteza suprarrenal es utilizada en una
gran variedad de disciplinas (por ejemplo, de comportamiento, bienestar animal, la
ecologia, la biologia de la conservacion, la ornitologia y la primatologia) (Washburn
and Millspaugh, 2002).
El procedimiento invasivo tradicional se ha dejado un poco de lado, debido a la
implementacién de métodos no invasivos ya que una de sus limitantes de las técnicas
de muestreo invasivas es que los niveles hormonales se ven afectados rapidamente
en respuesta al estrés de la manipulacién, restriccion fisica, y el procedimiento de
toma de muestras de sangre en si, que sustancialmente modifica los parametros
fisioldgicos y de comportamiento (Touma y Palme, 2005).

7.1. Sustrato de medicion de cortisol
Las hormonas como los glucocorticoides se pueden medir en varias muestras
bioldgicas, entre los que se incluyen el plasma, la saliva, la orina, el pelo, la leche y
heces. Los métodos actuales para el analisis de los glucocorticoides en las muestras
biologicas son radioinmunoensayo (RIA), ensayo de inmunoabsorcion (ELISA), y
cromatografia liquida a alta presién con deteccion UV. En estas técnicas es de suma

importancia considerar al anticuerpo primario dirigido contra el cortisol utilizado en
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los ensayos, debido a su alta especificidad por especie (Mormede et al., 2007).

a) Heces
Las técnicas de evaluacion no invasivas de estrés, incluyendo analisis de
glucocorticoides en las muestras de heces, tiene un gran potencial para proporcionar
informacion importante sobre la actividad de la corteza suprarrenal en las especies
silvestres (Wasser et al., 2000). Sin embargo, existen muchos factores que pueden
influir en las concentraciones hormonales, como la dieta (Wasser et al., 1993), la edad
(Dufty y Belthoff, 1997), el estado reproductivo (Wingfield et al, 1994), la condicién
corporal (Smith et al, 1994), el ritmo natural de todos los dias (Romero y Remage,
2000), temporada (Millspaugh and Washburn, 2003) y genero (Palme, 2005) entre
otros.
En general, las hormonas esteroides que circulan son metabolizados por el higado y
se excreta como conjugados a través de los rifiones en la orina através de la bilis en el
intestino. A pesar de que los esteroides en el intestino entran en circulacion entero-
hepatica (es decir, reabsorcion en el torrente sanguineo) y son intensamente
metabolizada por la flora microbiana, la estructura primaria de la hormona no es
degradada. Por lo tanto, metabolitos derivados de los esteroides pueden ser
detectados en las heces de los mamiferos (Touma y Palme, 2005, Mostl et al., 2005)

Extraccién

En los mamiferos, los esteroides o sus metabolitos, presentes en las heces nos se
encuentran distribuidos uniformemente dentro de la muestra. Por lo tanto, se
recomienda homogeneizar las heces antes de su anélisis. La homogeneidad de la
muestra es muy importante para la determinacion de metabolitos en las heces y por
lo tanto debemos considerar cierta cantidad de muestra para que sea representativa
de una muestra aleatoria. La congelacién de las heces no destruye las enzimas
bacterianas, las cuales metabolizan esteroides. Si estas enzimas no se inactivan antes
de almacenar las muestras (secado, el alcohol, o el calor), el metabolismo puede
continuar después de la descongelacién. Descongelar las muestras por calefaccion (95

° C) destruye la enzima bacteriana. Otra posibilidad es la de mantener intervalos
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cortos entre la descongelacion y la adicion de disolvente orgénico. En general, los
procedimientos de extraccion se desarrollan para concentrar las muestras de interés y
al mismo tiempo excluir posibles compuestos interferentes. La mayoria de los
autores utilizan mezclas de metanol o etanol con agua para disolver los esteroides a
partir de las heces, lo cual es mas una suspension de una extraccién (Mostl et al.,
2005).
b) Sangre (sueroy plasma)

La concentracion de cortisol en la sangre se utiliza ampliamente como un indicador
de estrés, aunque se recomienda precaucion, ya que el manejo produce un tipo de
estrés (Mostl y Palme 2002). El plasma es la muestra para medir los glucocorticoides
en estudios de bienestar animal. En altas concentraciones, como por ejemplo durante
estimulacién con ACTH o estrés, el cortisol libre en plasma aumenta a 20-30%. Los
niveles de glucocorticoides también son sensibles a muchos factores del medio
ambiente, por ejemplo pueden aumentar en forma importante sélo mediante la
captura y el manejo de la animal. Este efecto post-captura puede ser evitado
mediante la obtencion de la muestra de sangre antes de la corteza suprarrenal se ha
activado, dentro de los 2-3 minutos de la captura del animal y una segunda
posibilidad es para habituar a los animales al manejo. Una ventaja evidente de
muestras de sangre, cuando se hace en buenas condiciones, es que da acceso no sélo
a los niveles de glucocorticoides y sino también para la ACTH (Mormede et al.,
2007).
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VII. Material y Métodos

Poblacion

En la comunidad rural “El Terrero” del estado de Guerrero, se adquirieron 20 cerdos
criollos de 3 y 4 meses de edad (12 hembras y 8 machos), no infectados con el
metacéstodo de T. solium. Se verificd que los animales no estuvieran infectados con
el metacéstodo de T. solium por medio de la inspeccion de lengua, niveles de
anticuerpos y examen de ultrasonido (Herrera et al., 2007). Diez cerdos se dejaron en
el pueblo con las personas que los vendieron y vivieron en las mismas condiciones
gue los demas cerdos en la comunidad; sin agua limpia, alimentacion de pobre
aporte nutricional, calor extenuante por el dia, frios intensos por la noche y maltratos
por parte de los perros, habitantes de la comunidad o por los mismos cerdos de alta
jerarquia (Grupo 1). Los otros diez cerdos, se trasladaron a las instalaciones de la
FMVZ de la UNAM, donde recibieron alimentacion a base de concentrado, agua
limpia a acceso libre, temperatura de 15 a 22 °C, humedad de 60-70%, ventilacién
durante el dia, un paseo de 20min diarios en un jardin de la facultad y la otra parte
del tiempo, mantenidos en un ambiente de tranquilidad (Grupo 2). Al mismo tiempo
se adquirieron 10 cerdos (5 hembras y 5 machos), de 3-meses de raza cruza de York-
Landrace de la granja de la FMVZ de lilotepec, Edo. de México (granja tecnificada)
en la que no se han encontrado casos de cisticercosis porcina, los cuales también se
mantuvieron en condiciones 6ptimas en la FMVZ (Grupo 3). En la tabla 1 se
muestra la distribucién de los animales en los diferentes grupos y en la figura 5 se

muestran las condiciones de los 3 grupos.
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

No. de animales 10 cerdos criollos 10 cerdos criollos 10 cerdos York-
Landrace

Procedencia Comunidad rural Comunidad rural Granja de laFMVZ
Jilotepec

Estancia Comunidad rural  Instalaciones de Instalaciones de FMVZ

FMVZ

Animales inoculados 10 8 7

Animales no 0 2 3

inoculados

(Controles)

Tabla 1. Distribucion de los grupos experimentales

Figura 5. Los tres grupos de cerdos. A.-Cerdos del pueblo que se quedaron en sus
condiciones de vida habituales; B.- Cerdos del pueblo que se trasladaron a la facultad de
veterinaria; C.- Cerdos de granja tecnificada trasladados a la facultad de veterinaria.

Inoculacién

Se recuperaron tres Tenias, de tres pacientes después de un solo tratamiento con
niclosamida. Los segmentos que se utilizaron para la inoculacion, se encontraban
sueltos en las heces de los pacientes, es decir, no se utilizaron los segmentos
adheridos a la tenia, por lo que se puede decir que fueron segmentos gravidos que
contienen huevos fértiles (Romero, 2006). Se acepta que cada segmento gravido
contiene unos 50 000 huevos de T. solium de los cuales el 80% son fértiles (Silverman,
1954).

Siete cerdos provenientes de la granja de la FMVZ de Jilotepec, Edo. de México y 18
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cerdos de la comunidad rural de Guerrero se infectaron cada uno con un segmento
gravido de T. solium por via oral. Los 3 cerdos restantes de la granja de la FMVZ y los
2 de la comunidad de Guerrero se tomaron como cerdos control, con la finalidad de
ver si la infeccidén por si misma aumentaba los niveles de cortisol.
Toma de muestras

Muestreo sanguineo: Suero para cortisol y anticuerpos

La toma de muestras esta clasificada como Categoria B en Experimentos que
causan molestia 0 estrés minimo, de acuerdo con el Apéndice A Informativo
(Clasificacion de actividades experimentales de acuerdo al grado de invasion,
molestia o dafio producido sobre los animales de laboratorio) de la NOM-062-ZOO0O-
1999.
Las muestras sanguineas se tomaron mensualmente, los cuatro primeros muestreos
fueron de la vena cava anterior y las siguientes cuatro tomas se hicieron de la vena
yugular externa por facilidad en el manejo. Para la toma de muestras se utilizo el
sistema para extraccion de sangre “S-Monovette” de la casa comercial Sarstedt,
empleando una aguja amarilla de 1 % pulgadas, con el que se obtuvo un volumen de
4 ml de sangre completa. Una vez coagulada la sangre, las muestras fueron
centrifugadas en una centrifuga (Desga Sarstedt- gruppe, Zentrifuge L-12) a 25 000 x
g por 20 min a 4 °C., posteriormente con pipetas de Pasteur de 6 ml se tomé el suero,
se guardaron y etiquetaron en tubos Eppendort de 5ml, los que se refrigeraron a -200
C en una hielera con sal de grano por 24 hrs que es el tiempo de traslado de Guerrero
a la FMVZ para finalmente congelarlas a -8°C hasta que se procesé la muestra. En el
caso de las muestras tomadas en la Facultad se realizé el mismo procedimiento para
equiparar condiciones.

Heces
Se tomaron muestras de materia fecal de los tres grupos de animales. En el grupo dos
y tres se tomaron dos veces al mes, una en la mafiana y otra en la tarde del mismo
dia, a diferencia del grupo 1 que solo se tomé una vez al momento del sangrado, esta

diferencia se debi6 a la facilidad de manejo, que no se tenia en el grupo 1 que
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permanecié en pueblo. La muestra de aproximadamente 100gr. fue tomada
directamente del recto con un guante de plastico, esta se transfiri6 a un tubo de
polipropileno de 50 ml, en donde se homogeneiz6 con aplicadores de madera y se
congel6 a -20°C hasta su uso. Posteriormente, estas muestras se procesaron por
medio del secado en una horno bacteriolégico marca Napco, modelo 5100, a una
temperatura de <70°C de 8 a 12 horas, después de ese tiempo las muestras ya
desecadas se colocaron en un mortero y se molieron hasta ser pulverizadas, se
tamizaron vy retiraron restos de alimento y pelo, posteriormente se almacenaron en
una bolsa de plastico bien identificada a -8°C hasta el momento de su uso.
Zoometriay Pesaje

Las morfometrias se llevaron a cabo una vez por mes en los tres grupos. Las
mediciones corporales que se realizaron fueron: ancho de la cabeza y de la grupa
(con Vernier), perimetro toracico y abdominal, altura a la grupa, altura a la cruz y
redondez del jamon. Estas Ultimas se realizaron utilizando una cinta métrica. El

pesaje se hizo con una bascula romana de 100kg.

Medicion de cortisol
Heces
Extraccion

De las muestras fecales previamente secas y liofilizadas, se pesaron 0.6 gr. en tubos
de vidrio con tapa de rosca; a los cuales se les agregaron 5 ml de etanol al 80%,
marcando el nivel del liquido en cada tubo. El contenido de los tubos se mezclo en el
vortex (L-VM2000 con plataforma) durante 10min, al finalizar se puso en bafio Maria
a 80 °C durante 20 min. Al secarse las muestras, se les afiadié etanol absoluto,
reponiendo asi el etanol evaporado en la ebullicion; se homogenizaron en el vortex
(L-VM2000 con plataforma) durante 1 min aproximadamente, para posteriormente
centrifugar los tubos a 25 000 x g por 20 min a 4 °C. El sobrenadante se decant6 en
otro tubo limpio y se etiquetd. El liquido decantado se evapord con aire a presion en

bafio maria a 40°C, después se le adiciondé 1ml de etanol absoluto, se agito en el
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vortex durante 10min y se dejé reposar durante 30min. Terminado este tiempo se
centrifugo a 25 000 x g por 20 min a 4 9C., en seguida se decantd el sobrenadante a
tubos de ensayo de fondo redondo sin graduaciéon de 4 ml. (Marienfeld),
previamente identificados y se les afiadié 2ml de buffer RIA a cada uno, por ultimo
se congelaron a -8°C hasta que se le realizé la medicion de cortisol por medio de un
Kit.

Figura 6. Diagrama del proceso de extraccion. A.- Heces pulverizadas; B.- Peso de las heces
pulverizadas; C.-Adicion de los 5ml de etanol a las heces pulverizadas; D.- Heces con etanol
en el vortex; E.- Bafio maria a 80°C; F.- Centrifugacion de las heces; G.- Tubos identificados
para decantar el sobrenadante de las heces centrifugadas; H.-Secado por aire a presion en
bafio maria a 40°C; |.- Heces evaporadas; J.- Heces con 1ml de etanol en reposo; K.-
Centrifugacion de las heces; L.-Buffer RIA; M.-Extracto de heces identificadas en
congelacion.

Determinacion directa del cortisol en suero y en extracto de heces
La medicién del cortisol se hizo con un Kit de cortisol (Kit CORT-CT2 Cisbio

Bloassays) para uso humano. Este Kit cuenta con 100 tubos con antisuero de conejo
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anti-cortisol fijado en el fondo del tubo, un frasco de 55 ml de cortisol marcado
radiactivamente (*251) con <6.75 microcuries (pCi) y estandares liofilizados de cortisol

sin marca en concentraciones de 0, 20, 75, 500, 2000 nmol/L.

Kit comercial Radicinmunoanalisis -
para medir cortisol Curva estandar Tubos con hoermona

Figura 7. Contenido del kit de radioinmunoanélisis para cortisol
El procedimiento fue el siguiente:
Se reconstituyeron los estdndares de cortisol sin marca 30 minutos antes de que se
usaran, con 0.5 ml de agua destilada, se taparon los viales y se mezclaron con
cuidado para que el producto liofilizado quedara completamente disuelto. Para

realizar las mediciones, se hizo el siguiente protocolo de trabajo en cada Kit.

‘ No de tubos ‘ Contenido

1 2 Cuentas totales

3 4 Unidn inespecifica
5 6 Union total o BO

7 al 16 Curva estandar

17 18 Control interno

19 20 Control Externo

21al | 100 Muestras

101 102 Control interno

103 104 Control Externo

Tabla 2. Distribucion de los tubos
Los primeros 4 tubos no tienen hormona, son tubos de ensayo de fondo redondo sin
graduacion de 4 ml. (Marienfeld). A los dos primeros se les colocé 500 pl de cortisol

marcado radiactivamente (125 I) para verificar las cuentas totales con las que se

35



estuvo trabajando. Al siguiente par de tubos se les colocé 500pl de 1% I- cortisol para
medir la union no especifica, la diferencia entre el primer par de tubos y este, es que
en el primer par no se le desecha el 1% |- cortisol al momento del conteo y en el
segundo si.
A partir del tubo 5 hasta el 100, tienen antisuero de conejo anti-cortisol fijado en el
fondo del tubo. Los tubos 5y 6 se utilizaron para medir la unién total, colocando
500pl de 125 1- cortisol. Los tubos del 7 al 16, de dos en dos se fueron colocando 20yl
de cada una de las concentraciones de la curva estandar que viene en el Kit. Los tubos
17 y 18; 101 y 102 se les coloco 20ul de la concentracion estandar de 75 nmol/L. que
fungi6 como el control interno y el control externo, fueron 20ul de una muestra de
suero de cerdo que se utilizo en todos los Kits, este ocup6 los tubos 19 y 20; 103y 104.
A partir del tubo 21 al 100 se colocaron 20pl de muestra de suero 0 extracto de heces.
Una vez que cada uno de los tubos contenia lo que le correspondia, se les afiadio
500pl de 1% |- cortisol, se mezclaron en el vortex y se incubaron por 2 horas a 37°C, se
elimind la solucion de 125 |- cortisol por aspiracion, posteriormente se afiadié 1 ml de
agua destilada, se agitaron los tubos y se retir6 el agua por aspiracién, por ultimo se
midié la radioactividad unida en los tubos con un contador gamma Beckman LS 6000
TA®.
Validacion de la técnica de radioinmunoanélisis en heces de cerdo

Debido a que esta técnica no ha sido usada con anterioridad en heces de cerdo se
tuvo que evaluar la calidad de este analisis cuantitativo (validaciéon) por medio de
las siguientes pruebas de laboratorio:

e Precision

o Exactitud

s Curva Dosis-Respuesta
= Paralelismo
o Especificidad
e Sensibilidad
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Precision

La precision estd dada por la dispersion de una misma muestra alrededor de su
promedio. Esta se determind por el coeficiente de variacién intra e inter-ensayo, que
se calcul6 a partir de muestras que se corrieron paralelamente en cada
radioinmunoanalisis, para este estudio se utiliz6 el punto 75 de la curva estandar
como control interno y una muestra de suero como control externo. Para sacar el

coeficiente de variacion se utilizo la formula citada por Zambrano y Diaz, 1996.

CV= Desviacion estdndar/ Promedio X 100
Exactitud
Curva Dosis-Respuesta
Esta medicion sirve para confirmar que no haya nada en el extracto que pueda estar
interfiriendo con la union al anticuerpo. Para obtener esta curva se utilizaron 4
muestras de heces con concentraciones de cortisol conocidas, cada una de las
muestras se dividié en 6 alicuotas, a una de ellas no se le adicioné nada y a las 5
restantes se les agregaron 5 concentraciones conocidas de la curva estandar (una
concentracion para cada alicuota), y ser determinadas en el radioinmunoanalisis
como muestras individuales. El resultado obtenido de la muestra a la que no se le
afiadio nada, fue restado de los resultados de las 5 alicuotas con estdndares, con el fin
de que al restar los resultados de la muestra sin nada, quedara la cantidad de cortisol
de la curva estandar que se coloco.
Paralelismo
El paralelismo indica que la interaccion de la hormona presente en el extracto con el
anticuerpo es similar a la del estdndar con el anticuerpo. Para realizar esta prueba se
utilizaron 4 muestras de heces tomadas al azar, las cuales fueron diluidas de forma
seriada (1:2, 1:4, 1.8, 1:16, 1:32, 1.64 y 1:128) y a cada dilucion se le determind su
concentracion en el radioinmunoanélisis como si fueran muestras independientes.
Una vez obtenidos los resultados, se graficaron los porcentajes de uniéon del

anticuerpo con la hormona estandar y los porcentajes de unién del anticuerpo con la
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hormona de las muestras seriadas, con la finalidad de ver que la curva de la muestra
sea paralela a la curva de la hormona estandar.

Especificidad y Sensibilidad

La especificidad y sensibilidad estan dadas por el anticuerpo utilizado en el kit
comercial (Kit CORT-CT2 Cisbio Bloassays). La sensibilidad de los
radioinmunoanalisis realizados para muestras de suero y heces con el kit comercial
fue de 4.6nmol/1 o 1.66ng/ml y las principales reacciones cruzadas para el mismo

anticuerpo con hormonas esteroides, se muestran en la tabla 3.

Esteroide % Reaccion
cruzada
Cortisol 100
Fludrocortisona 12.1
S5a-Dihidrocortisol 8.8
21-Desoxycortisol 8.6
Corticoesterona 2.8
Prednisona 1.2
Cortisona 0.9
6p-Hidroxicortisol 0.6
20B-Hidrocortisol 0.4
Estradiol <0.01
Progesterona <0.01
Testosterona =0.01

Tabla 3. Porcentaje de reaccion cruzada del anticuerpo anti-cortisol con hormonas
esteroides (informe de la casa comercial)
Necropsia

Al cabo de los 8 meses, se les practicO la eutanasia a todos los animales. Todos los
cerdos instalados en la Facultad fueron insensibilizados por el sistema de
electrocucién (Aluja AS de y Constantino, 2002).
La intensidad de la corriente eléctrica utilizada dependi6 del peso del animal:

e Para 130 kg o més, 600 Volts; 6 amperes.

e De 90 a 130 kg, 400 Volts; 4 amperes

e De menos de 90 kg, 240 Volts; 2 amperes
El tiempo entre el intervalo del aturdimiento y el sangrado fue menor de 30
segundos. Todos los cerdos del grupo 1 que permanecieron en el pueblo, fueron
insensibilizados con pistola de embolo oculto, por falta de una buena fuente de

energia (Aluja AS de y Constantino, 2002).
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Figura 8. Insensibilizacién. A.- Insensibilizacion con pistola de perno cautivo en cerdos del
pueblo que se sacrificaron en el pueblo (grupo 1); B.- Insensibilizacién por sistema eléctrico
en cerdos de la facultad (grupo 2y 3).

En la necropsia se examinaron las larvas y por medio del estudio histolégico se
clasificaron de acuerdo a la clasificacion propuesta por Aluja y Vargas (1988), con el
fin de establecer si se encontraron diferencias en el grado de destruccion de las larvas
entre animales mantenidos en Optimas condiciones con aquellos que viven en las

comunidades rurales, donde reciben poca atencion.

Encéfalo

[ Pierna

Figura 9. Musculos y encéfalo examinados en el conteo y clasificacion de los cisticercos
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Prueba de evaginaciéon

Se realizaron ensayos de evaginacion de los cisticercos con el propdsito de poder
determinar el grado de viabilidad de ellos. Durante la necropsia, se tomaron
metacéstodos vesiculares de los cerdos del grupo 3 y del grupo 2, se colocaron en
tubos de polipropileno de 50 ml, que contenia solucidén salina fisioldgica (SSF),
después se llevaron al laboratorio en donde se desecho la solucién salina, los
cisticercos se depositaron en una caja de Petri, y se les adiciond una solucion que
contenia, 20 ml de SSF mas 10% de bilis de cerdo, se introdujeron en una estufa de
cultivo marca “Riossa” a una temperatura de 37° C, durante 48 horas. En ese
intervalo de tiempo se observaron a las 12, 24 y 48 horas para realizar un conteo y
ver cuantos cisticercos evaginaron, se consideran como evaginados aquellos
metacéstodos que presenten salida o distension del cuello y escolex visible (Flores,
2003).

Anadlisis Estadistico

Para la determinacién de la normalidad de los diferentes resultados se utilizaron las
pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk. Los resultados con distribucion
normal fueron analizados con la prueba de Anova y Tukey Kramer. Los que no
tenian distribucién normal, las diferencias significativas entre medianas fueron
analizadas a través de la prueba de Kruskal Wallis y Ji cuadrada p< 0.05 (SPSS, Inc.

2007).
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VIII. Resultados

Poblacién final

Al término de los ocho meses de muestreo, se realiz6 la necropsia a los cerdos. Hubo
cerdos que se perdieron en el pueblo o murieron. En la tabla 4 se muestran los datos
de los cerdos al inicio del experimento, los animales que se perdieron o murieron en
el pueblo y los cerdos que permanecieron vivos al final del experimento. Los tres
grupos iniciaron con 10 cerdos. En el grupo 1 se murid un cerdo y otro se perdié en
el pueblo, quedando 8 cerdos finales en este grupo. El grupo 2 inicio con 8 cerdos
inoculados y 2 cerdos control, de los cuales se murieron 2 animales inoculados,
finalmente quedaron 6 cerdos inoculados y 2 controles. Por ultimo el grupo tres,
inicialmente tenia 7 cerdos inoculados y 3 cerdos control, de estos se murié un cerdo
inoculado por lo que llegaron al final del experimento 6 cerdos inoculados y 3 cerdos

control.

Cerdos perdidos

Cerdos iniciales 0 muertos Cerdos Finales

Grupo 1 Inoculados 10 2 8
No inoculados o

cerdos control 0 0 0

Grupo 2 Inoculados 8 2 6
No inoculados o

cerdos control 2 0 2

Grupo 3 Inoculados 7 1 6
No inoculados o

cerdos control 3 0 3

Tabla 4. Numero de cerdos iniciales y cerdos finales
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Anticuerpos pre-infeccién

Los niveles de anticuerpos de los tres grupos, pre-infeccién se observan en la grafica
1. Los grupos 1y 2 que fueron cerdos de la comunidad tienen niveles de anticuerpos
mas altos que los del grupo 1 (P<0.05) que provenia de una granja tecnificada.
Aungue estos titulos de anticuerpos son altos no llegan a ser positivos contra

cisticercosis.

0.7 p——
0.6
a

0.5
m
o
=
— -~
- 04
S (=]
fr = ——
5 _1T_ :Desv estandard
— x
&' 94 [ :Error estandard

=] O promedic
0.2
b
0.1 —
0.0
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Graéfica 1. Nivel de anticuerpos contra cisticercos de cerdos del primer mes (antes de
la inoculacién). Superindices diferentes indican diferencia significativa. ANOVA (P<0.05).
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Zoometriay pesaje

Los resultados de la zoometria en los tres grupos de cerdos se muestran en las
graficas 2. En la (a) se presentan los resultados de la altura a la cruz y en la (b) altura
a la grupa, se observa que los cerdos del grupo 3 crecieron mas que los otros dos
grupos (P<0.05). En la altura a la cruz los primeros tres meses, los cerdos del pueblo
en la facultad no crecieron mucho en comparacion con el grupo del pueblo que se
quedo en el pueblo, sin embargo al final quedaron similares. En la altura a la grupa
fue hasta el quinto mes en donde se emparejaron. En la figura (c) se exhibe el largo
dorsal, se muestra que los cerdos del grupo 3 estaban mas largos (98cm) que los
cerdos del grupo 2 (83.25cm) (P<0.05). La redondez del jamén se presenta en la figura
(d), la cual fue mas alta en el grupo 3 con respecto a los otros dos grupos con 89cm
(P<0.05). El grupo 2 tuvo 15cm mas jamén que el grupo 1, sin evidencia estadistica
significativa (P>0.05). Las figuras (e) y (f) representan ancho de cabeza y ancho de la
grupa respectivamente. Se observa que los cerdos del Grupo 3 estan 2cm mas anchos
en cabeza y 7cm mas anchos en grupa que los otros dos grupos (P<0.05). El
perimetro toracico y el perimetro abdominal estan representados en las figuras (g) y
(h) respectivamente. Los cerdos del grupo 3 estan mas proporcionados con 103cm de
perimetro torécico y 100.5cm de perimetro abdominal que los grupos 1 (75cm,
76.25cm) y 2 (86¢cm, 82.5cm) (P<0.05).
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Graéficas 2. Resultados de Zoometria en los tres grupos durante todos los meses
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ANDEVA, posteriormente con la prueba de Tukey. * Pueblo/Pueblo (Grupo 1), Pueblo/FMVZ

(Grupo 2) y Granja/FMVZ (Grupo 3)

44



La grafica 3 muestra los pesos de los tres grupos, encontrando que los cerdos del
grupo 1 alcanzaron un peso de 32.5kg, el grupo dos 47.5kg y el grupo tres 89kg.
Siendo mayor estadisticamente (P<0.05) el grupo 3 con respecto a los otros dos
grupos.
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Graéfica 3. Pesos de los tres grupos en todos los meses
Literales distintas indican diferencias significativas (P<0.05). Las diferencias fueron establecidas por
ANDEVA, posteriormente con la prueba de Tukey. * Pueblo/Pueblo (Grupo 1), Pueblo/FMVZ
(Grupo 2) y Granja/FMVZ (Grupo 3)

Niveles de cortisol

Al realizar las pruebas de normalidad en los niveles de cortisol, tanto en suero como
en heces, no todos los grupos tuvieron una distribucion normal, por lo que el
indicador presentado es la mediana.

En suero:

Los niveles de cortisol en suero del grupo 3 fueron menores en todos los meses, con
respecto al grupo 1y 2, sin embargo, no se observo diferencia significativa en todos
los meses, Unicamente en Marzo. Noviembre, Abril y Mayo presentd diferencia
significativa entre el grupo 3 y grupo 1, presentando niveles mas bajos en el grupo 3
(Gréfica 4).
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Gréfica 4. Mediana de los niveles de cortisol en suero de cerdo de los 3 grupos
experimentales en cada uno de los meses. Literales diferentes indica diferencia
significativa Kruskal Wallis (P<0.05).

La mediana de los niveles de cortisol en el suero de todos los animales, durante el
tiempo que duro el experimento, se observa en la grafica 5. Se muestran niveles de
cortisol mas altos en el grupo 1 con una mediana de 40.54ng/ml (p< 0.05) con
respecto a los demas grupos, aungue solo hubo diferencia estadistica con el grupo 3.
No hubo diferencia significativa entre los grupos 2 y 3 con respecto a su grupo

control (Gréfica 6)
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Gréfica 5. Mediana de la concentracion de cortisol en suero de cerdo de los 3 grupos
experimentales de todos los meses. Literales diferentes indica diferencia significativa
Kruskal Wallis (P<0.05).
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Gréfica 6. Mediana de los niveles de cortisol en suero de cerdo de los 2 grupos
control de todos los meses. Literales diferentes indica diferencia significativa Kruskal
Wallis (P<0.05).
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En heces:

Los niveles de cortisol en heces de cerdo, mostraron el mismo patron que los niveles
de cortisol en suero, observandose niveles bajos en el grupo 3 respecto a los otros dos
grupos, pero sin diferencia estadistica, a excepcion de Marzo y Abril que si presenté

diferencia significativa entre el grupo 3y el grupo 1 (Gréfica 7).
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Graéfica 7. Mediana de los niveles de cortisol en heces de cerdo de los 3 grupos
experimentales en cada uno de los meses. Literales diferentes indica diferencia
significativa Kruskal Wallis (P<0.05).

En la grafica 8 se presenta la mediana de los niveles de cortisol en heces de todos los
meses en cada uno de los grupos, mostrando niveles de cortisol mas altos en el
grupo 1 (p< 0.05) con una media de 2.71 ng/ml con respecto de los otros dos grupos
sin embargo, solo hay diferencia estadistica con el grupo 3. También en el los grupos

control no existe diferencia significativa (Gréfica 9).
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Gréfica 8. Mediana de la concentracién de cortisol en heces de cerdo de los 3 grupos
experimentales de todos los meses. Literales diferentes indica diferencia significativa
Kruskal Wallis (P<0.05).
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Gréfica 9. Mediana de los niveles de cortisol en heces de cerdo de los 2 grupos
control de todos los meses. Literales diferentes indica diferencia significativa Kruskal
Wallis (P<0.05).

49



Resultados de la validacion
Exactitud
e Curva de dosis respuesta

Las muestras de extractos de heces de cerdo, mostraron un coeficiente de correlacion
del 99% entre la concentracion de la hormona estandar afiadida y la concentracion
encontrada en la misma muestra medida después de realizar el RIA. En la grafica 10

se muestra la regresion lineal de la curva dosis-respuesta.
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Graéfica 10.- Curva Dosis-Respuesta para Cortisol en heces de cerdo
e Paralelismo

La hormona natural que se encontré en los extractos de muestras de heces de cerdo,
se comporté de manera similar al cortisol de la curva estandar del kit comercial. La
grafica donde se aprecia el comportamiento de las diferentes diluciones de muestras
de heces con respecto a las diluciones del cortisol estandar, se puede ver en la grafica

11.
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Grafica de Paralelismo
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Grafica 11. Paralelismo en muestras de heces de cerdo
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Para la medicion de cortisol en heces de cerdo del presente trabajo, fueron realizados

11 radioinmunoandlisis. El coeficiente de variacion inter-ensayo fue de 5.37 vy el

intra-ensayo fue de 3.77 representados en las graficas 12 y 13.
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Gréfica 12. Coeficiente de variacion inter-ensayo de 5.37
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Gréfica 13. Coeficiente de variacion intra-ensayo de 3.77
Necropsias
En la tabla 6 se muestran los datos de la grafica 14 en la cual se muestra el grado de
destruccion de los cisticercos recuperados de los cerdos, segun el proceso de
caseificacion, donde se sefiala el porcentaje de cisticercos calcificados y vesiculares.
Se observa que los grupos 1y 2 presentaron el mismo porcentaje de destruccion que
fue del 3%, mostrando una diferencia significativa (P<0.05) con el grupo 3 que

presenté mayor destruccion, 15%.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Implantados 343 410 441
Cisticercos vesiculares 334 397 377
Cisticercos caseosos 9 13 64

Tabla 5. Numero de cisticercos implantados, namero de cisticercos vesiculares y

caseosos en los tres grupos.
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Gréfica 14. Resultados de los cisticercos recuperados en la necropsia en los tres
grupos: Porcentaje de cisticercos calcificados y vesiculares. Literales distintas indican
diferencias significativas (p<0,05). Las diferencias fueron establecidas por medio de una

prueba de Ji cuadrada.

La frecuencia de cisticercos implantados en los tres grupos, se observa en la grafica

15. Se obtuvo una mayor frecuencia de cisticercos en el grupo 3, con una mediana de

53, aunque sin diferencia significativa (p>0.05); seguido por el grupo 2 con una

mediana de 36 y con menor frecuencia el grupo 1 presentando una mediana de 4.5

(p<0,05).
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Gréfica 15. Implantacion de cisticercos en cerdos inoculados con proglétidos de T.
solium. Superindices diferentes en la mediana indican diferencia significativa Kruskal Wallis

(P<0.05).
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En el porcentaje de evaginacién los cisticercos tomados en la necropsia, el grupo 2
presenta 82% de evaginacion con un maximo de 83% y un minimo de 77.7% y el
grupo 3 un porcentaje de evaginacion del 72.2%, un minimo de 26% y un maximo de
74.28%, no se observa diferencia significativa entre los dos grupos (gréafica 16). En la

figura 10 se puede observar el proceso de evaginacion a las 12 y 48 horas.
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Grafica 16. Porcentaje de evaginacion, minimo y maximo de los dos grupos de cerdos
sacrificados en la facultad. Las diferencias fueron establecidas por medio de una prueba de
Ji cuadrada (p<0,05).

Figura 10.- Prueba de evaginacion. A.-Cisticercos lavados con solucién salina fisiolégica; B.-
Cisticercos con solucién salina fisiologica y 10% de bilis a las 12hrs a 37°C; C.- Cisticercos
evaginados a las 48hrs a 370C.
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IX. DISCUSION

Al estudiar, si los factores estresantes, influyen en el desarrollo y la destruccion de
los metacéstodos de T. solium en el cerdo, se hicieron tres grupos de cerdos, se
verificd que los animales no estuvieran infectados con el metacéstodo de T. solium
por medio de la inspecciéon de lengua, niveles de anticuerpos y examen de
ultrasonido. Todos los estudios fueron negativos, sin embargo, en el caso de los
anticuerpos, el grupo 3 presentd niveles mas bajos con respecto a los dos grupos
procedentes de la comunidad (P<0.05). Es probable que los cerdos provenientes de la
comunidad rural ya hayan estado en contacto con el parasito, hay que recordar que
son cerdos de vida libre. Este resultado puede estar relacionado con la implantacion
ya que el grupo 3 present6 mayor implantacion (mediana=53) y niveles de
anticuerpos bajos (P<0.05), en cambio los dos grupos de la comunidad mostraron
mayores niveles de anticuerpos y menor implantacion. Esta relacion puede estar
dada por un contacto previo de los cerdos con el parasito, que indujo la formacién de
anticuerpos que los protegia al momento de la inoculacion (Sciutto et al., 1995). Sin
embargo, la implantacion depende de muchos factores mas, como la raza, edad, sexo,
estado de salud y estado nutricional (Akira et al., 2001). Pefia et al., 2007 encontré que
la infeccidn es afectada de manera significativa por el estado hormonal, mas que por
la respuesta de anticuerpos. Se ha observado que la eficacia de la instalacion del
parasito después de la infeccion experimental varia considerablemente entre los
animales que habian sido infectados con el mismo nimero de huevos y lo atribuyen
a diferencias intrinsecas en los cerdos (Pathak et al, 1990). También hay que tomar en
cuenta dos aspectos en esta investigacion; la primera, que por cuestiones practicas en
la comunidad rural se tuvo que infectar con proglétidos gravidos y no con una
cantidad exacta de huevos; y la segunda, que al momento de la inoculacién son
administrados con ayuda de alimento, lo cual sugiere que los huevos administrados
puedan ser expulsados inmediatamente después de depositarlos en la boca,
reduciendo de alguna manera la capacidad de los huevos de llegar al estomago para

alcanzar el sistema circulatorio, y asi reducir la implantacion. En esta investigacion se
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vio afectada la implantacion pero no la viabilidad, ya que no se observaron
diferencias significativas entre los grupos analizados.

Con respecto a los niveles elevados de cortisol obtenidos en los dos grupos
provenientes de la comunidad rural (grupo 1 y 2) respecto al grupo de la granja
tecnificada (grupo 3), sugieren que los cerdos del grupo 1 estuvieron en contacto con
diferentes factores que provocaron un estado de estrés, presentando niveles de
cortisol altos en todos los meses y por consiguiente un estrés cronico, algunos
estudios mencionan que los cerdos que han experimentado este tipo de estrés, han
presentado mayor susceptibilidad al incremento de cortisol después de un desafio
con ACTH (Janssens et al., 1994), o bien después de someter a los cerdos a una nueva
fuente de estrés (De Jonge et al.,, 1996), lo que sugiere que para estos cerdos, el
muestreo sanguineo mensual era una nueva fuente de estrés, por lo que la respuesta
se incrementa mediante un proceso conocido como sensibilizacion.

En el caso de los cerdos del grupo 2, que también eran animales de pueblo y que se
mantuvieron en buenas condiciones de alimentacion y cuidado, son cerdos que
posiblemente ya tenian estrés cronico, por lo tanto ya estaban sensibilizados. El
hecho de trasladarlos a la facultad, cambiarles a una buena alimentacién, el cambio
de temperatura, sacarlos a pasear y sobre todo mantenerlos confinados, contribuirian
a que la respuesta al estrés se potencializara provocando los altos niveles de cortisol.
En contraste, los animales del grupo tres que presentd niveles de cortisol mas bajos,
posiblemente se debié a que los cerdos provienen de una granja tecnificada, los
cuales fueron expuestos desde su nacimiento a fuentes de estrés que se repetian en
forma continua (manejo) y que con el tiempo disminuian en magnitud hasta llegar a
lo que se conoce como respuesta adaptativa al estrés. (Hernandez, et al., 2006).

Otros factores que pueden influir en estas diferencias entre grupos son el sexo, la
edad y el estado reproductivo de un animal (Dufty y Belthoff, 1997, Washburn and
Millspaugh, 2002 ;2004) ya que los cerdos que se compraron en el pueblo (grupoly 2)
eran de entre 3 y 4 meses de edad, ya que era muy dificil encontrar cerdos de la

misma edad en la comunidad y los cerdos de la granja tecnificada tenian 3 meses de
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edad. Otro factor es la condicion corporal (Heath y Dufty, 1998; Smith et al, 1994), los
cerdos del grupo 3 tuvieron mas peso y una condicién corporal optima (3), esto
porque son cerdos de raza y la alimentacién que recibieron desde el principio fue
ideal, no asi en los cerdos procedentes del pueblo los cuales desde pequefios
comieron lo poco que le daban sus duefios y el alimento que encontraban. Aunque
los dos grupos provenian del pueblo, los cerdos que se quedaron en el pueblo al final
del experimento estaban mas altos y mas largos que los cerdos que se trasladaron a
la facultad los cuales tenian una condicion corporal de 4 y con mayor peso.

En los resultados de cortisol en heces como se esperaban, tuvieron un
comportamiento similar a los resultados de suero, aunque en este ultimo si se
encontré diferencia significativa entre el grupo 2 y el 3. Esta ligera diferencia entre
suero y heces puede tomarse a favor de lo obtenido en heces ya que este método es
ventajoso sobre procedimientos invasivos tradicionales (por ejemplo, captura y
recoleccion de sangre) porgque las muestras se obtienen sin perturbar a los animales
de estudio (Wasser et al., 1991, 2000; Washburn and Millspaugh, 2002), ademas de
gue el tiempo de transito intestinal desde el duodeno hasta el recto en los cerdos es
de 48 h (Carlsson et al., 2007), lo que ofrece mayor certeza en la determinacion de
cortisol basal. No obstante hay muchos factores que pueden confundir, como la dieta
(Wasser et al., 1993); se sabe que la influencia de la ingesta de alimento puede ser
considerado como una de las causas de la variacion en las concentraciones de
esteroides en heces (Mostl y Palme 2002) ya que la disponibilidad y el valor
nutricional de recursos alimenticios cambia segun la temporada y en el caso de
carnivoros, sus hiveles de glucocorticoides en heces puede ser alterado por el
consumo directo de estos en sus presas (Millspaugh and Washburn, 2004). Entre
otros factores se encuentran, la temperatura, humedad, y otras condiciones
ambientales que favorecen la proliferacion de bacterias contenidas en las heces, las
cuales metabolizan esteroides por lo que pueden influir en las concentraciones de los
glucocorticoides (Touma y Palme, 2005; Mostl et al 2005). Al parecer estos elementos

no afectaron marcadamente los resultados en heces en la presente investigacion ya
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gue fueron consistentes respecto a los de suero. El Unico inconveniente presentado
con respecto a la medicion, considerando que la cantidad de cortisol en heces de
cerdos es 13 veces menor a lo que se excreta en orina (Mostl et al., 2005), se tuvo que
agregar otros puntos a la curva estandar del kit de cortisol menores a las establecidas,
guedando la mayoria de los resultados en el margen inferior de la curva, por este
motivo se recomienda utilizar un método mas sensible como el Radioinmunoanalisis
con tritio.

La relacion de los niveles de cortisol tanto en heces como en suero, con las fases de
destruccion de los cisticercos encontrados a la necropsia, indican que los cerdos con
bajos niveles de cortisol (grupo 3) presentaron una reaccion inflamatoria peri
larvaria, destruyendo una mayor cantidad de cisticercos (15%) en comparacion con
los grupos que presentaron niveles elevados de cortisol; grupo 1y 2 con 3% lo cual
sugiere que entre mas elevado sea el nivel de cortisol menor es la destruccién
parasitaria, aunque no se puede descartar el factor nutricional y genético, teniendo
este ultimo existe una enorme variabilidad entre las especies, razas y los individuos
en el funcionamiento basico de la adaptacién, mecanismos y en sus respuestas a los
desafios ambientales (Mormede et al., 2007).

Es bien sabido que los elevados niveles de glucocorticoides induce alteraciones en el
sistema inmunoldgico como: disminucion en la proliferacion de linfocitos y
disminucién en la citotoxicidad de linfocitos NK (Venero et al., 2001), suprime la
expresion de la interleucina-1 beta, factor de necrosis tumoral-alfa, amiloide sintasa
inducible A y o6xido nitrico (Saeij et al., 2003), disminucién en el numero de
leucocitos circulantes y la migracion de leucocitos a los tejidos, asi como abatir la
produccion de moléculas antiinflamatorias como las prostaglandinas y leucotrienos
(Granner, 2001 y Hiriart, 2005). Bajo estas circunstancias la respuesta de tipo TH1
puede verse afectada, basado en el hecho de que durante las primeras tres semanas
de la infeccidn se presenta una respuesta de tipo TH1 que es restrictiva al crecimiento
del parasito (Toenjes et al., 2003) lo cual concuerda con lo obtenido en el el estudio.

Otro resultado que se puede destacar es la comparacion realizada entre cerdos no
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infectados (controles) e infectados en cuanto a los niveles de cortisol, donde no se

reporto diferencia entre los grupos, lo cual sugiere que la presencia de metacéstodos

no parece ser una condicion de estrés para el huésped, esto concuerda con Pefia et al.,

2007.

X. CONCLUSIONES

El manejo del muestreo sanguineo no afecté la concentracién de cortisol ya
gue la concentracién de cortisol en suero fue directamente proporcional a la

concentraciéon de cortisol en heces.

El manejo que recibieron los cerdos de granja tecnificada desde el nacimiento

ayudo a realizar una respuesta adaptativa al estrés.

El estrés ocasionado por la vida libre de la comunidad fue similar al estrés

ocasionado por el confinamiento de cerdos acostumbrados a la vida libre.
La infeccion no afecta los niveles de cortisol.

Al parecer el estrés podria influir en la capacidad de destruir a los cisticercos
ya que el grupo de cerdos con menor concentracion de cortisol presento

mayor destruccion de cisticercos.

La técnica de radioinmunoandlisis utilizada no es muy sensible para medir
cortisol en heces, debido a que la cantidad de cortisol en heces es poca, por lo
cual se requiere la aplicacién de una técnica que mida desde picomoles, como

es radioinmunoanalisis con tritio.

Aunque el numero de animales incluidos en este trabajo es reducido, los datos

muestran en principio que una elevada concentracion de cortisol, resultado de un

alto grado de estrés, aparentemente inhibe la habilidad de los cerdos para destruir

metacéstodos de T. solium, aunque no se puede dejar de lado el factor genético y

nutricional.
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