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RESUMEN

La Teniasis-cisticercosis representa un problema de salud publica en México y en
otros paises en vias de desarrollo al provocar la enfermedad conocida como
neurocisticercosis (NCC), causada por la implantacién de metacestodos de Taenia
solium en el sistema nervioso central (SNC) del ser humano; lo que puede causar
signos neurolégicos y en ocasiones la muerte del individuo afectado. Este trabajo
se centr en la estandarizacion de un modelo de NCC porcina por medio de la
inoculacion directa de oncosferas activadas de Taenia solium en el SNC. Se
identificé a una persona portadora del parasito adulto y se le administraron 2g de
niclosamida via oral y una purga intestinal; se obtuvé la Taenia y se coloc6 en
solucién salina fisiologica con antibiéticos a 4°C; Con base en su morfologia se
identific6 como Taenia solium. Se obtuvieron los huevos de los proglétidos
gravidos; Las oncosferas se activaron con el método de hipoclorito de sodio y el
método enzimatico y se inocularon en encéfalos de 12 cerdos de granja a traves
de craneotomias en la regién frontoparietal. Se utilizaron dos dosis: 100 a 150
oncosferas y 1000 a 1500 oncosferas y dos vias de inoculacién: subaracnoidea
e intraventricular. Se observaron los cerdos durante un periodo maximo de 126
dias y se realizé la eutanasia para extraer los encéfalos; se colocaron en
formalina buferada al 10% por 7 dias; posteriormente fueron lavados con agua
corriente y se realizaron cortes transversales, se tomaron muestras para
histopatologia y se revisaron al microscopio. Tres cerdos presentaron el desarrollo
de un metacestodo; de los cuales dos se inocularon por via intraventricular con
dosis alta y un cerdo se inoculé por via subaracnoidea con dosis alta. En el
presente estudio no se logré desarrollar el modelo de NCC porcina; sin embargo,
se establecieron las bases para la estandarizacion de un modelo de NCC porcina
en futuras investigaciones.

Palabras Clave:

Neurocisticercosis, Taenia solium, Modelo porcino, craneotomias, inoculacion de
oncosferas activadas,



ABSTRACT

Taeniasis-cysticercosis represents a public health problem in Mexico and other
developing countries causing the disease known as neurocysticercosis (NCC), due
to the implantation of Taenia solium metacestodes in the central nervous system
(CNS) of human beings, which can provoke neurological signs and sometimes
death of the affected individual. This work focused on the standardization of a
model of swine NCC by direct inoculation of activated oncospheres of Taenia
soilum in the CNS. The person carrying the adult parasite was identified and 2g of
niclosamide were administered orally followed by an intestinal purge. A taenia was
obtained and placed in physiological saline with antibiotics at 4 ° C. based on its
microscopic morphology it was identified as Taenia solium. Eggs were obtained
from gravid proglottids and incubated at 37° C. The oncospheres were activated
with sodium hypochlorite and an enzymatic method and inoculated into the brains
of 12 farm pigs through craniotomies in the front parietal region. Two doses were
used: 100 al50 oncospheres and 1000-1500 oncospheres and two routes of
inoculation: subarachnoid and intraventricular. Pigs were observed for a maximum
period of 126 days and were euthanized to remove the brains, which were placed
in 10% buffered formalin for 7 days, then were washed with tap water and cross
sectioned, samples were taken for histopathology and were observed in the
microscope. Three pigs showed the development of a metacestodo each of which
two were inoculated with the high dose by the intraventricular route and one with
the high dose by the subarachnoid route. With the method used in this study, a
model for swine NCC could not be developed, however, the bases for the
standardization of a swine model for NCC was established for future research.

Key words:

Neurocysticercosis, Taenia solium, Swine model, Craneotomies, inoculation of
activated oncospheres.
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Introduccién.

El binomio Teniasis-cisticercosis representa un problema de salud publica en
México y en otros paises de Latinoamérica, en Africa y Asia al provocar en los
seres humanos la enfermedad conocida como neurocisticercosis (NCC).
Estimaciones conservadoras calculan 50,000 muertes cada afio en el mundo,
debido a esta enfermedad. La NCC es causada por el alojamiento del
metacestodo de Taenia solium en el sistema nervioso central (SNC) del ser
humano, lo que puede causar incapacidad fisica, signos neurologicos y en

ocasiones la muerte del individuo afectado. 2345

El cerdo también se ve afectado, cuando el parasito se aloja en areas especificas
del SNC, ocasionandole Ataxia, paresia, flacidez de la lengua, mioclonos y

convulsiones.®
La neurocisticercosis en México.

En México se realizaron dos estudios epidemiolégicos en comunidades rurales de
los estados de Morelos y Puebla, en los que se encontraron prevalencias de NCC
en seres humanos de entre 9 y 9.5% utilizando como criterio diagnéstico los
resultados de la tomografia computarizada.” 8 Asi mismo, estudios llevados a
cabo en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia de México, entre 1995
y 2001 mostraron que la NCC fue la novena causa de mortalidad hospitalaria y la

quinta causa de morbilidad; mientras que un estudio reciente no mostro



diferencias en el ingreso de nuevos pacientes en esta misma institucion entre el

afio 1994 y el afio 2004 %1011, 12
Clinicay Patologia de la neurocisticercosis.

La NCC es una enfermedad que se caracteriza por la enorme variabilidad de sus
manifestaciones clinicas y por su amplio espectro patologico; el cual, puede
adoptar distintas formas segun la localizacion, el numero y el estado biolégico del
parasito, el grado y tipo de inflamacion del tejido del huésped y las estructuras
neuroldgicas afectadas. Ultimamente se ha hecho énfasis en el papel de factores
propios del hospedero en la modulacion de estos parametros. Se ha demostrado
que el género y la edad influyen sobre la intensidad de la respuesta inflamatoria
desarrollada a raiz de la presencia del parasito. Asi, el cuadro de encefalitis se ve
preferentemente en los nifios y en las mujeres jovenes; mientras que las mujeres
desarrollan una reaccion inflamatoria mas severa que los hombres; asi mismo, La
NCC afecta con mayor frecuencia a adultos jévenes en edad productiva.> 13

Los pacientes con NCC se pueden dividir en 2 grandes grupos; el primer grupo
esta constituido por pacientes con parasitos localizados a nivel del parénquima o
de los surcos de la convexidad del encéfalo. Estos casos generalmente son los
mas “benignos” ya que responden al tratamiento especifico con albendazol y
praziquantel y en su mayoria tienen buen prondstico debido a la involucion mas
rapida de los parasitos y por las caracteristicas de la reaccion inflamatoria que
permanece localizada, aunado a esto, si el nimero de metacestodos es pequefio,

estos pueden ser eliminados rapidamente con el tratamiento.



El segundo grupo esta conformado por los pacientes con parasitos localizados en
el espacio subaracnoideo de la base o en los ventriculos. En estos casos, el
cuadro neurologico incluye: cefaleas intensas, hipertensién intracraneana,
afeccion de los nervios craneales o afeccion vascular. Ademas de la severidad
clinica existen diferentes factores que contribuyen a la gravedad de estas formas,
entre los que se pueden mencionar la frecuente necesidad de colocar una
derivacién ventriculo peritoneal de manera urgente para controlar la hipertension
intracraneana asociada al bloqueo del flujo del liquido cefalorraquideo. Aunque
esta colocacion generalmente es imprescindible, se ha demostrado que
representa un factor de mal prondstico, debido al riesgo de infeccién que conlleva.
5, 14,15

Problematica en el diagnostico y tratamiento de la neurocisticercosis.

El diagnéstico de NCC es dificil, ya que las manifestaciones clinicas son
inespecificas, los hallazgos radiolégicos no son patognomoénicos; ademas de que
las técnicas de Tomografia Computarizada y Resonancia Magnética en ocasiones
no son suficientes para determinar con seguridad la persistencia o desaparicion
completa de los parasitos después del tratamiento y algunas pruebas serolégicas
tienen poca sensibilidad o especificidad;? asimismo, en los casos donde hay
persistencia o se duda de la eliminacion de los parasitos, se deben repetir los
estudios, lo cual representa un costo muy elevado para el paciente como lo
comprobd un estudio realizado en 2007 en Per(.'® Otro factor importante en la
NCC, es la heterogeneidad en la eficiencia de los farmacos cesticidas, pues a

pesar de administrar dosis mas elevadas de farmacos (por ej. 30 mg. en lugar de



15 mg/Kg./dia de albendazol), se requieren varios ciclos de medicamento para
poder destruir a todos los parasitos y en algunas ocasiones esta aplicacion
repetitiva no da resultado. Ademas, la mayoria de estas formas se acomparia de
una inflamacion severa que puede ser el origen de serias complicaciones
mecanicas Yy vasculares; por lo que frecuentemente es necesario administrar altas
dosis de corticoesteroides por periodos prolongados con los riesgos y efectos
colaterales que conlleva tal administracion.”> ¥ La gravedad asociada a la
inflamacion ha llevado a algunos especialistas a proponer la utilizacion de
farmacos inmunosupresores potentes para tratar de resolver estas formas, como
el metotrexato,’® que es utilizado principalmente como antineoplasico
antimetabolito de la fase S y participa en la inhibicibn competitiva de la enzima
acido fdlico reductasa, con lo cual bloquea la reduccion del dihidrofolato a
tetrahidrofolato afectando la produccion de purinas y pirimidinas. Las células de
rapida proliferacion como las neoplasicas, las células de la médula 6sea, epitelio
del conducto digestivo y células fetales son mas sensibles a los efectos del
farmaco. El metotrexato tiene capacidad inmunosupresora, posiblemente debido a
sus efectos sobre la replicacion de los linfocitos; sin embargo, su uso en la NCC
es controversial por la cantidad de efectos secundarios que causa. 12 2°

Otra alternativa para el tratamiento de esta enfermedad podria ser la ivermectina.
Los mecanismos de accion conocidos atribuidos a la ivermectina son: 1) Actia
como agonista de &acido y-aminobutirico (GABA); 2) Estimula la liberacion
presinaptica de GABA, y 3) Potencia la union de GABA a su receptor. La

ivermectina es un antiparasitario veterinario y humano de gran eficacia, seguro, el



cual se ha usado ampliamente desde hace mas de 25 afios a nivel mundial para
tratar parasitosis de dificil control, como la filariasis, la oncocercasis, la
estrongiloidiasis, entre otros; asi como en ectoparasitos, como la pediculosis
capits 'y la miasis, tanto en pacientes Iinmunocompetentes como
inmunodeprimidos. Un reciente articulo reporta eficacia de este farmaco en los
sujetos no respondedores a los tratamientos cisticidas clasicos. Este farmaco es
utilizado frecuentemente en el cerdo para tratar las neméatodos gastrointestinales y
pulmonares, piojos y sarna.?% 2!

La probleméatica de la NCC muestra la necesidad de desarrollar nuevos
tratamientos para destruir el parasito y para controlar la inflamacion generada.
Con el proposito de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas y conocer la
enfermedad se han realizado estudios de la respuesta inflamatoria asociada a la
neurocisticercosis; se ha encontrado que la NCC severa se acompafia de un
aumento de IL5, IL6 e IL10 en el liquido cefalorraquideo (LCR).?? Las células que
participan en la neuroinflamacion asociadas a esta parasitosis también se han
estudiado por inmunohistoquimica, lo que permiti6 mostrar que en los granulomas
que se forman alrededor de los parasitos se encontraban células mononucleares,
eosindfilos, asi como linfocitos B. Este resultado concuerda con lo reportado
previamente en porcino y ser humano. 2324

Importancia del desarrollo de un modelo de Neurocisticercosis porcina.

En la actualidad se desconocen muchos de los fendmenos que ocurren durante la
infeccion y desarrollo de la neurocisticercosis; por lo que resulta de vital

importancia dilucidar los procesos biolégicos involucrados en la interaccion



huésped- parasito, principalmente los que estan relacionados con los mecanismos
de respuesta inmunoldgica a nivel tisular, humoral y molecular; con la finalidad de
encontrar alternativas que permitan obtener un diagnostico certero y brindar un
manejo terapéutico efectivo contra la enfermedad, enfocados a disminuir la
prevalencia de la enfermedad y los dafios provocados a la economia y salud de
las personas afectadas por la neurocisticercosis.

En la Actualidad se utiliza como modelo experimental de cisticercosis la infeccidon
por via oral con huevos o proglétidos que resulta en el establecimiento de quistes
en todas las masas musculares, asi como en el sistema nervioso central (SNC) del
cerdo; pero esta estrategia es poco eficiente: un estudio mostré que solamente el
35.7% de los animales que habian ingerido 1,000 o mas huevos desarrollaba
NCC.?® Un modelo de neurocisticercosis murina donde se utiliz6 al parasito
Mesocestoides corti también se ha desarrollado y ha resultado de interés para
ahondar en el conocimiento del fendmeno neuroinflamatorio en esta enfermedad;
sin embargo, el uso de un parasito distinto presenta limitantes y la extrapolacion
de los resultados obtenidos a la infeccién por Taenia solium puede ser errénea;?®
otro grupo de investigacién reporta el desarrollo de un modelo de NCC causado
por el metacestodo de Taenia solium en ratones;?’ aunque no se ha confirmado la

viabilidad de este modelo pues no ha sido utilizado en estudios posteriores.

El cerdo parece ser la especie mas adecuada para estandarizar un modelo
experimental de NCC por ser el hospedero intermediario natural de la Taenia

solium, y permitir el desarrollo de los metacestodos en el sistema nervioso central;



al mismo tiempo se considera que dicha infeccion puede provocar la manifestacion
de signos neurolégicos en los animales;® ademas, en la especie porcina se ha
logrado desarrollar la cisticercosis muscular por medio de la inoculacién de

oncosferas activadas directamente en masas musculares.?8

El propoésito de este estudio fue desarrollar un modelo de NCC porcina mediante la
inoculacién de oncosferas activadas directamente en el encéfalo de los animales;
principalmente en el espacio subaracnoideo y en cavidades ventriculares por
medio del abordaje quirirgico a la cavidad craneana, sin tomar en cuenta la
heterogeneidad asociada a los fendmeno de eclosion y distribucion de las
oncosferas a través del sistema circulatorio. Con el desarrollo de un modelo de
NCC porcina se pretende evaluar diferentes esquemas con posible aplicacion para
el tratamiento de pacientes con neurocisticercosis, asi como estudiar la
enfermedad de manera controlada, principalmente en los aspectos

neuroinflamatorios que resultan criticos para el desarrollo de la enfermedad.



Hipotesis.
La inoculacion directa de oncosferas activadas de Taenia solium en el espacio
subaracnoideo y en cavidades ventriculares del encéfalo de cerdos permitira el

desarrollo de los parasitos hasta la etapa de metacestodos.

Objetivo general.
Estandarizar un modelo de neurocisticercosis porcina a través de la inoculacion
directa de oncosferas activadas de Taenia solium en el sistema nervioso central.

Objetivos especificos

e Evaluar dos diferentes vias de inoculacion de las oncosferas activadas de
Taenia solium: una via ventricular y una via subaracnoidea.

e Evaluar dos diferentes dosis infectivas: una de 100 a 150 oncosferas y otra
de 1000 al1500 oncosferas.

e Evaluar la presencia de anticuerpos anti Taenia solium en el sueroy LCR
de los cerdos infectados por medio de la prueba de ELISA indirecta.

e Evaluar la presencia de Antigeno HP10 en suero y LCR de los cerdos por

medio de ELISA directo.

e Correlacionar la presencia de anticuerpos anti Taenia solium y Antigeno
HP10 con los resultados de la necropsia de los animales infectados en
cuanto al numero, estado y localizacion de los parasitos en el sistema
nervioso central para determinar cual via y dosis de infeccion es la mas

adecuada para el desarrollo del modelo de NCC.



Alcances de la tesis:

e Evaluar la factibilidad del desarrollo de un modelo de NCC porcina.
e Aumentar los conocimientos acerca de los componentes de la reaccion
inmunolégica e inflamatoria a nivel local y sistémico asociados a la

neurocisticercosis.

Material y Métodos.

1. Obtencién de la Taenia solium.

La Taenia solium se obtuvé a través del interrogatorio y posterior analisis
coproparasitolégico realizado a personas que radican en comunidades rurales con
alta prevalencia de cisticercosis porcina, en los estados de Guerrero y Morelos. A
las personas identificadas como portadoras se les administré6 un tratamiento con
niclosamida (Yomesan®, Bayer S.A.), a una dosis de 2 gramos via oral, seguido
por una purga intestinal 2 horas después; este tratamiento se administré bajo
supervision médica. Una vez obtenido el parasito, se realizd la identificacion
microscopica basada en las caracteristicas morfoldgicas, principalmente en la
existencia de un rostelo armado con una doble corona de ganchos en el escélex y
en la presencia de 7 a 15 ramas laterales del Gtero, localizado en los proglétidos
para diferenciar Taenia solium de Taenia saginata, la cual carece del rostelo y
contiene de 12 a 30 ramas laterales en el utero;®> una vez hecha la identificacion se
traslado al laboratorio de Inmunologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas

de la UNAM, donde se lavaron los proglétidos en tres ocasiones con soluciéon



salina fisiologica (SSF) para eliminar los restos de materia fecal. Los proglotidos
se conservaron en SSF y solucion buffer de fosfatos (PBS) con antibiéticos
(penicilina-estreptomicina) a 4° C. El parasito se mantuvo en refrigeracion por 4

semanas, hasta su utilizacion.

2. Eclosién de las oncosferas (hatching).

La activacion de las oncosferas se realizé por medio del procedimiento de
“hatching” descrito por Wang et al, en 1997.2° Se rompieron los proglétidos
gravidos de la Taenia solium y se contaron 200,000 huevos con una camara de
Neubauer.?® Los huevos fueron colocados en 3 ml de PBS con antibiticos
(800,000 Ul de penicilina), se agregaron 3ml de una solucion de hipoclorito de
sodio al 0.5% en agua y se incubaron por un periodo maximo de 10 minutos , se
observé al microscopio hasta que el 90% de todos los huevos rompieron la
estructura externa y liberaron a las oncosferas. Inmediatamente se aforé el
contenido del tubo a 50 ml con PBS, se centrifugé a 1000rpm por 5 minutos y se

lavaron dos veces mas con PBS.

Para la activacion se colocaron las 200,000 oncosferas en 2.5 ml de PBS con
antibidticos y se aforé a 10ml con una solucion de Tripsina, se agregaron 5ml de
bilis de cerdo centrifugada vy filtrada. Se incubaron a 39°C por 45 minutos, agitando
vigorosamente por un minuto cada 10 minutos. Se tomd una muestra y se
observd al microscopio para corroborar que el 90% de las oncosferas estuvieran

activadas; lo cual se verificd al observar los movimientos activos de los parasitos
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contenidos en la muestra. Al finalizar se afiadié solucién salina isoténica (SSI)
precalentada a 37°C y se aforé a 50ml; se centrifugd a 1000rpm por 5 minutos. Se
repitié el lavado 3 veces y se observo al microscopio, se contdé el nimero de
oncosferas activadas en 5ul de suspension y se mantuvieron a una temperatura
de 37°C y se trasladaron al area de quir6fanos de la FMVZ de la UNAM, donde
estaban preparados los cerdos para la inoculacion de las oncosferas.

3. Animales e instalaciones.

Se utilizaron 12 cerdos clinicamente sanos y libres de cisticercosis, cruza de
Landrace y Yorkshire, de dos meses de edad, 6 hembras y 6 machos, los cuales
se compraron en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Experimentacion en
Produccion Porcina (CEIEPP), de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(FMVZ) de la Universidad Nacional Autbnoma de México, ubicado en Jilotepec
Estado de México. Los animales se trasladaron a las instalaciones de la FMVZ en
Ciudad Universitaria y se alojaron en los corrales de investigacion de cisticercosis.
Los corrales tienen un area de 8.8m? y cuentan con paredes, piso y techo de
concreto, iluminacion, ventilacion, drenaje y bebederos de chupoén. Los cerdos
fueron alimentados una vez al dia con alimento procesado en el CEIEPP, de

acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
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4. Realizacion de las Neurocirugias y obtencion de muestras de liquido
cefalorraquideo (LCR), para la deteccion de anticuerpos contra Taenia

solium y antigeno HP10, antes de la infeccion.

Los animales fueron sometidos a un ayuno de 8 horas previo a las cirugias para
evitar complicaciones durante el manejo anestésico. Antes de la cirugia los
animales fueron pesados, posteriormente se indujeron al plano anestésico
utilizando una combinacién de xilacina a una dosis de 2.2mg/kg, Ketamina a
2.2mg/kg y Tiletamina-Zolacepam a 4.4mg/kg de peso vivo, via intramuscular
aplicada en la tabla del cuello. Una vez anestesiados los animales fueron llevados
al area de preparacion de los quiréfanos de la FMVZ, donde se canalizaron con
solucion isotonica de cloruro de sodio en la vena marginal de la oreja; se realiz6 la
limpieza y asepsia del area quirdrgica (nasal, temporal, parietal y occipital); se les
colocé a los animales una sonda endotraqueal adecuada al tamafio de cada
cerdo, (Figura 1y 2). Los animales fueron trasladados a la mesa de cirugia donde
la sonda endotragueal se conectdé al aparato de anestesia inhalada. Para
mantenerlos en plano anestésico se utilizo isoflurano con una tasa de flujo entre
un 2y 3%. Se realiz0 una incision lineal de 3 cm en la piel con una hoja de bisturi
del nimero 15, en dos tiempos; cuyo centro se encontré a 2 cm en sentido rostral
del conducto auditivo externo y a 2 cm a partir de la linea media en sentido lateral,
(Figura 3). La hemostasia se realizd por medio del uso de un electrodo bipolar de
Malis y se colocO un separador autoestatico en el sitio de la incision; se legro el

periostio y con un equipo para craneotomia de alta velocidad (Midas Rex®) se
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realizd una trepanacion en el punto mencionado, (Figura 4); se regularizaron los
bordes del trepano con una cucharilla de Volkmann y se incidio la duramadre con
una hoja de bisturi del numero 11. Los bordes de la meninge fueron
electrocoagulados. En todos los cerdos se realizé una corticectomia y se puncion6
el encéfalo en el area del I6bulo parietal con un catéter recubierto por una sonda
de latex de 5mm de diametro hasta que se alcanz6 una profundidad de 2cm a
partir de la superficie externa del craneo; se comprobd que el catéter se
encontrara en el ventriculo lateral al extraer LCR. Se obtuvieron volumenes de
2ml de LCR por cada cerdo; las muestras se almacenaron en tubos Eppendorf a
-20°C hasta su utilizacibn como muestra control para la deteccion de anticuerpos
especificos contra Taenia solium y antigeno HP10. La inoculacion de las
oncosferas se realizdé después de la obtencion de LCR de la siguiente manera: los
cerdos identificados con los numeros 90, 93, 95, 96 y 98, se inocularon con dosis
alta de 1000 a 1500 oncosferas, por via subaracnoidea; los animales identificados
con los numeros 92 y 97, se inocularon con dosis baja de 100 a 150 oncosferas,
por via subaracnoidea; los cerdos 91 y 94 se inocularon con dosis alta por via
ventricular y los animales 89, 99 y 100 se inocularon con dosis baja por via
ventricular. En los cerdos que fueron inoculados por via subaracnoidea se
desplazé la corteza cerebral de las circunvoluciones para depositar a las
oncosferas en el fondo del surco. La inoculacion por via ventricular se realizd
utilizando la sonda de latex (Figura 5); colocada en el ventriculo lateral para la
extraccion de LCF; al termino de la implantacion de las oncosferas se retiro la

sonda y se corroboro la hemostasia de la duramadre; se aplicaron fragmentos de
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esponja estéril de gelatina natural absorbible (gelfoam®) en el sitio de la durotomia
y se aplico un fragmento de cera para hueso en el sitio de la trepanacion. La
sutura de los tejidos se realizé por planos; primero la aponeurosis epicraneal y los
tejidos subcutaneos con Vycril del nimero 1 y después la piel con Nylon del
namero O, (Figura 6). Una vez terminadas las cirugias, los cerdos se trasladaron
a un corral de observacion donde fueron vigilados hasta que se restablecieron
completamente de los efectos de la anestesiay se les aplicé una combinacién de
penicilina, estreptomicina y dexametasona (Shotadex®) a una dosis de 40,000
Ul/kg, Enrofloxacina a una dosis de 5mg/kg y flumixin de meglumina a una dosis
de 2mg/kg de peso vivo, via intramuscular, cada 24 horas por 5 dias; durante este
tiempo se realizaron los cuidados de limpieza y asepsia del area quirdrgica hasta
que la herida cicatriz6. Las suturas externas fueron retiradas a los 10 dias

posteriores a la cirugia.

Figura 1. Area quirdrgica después de
realizada la asepsia previa a la cirugia en un
cerdos. (flecha roja).
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Figura 2. Colocacion de la sonda endotraqueal en un
cerdo anestesiado.

Figura 3. Incisibn en la regién fronto-parietal del
craneo de un cerdo.
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Figura 4. Realizacion de la craneotomia en el sitio de la
incision.

Figura 5. Inoculacion de las oncosferas por via
intraventricular, a través de una sonda de latex
conectada directamente al ventriculo lateral de un cerdo.
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Figura 6. Sutura de piel, una vez terminada la cirugia
para el afrontamiento de los tejidos.

5. Obtencién de las muestras de suero.

Se obtuvieron mediante la sujecién fisica de los cerdos con lazatrompas
comerciales y se puncioné la vena yugular con sistemas de sangrado Sarstedt®
sin anticoagulante con agujas del numero 21G (color verde); el primer muestreo se
realizé6 15 dias antes de la inoculacion de las oncosferas para tener muestras
controles negativos de referencia. Los muestreos siguientes se hicieron después
de la inoculacion de los parasitos con un lapso de 15 dias entre cada muestreo por
un periodo de 3 meses; una vez contenida la sangre dentro de los tubos y
después de que se formaron los coagulos de sangre, los tubos se centrifugaran a
1000rpm por 5min para separar el suero, el cual se colocé en tubos Eppendorf.

Las muestras se congelaron a -20°C hasta su uso.
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6. Necropsias y obtencion del SNC para la evaluacion del desarrollo de
metacestodos y extraccion de LCR para la deteccion de anticuerpos

contra Taenia solium y antigeno HP10.

Los cerdos se mantuvieron bajo observacion por un periodo maximo de 140 dias
para verificar la presencia de semiologia nerviosa; una vez concluido este tiempo
se realizd la eutanasia de los animales, utilizando electroinsensibilizacion y
deguello, de acuerdo a lo especificado en la Norma Oficial Mexicana, de sacrificio
humanitario de animales domésticos y silvestres (NOM-033-ZO0-1995; parrafo
5.3). El liquido cefalorraquideo se obtuvo por medio de la puncion en el foramen
magno con una jeringa de 10 ml y fue procesado para la evaluacion de la
presencia de anticuerpos anti Taenia solium y antigeno HP10. El encéfalo se
extrajo abriendo la cavidad craneana y la médula espinal realizando un corte
sagital sobre la columna vertebral. El encéfalo y médula espinal de cada cerdo
fueron identificados y colocados en frascos con formalina al 10% con pH 7 por un
lapso de 7 a 10 dias; después de este tiempo fueron lavados con agua corriente
por 10 minutos y se procedié a realizar los cortes transversales con un grosor de
0.5cm para verificar la implantacion y desarrollo de las oncosferas hasta la etapa
de metacestodos. Los cortes que contenian metacestodos fueron procesados por
medio de técnicas convencionales de histologia y se tifieron con hematoxilina y
eosina (H/E) para su estudio microscopico, en el que se clasifico el tipo de
respuesta inflamatoria que presentaron las lesiones, de acuerdo con Aluja y

Vargas.3!
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7. Deteccidn de anticuerpos anti Taenia solium en el suero y LCR de los cerdos
infectados por medio de ELISA indirecto.

Se sensibilizé la placa con una muestra de antigenos de T. solium a 4.2mg/ml. En
una solucion de buffer de carbonatos a un pH de 9.6 (95.2ul en 40 ml de buffer) a
una concentracion de 1ul/pozo a una temperatura de 4°C durante 8hrs. Posterior
a esto, se realizo un primer lavado de la placa cuatro veces con una solucion
PBS-Tween al 0.3% en un lavador de placas para ELISA Marca Labsystem,
Modelo Wellwash 4; después se bloqueé con PBS-BSA al 1%-Tween al 0.3%,
cantidad/pozo 200pl. se incub6 por 1 hora a una temperatura de 37°C. Se realizo
un segundo lavado de la placa cuatro veces con solucion PBS-Tween al 0.3%, se
agrego el suero/LCR problema de cerdo a una dilucién optimizada 1:100en PBS-
BSA al 1%-Tween al 0.3%, cantidad/pozo 100ul. incubandose a una temperatura
de 37°C por 30 minutos. Se realizé un tercer lavado cuatro veces PBS -Tween al
0.3%, después se adiciond el conjugado Anti-lgG total de Cerdo-HRP a una
cantidad/pozo 100pl, luego se incub6 a una temperatura de 37°C durante
30minutos; se realizé un cuarto lavado de la placa cuatro veces con solucién PBS
-Tween al 0.3%, se agregd el sustrato a una cantidad/pozo de 100ul a una
temperatura de 4°C, se esperd un tiempo maximo del0 minutos para observar la
reaccion, posteriormente se realizdé una lectura con el lector de placas para
ELISA con filtros para leer densidad oOptica a 450 nm y 650 nm. Marca Device

Molecular Modelo Versa max microplate reader ®.
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8. Deteccion de antigeno HP10 en el suero y LCR de cerdos infectados.

Se sensibilizé la placa con un anticuerpo monoclonal Anti-HP10 a 5mg/ml en un
buffer de boratos a un pH de 8.2 (20ul de anticuerpos en 10ml de buffer) a una
concentracion/pozo 100l a una temperatura de 4°C durante 8horas, se realizd un
primer lavado de la placa cuatro veces con solucion salina al 0.9%-Tween 0.05%,
en un lavador de placas para ELISA Marca Labsystem, Modelo Wellwash 4; se
bloqueé con PBS-BSA al 1%-Tween 0.05% cantidad/pozo 200ul a temperatura
ambiente por 1lhora, se realizé un segundo lavado de la placa cuatro veces con
solucion salina al 0.9%-Tween 0.05%, se agrego el suero/LCR problema sin diluir
en una cantidad/ por pozo de 100pl, se incub6 a 37°C por 30minutos. Se realizd
un tercer lavado de la placa cuatro veces con solucion salina al 0.9%-Tween
0.05%, se agreg6 un primer conjugado Anticuerpos anti-HP10 biotinilado a una
dilucion optimizada a 1:4000 en PBS-BSA al 1%-Tween 0.05% cantidad/pozo
100ul, se incubé a una temperatura de 37°C por 1 hora, se realizé un cuarto
lavado de la placa cuatro veces con solucion salina al 0.9%-Tween 0.05%, se
agrego6 un segundo conjugado de Streptoavidina-HRP (Peroxidasa) a una dilucién
optimizada de 1:4000 en PBS-BSA 1%-Tween 0.05% cantidad/pozo 100ul, se
incub6 a 37°C por 30 minutos; se realiz6 un quinto lavado de la placa cuatro veces
con soluciéon salina al 0.9%-Tween 0.05%, se agrego el sustrato cantidad/pozo
100pl a una temperatura entre 4-37°C por 30minutos, se realizo la lectura con el
lector de placas para ELISA con filtros para leer densidad optica a 450 nm y 650
nm. Marca Device Molecular Modelo Versa max microplate reader. Se obtuvo la

densidad optica por cada muestra y se realizaron los calculos para determinar
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cuales animales fueron positivos a la presencia de anticuerpos anti Taenia solium

y positivos a la presencia de antigeno HP10.

Los resultados que se obtuvieron se correlacionaron con los resultados de la
necropsia de los animales con respecto al numero, localizacion y estado de los

metacestodos en el SNC.
RESULTADOS.

Tres de los doce cerdos presentaron desarrollado de un metacestodo; de los
cuales, dos se inocularon por via intraventricular; sin embargo, los parasitos se
encontraron en la superficie del parénquima cerebral, cerca de la zona de
inoculacion. El otro cerdo fue inoculado por via subaracnoidea. Los tres cerdos en
los que se encontraron los parasitos, fueron inoculados con dosis altas de 1000 a
2500 oncosferas. Siete cerdos presentaron titulos positivos de anticuerpos anti-
Taenia solium en suero. Tres cerdos presentaron titulos positivos al Ag HP10 en

suero. Un cerdo presento titulos positivos al AgHP10 en LCR. (Cuadro 1)
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TI Ag Ag |Cerdos
D Vi DI | dias Ac’s Ac HP10 HP10 |positivos a
suero | LCR | suero LCR |[NCC
22 SA |Baja| 128 3+ (- {-) {-) {-)
o7 SA |Baja| 105 4+ (- 1+ {-) {-)
89 IV |Baja| 119 (=) (- (-} (=) (-
99 IV |Baja| 102 4+ (- (-} (=) (=
100 IV | Baja| 102 4+ (- 1+ (=) {-)
%0 | SA |Alta| 119 (= (= (-} (=) =
LERR LR B EBELEE ) +
95 SA |Alta| 118 4+ (= (=) (=) {-)
26 SA |Alta| 119 1+ (= (=) (=) {-)
%8 | SA |Alta| 102 = {- =) =) =}
LEREBLIL I BB B )
LEREBL I B )

Cuadro 1.Resultados del experimento.

ID: identificacion de los cerdos; VI: via de inoculacion; SA: subaracnoidea; IV:
intraventricular; DI: dosis infectiva; TI: Tiempo de infeccion en dias. Las
columnas de Ac’s y AgHP10 en suero muestran las veces en gue los cerdos
presentaron titulos positivos ej. 3+= 3 muestreos positivos.
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Cerdos inoculados por via intraventricular (IV) a dosis baja (DB).

Tres cerdos fueron inoculados IV con DB, los cuales se identificaron con los

nameros 89, 99 y 100.

CERDO 89.

a)

b)

Estudio macroscépico y microscopico para la localizacion de
metacestodos de Taenia solium en el SNC. EIl cerdo 89 no presento
desarrollo de metacestodos, ni lesiones sugerentes a la implantacion de los
pardsitos en el encéfalo o médula espinal.

Deteccién de anticuerpos anti-Taenia solium y Antigeno HP10 en
suero. El cerdo 89 presento titulos positivos a la presencia de anticuerpos
en el sexto muestreo, 87 dias postinfeccion, con una DO de 0.7355nm,;
para el séptimo muestreo, los resultados de los titulos fueron negativos;
mientras que, a partir del octavo muestreo presentd un incremento
constante de los anticuerpos que se mantuvo hasta la eutanasia del cerdo,
a los 136 dias postinfecion. Los valores de DO de las muestras positivas
fueron 0.438nm, 0.636nm, 0.919nm. La prueba de deteccién de antigeno

HP10 en suero fue negativa. Figura 7.
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Figura 7. Anticuerpos (Ac’s) anti Taenia solium (TS); y antigeno (Ag)
HP10 en el suero del cerdo 89.

MC: Muestra control; DPI: dias post-infeccion; VU: valor umbral para
determinar a una muestra como positiva; nm: nanémetros.

c) Deteccion de anticuerpos anti- Taenia solium y AgHP10 en LCR. El
valor umbral que se determiné para considerar a un animal como positivo a
la presencia de anticuerpos anti Taenia solium fue de 0.5nm. La muestra de
LCR del cerdo 89 obtuvo una DO de 0.1045nm. El valor umbral establecido
para considerar a una muestra positiva a la presencia de antigeno HP10
fue de 1.67nm. El valor promedio de la DO de la muestra de LCR fue de

0.3nm. Figura 8.
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Figura 8. Valores de Ac’s anti -TS y Ag HP10 en el LCR del cerdo 89.

CERDO 99.

a) Estudio macroscopico y microscopico para la localizacion de
metacestodos de Taenia solium en el SNC. EIl cerdo 99 no presentd
desarrollo de metacestodos de Taenia solium y tampoco se encontraron
lesiones sugerentes a la implantacién de los parasitos en el SNC.

b) Deteccion de anticuerpos anti-Taenia solium y AgHP10 en suero. El
valor umbral de DO para la medicion de Ac’s anti-TS se determin6 en
0.43nm. los valores promedio de DO, obtenidos para las diferentes muestras
de suero del cerdo 99 se encontraron por debajo del valor umbral. El valor
umbral de DO para la medicion de AgHP10 se determin6é en 1.13nm. Los
valores de DO para las muestras de suero se encontraron por debajo del

valor umbral. Figura 9.

-25-



13
1.2
11

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Densidad optica (nm)

=4=Ac’s Anti-TS VU

~—Ag HP10 VU

= N e

OMC 52 66 80 94 108 112 136 140
DPI

Valor umbral Ac’s anti-TS
0.43nm

e=\/alor umbral AgHP10
1.13nm

Figura 9. Valores de Ac’s anti-TS y AgHP10 en el suero del cerdo 99

c) Determinacion de anticuerpos anti- Taenia solium y AgHP10 en LCR.
El valor umbral de DO se determiné en 0.5nm. Los valores de DO para las
muestras de LCR del cerdo 99 se encontraron por debajo del valor umbral;
por lo tanto, las muestras de LCR resultaron negativas a las presencia de
anticuerpos anti-Taenia solium. Los valores de DO de las muestras de LCR
del cerdo 99 se encontraron por debajo del valor umbral de 1.67nm, por lo

gue las muestras resultaron negativas a la presencia del antigeno HP10.

Figura 10.
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Figura 10. Valores de Ac’s anti-TS y AgHP10 , en las muestras
de LCR del cerdo 99.

CERDO 100

a)

b)

Estudio macroscopico para la localizacion de metacestodos de Taenia
solium en el SNC. El cerdo 100 no present6 desarrollo de metacestodos de
Taenia solium y tampoco se encontraron lesiones sugerentes a la
implantacion de los paréasitos en el SNC.

Deteccion de anticuerpos anti- Taenia solium y AgHP10 en suero. El
valor umbral de DO que se determinG para considerar a una muestra de
suero positiva a la presencia de anticuerpos anti- Taenia solium se fij6 en
0.43nm, el cerdo 100 comenz6 a presentar titulos positivos a partir de la
sexta muestra, es decir, 108 dias después de la infeccion, conservando los
niveles positivos hasta la necropsia en el noveno muestreo. Los valores de
los muestreos 6, 7,8 y 9 fueron los siguientes: 0.559nm, 0.6855nm, 0.53nm

y 0.5785nm, respectivamente. El valor umbral de DO para considerar a una
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muestra positiva a la presencia de antigeno HP10 se fij6 en 1.13nm. solo en
el noveno (dia 140 post infeccidn) muestreo presenté titulos positivos,

teniendo la muestra una DO de 1.4890nm. Figura 11.
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Figura 11. Valores de Ac’s anti-TS y AgHP10 en el suero del cerdo 100.

c) Determinacion de anticuerpos anti- Taenia solium y AgHP10 en LCR. El
valor umbral de DO para considerar a una muestra de LCR como positiva a
la presencia de anticuerpos se establecié en 0.5nm. los valores de DO para
los niveles de anticuerpos en las muestras de LCR del cerdo 100 se
encontraron por debajo del valor umbral, por lo que las muestras fueron
negativas a la presencia de anticuerpos. Los valores de DO para las
muestras de LCR, en la deteccion de antigeno HP10 se mantuvieron por
debajo del valor umbral de 1.13nm, por lo que, las muestras de LCR fueron

negativas a la presencia del antigeno. Figura 12.
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Figura 12. Valores de Ac’s anti-TS y AgHP10 en el LCR del cerdo
100.

Cerdos inoculados por via IV a dosis alta (DA).

Dos cerdos fueron inoculados por via IV con DA, los cuales se identificaron con

los nUmeros 91y 94.
Cerdo 91.

a) Estudio macroscépico para la localizacion de metacestodos de Taenia
solium en el SNC. En la revision del encéfalo se observé una cavidad de
aproximadamente 0.5cm de diametro (figura 13), en cuyo fondo se pudo
apreciar la existencia de una estructura compatible con el escélex de un
metacestodo (figura 14); la cavidad se localizé en el hemisferio izquierdo a

nivel del surco cruciado.

-29-



Figura 13. Cavidad ocasionada por un metacestodo de
T. solium en el encéfalo del cerdo 91. (Flecha roja).
Aumentolx.

Figura 14. Estructura compatible con el escélex de un
metacestodo de T. solium localizado en el encéfalo del
cerdo 91.
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b) Estudio histopatolégico. La revisibn microscopica de la region del
encéfalo con la lesidbn permitié observar el escoélex y el tegumento del
parasito, (Figura 15). La respuesta inflamatoria que se presentd alrededor
del metacestodo se caracterizd por presentar macrofagos, células gigantes,
linfocitos, eosinofilos y se clasific6 como grado Ill, de acuerdo a la

clasificaciéon de Aluja y Vargas.3! (Figura 16).

Figura 15. Metacestodo en estado vesicular,
localizado en el encéfalo del cerdo 91.

Se aprecia el tegumento (T) y el escélex del parasito
(E). H/E (10x).
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Figura 16. Respuesta inflamatoria (RI) asociada a
un metacestodo de T. solium, a los 139 dias post
infeccion.

La respuesta inflamatoria esta caracterizada por
abundantes linfocitos y escasos eosinofilos (flecha
roja). Se clasificé grado lll de acuerdo con Aluja y
Vargas. H/E (40x).

c) Deteccion de anticuerpos y AgHP10 en suero. El valor umbral de DO
para determinar a una muestra de suero como positiva a la presencia de
anticuerpos anti-Taenia solium se fijo en 0.38nm. el cerdo 91 comenz6 a
presentar titulos positivos de anticuerpos a partir del quinto muestreo, 73
dias después de la infeccidon; manteniéndose por arriba del valor umbral
hasta el noveno muestreo. Los valores de los muestreos positivos fueron
0.815nm, 0.9255nm, 0.6825nm, 0.5695nm y 0.4085nm. Los valores de DO
de las muestras de suero para la deteccion del AQHP10 se mantuvieron por

debajo del valor umbral de 2.33nm. Figura 17.
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Figura 17. Resultados de los titulos de Ac’s anti TS y AgHP10 de
las muestras de suero del cerdo 91.

d) Determinacion de anticuerpos anti- Taenia solium y AgHP10 en LCR.
La muestra de liquido cefalorraquideo resultdé negativa a la presencia de
anticuerpos anti- Taenia solium; el valor de la DO se mantuvo por debajo
del valor umbral de 0.5nm. Las muestras de LCR resultaron negativas a la

presencia del antigeno HP10. El valor umbral fue de 1.67nm. Figura 18.
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Figura 18. Valores de Ac’s anti-TS y AgHP10 en las muestras
de LCR del cerdo 91.

Cerdo 94.

a) Estudio macroscépico para la localizacion de metacestodos de Taenia
solium en el SNC. Al revisar el encéfalo, se encontré a un metacestodo en
el 16bulo parietal, cercano a la cisura interhemisferica y al surco cruciado;

en el hemisferio izquierdo, (Figura 19).
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Cerdo 94

Figura 19. Sitio donde se localizd el metacestodo de Taenia
solium en el encéfalo del cerdo 94. (Flecha roja).

b) Estudio histopatolégico. Al hacer la revision microscopica de la regién, no
se observaron estructuras parasitarias como el tegumento o el escolex, por
que se perdieron durante el procesamiento de la muestra, (Figura 20); sin
embargo, si se pudo observar la respuesta inflamatoria caracterizada por
un gran numero de eosinofilos. La respuesta inflamatoria se catalogdé como

tipo IV; de acuerdo con Aluja y Vargas.3! (Figura 21).
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Figura 20. (A) area donde se localizé el
metacestodo.

Las estructuras parasitarias no se pueden
apreciar, pues estas se perdieron durante el
procesamiento histopatoldgico. H/E. (10x).

Figura 21. Respuesta inflamatoria asociada al metacestodo,
de Taenia solium encontrado en el cerdo 94 vista al
microscopio.

La respuesta inflamatoria observada en esta area se caracteriza
principalmente por eosinofilos (flecha roja) e infiltracién
linfocitaria; sin embargo, en otras areas, la respuesta
predominante se asocio a linfocitos y macrofagos y se clasifico
en un grado 1V, de acuerdo con Aluja y Vargas; lo que indica
que el parasito se encontraba en un estado inicial de
degeneracion. H/E. (40x).
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c) Deteccion de anticuerpos anti Taenia solium y AgHP10 en suero. Los
valores de DO de las muestras de suero del cerdo 94, se mantuvieron por
debajo del valor umbral de 0.38nm, por lo que resultaron negativas a la
presencia de anticuerpos anti- Taenia solium. EIl valor umbral de DO se
determindé en 1.12nm. el quinto muestreo (93 dias PI), presento titulos
positivos al tener una DO de 1.7125nm; las otras muestras fueron

negativas. Figura 22.
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Figura 22. Valores de Ac’s anti-TS y AgHP10 en muestras de
suero del cerdo 94.

d) Determinacion de anticuerpos anti- Taenia solium y AgHP10 en LCR.
Las muestras de LCR, resultaron negativas a la presencia de anticuerpos.
El valor umbral se fijo en 0.5nm. La muestra de LCR fue positiva a la
presencia de antigeno HP10 al tener una DO de 2.33nm, cuando el valor

umbral se situé en 1.67nm. Figura 23.
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Figura 23. Valores de Ac’'s anti-TS y de AgHP10 en las
muestras de LCR del cerdo 94.

Cerdos inoculados por via Subaracnoidea (SA) a DB.

Dos cerdos fueron inoculados SA con DB; se identificaron con los nimeros 92 y

97.
Cerdo 92.

a) Estudio macroscépico para la localizacién de metacestodos de Taenia
solium en el SNC. En la revision del SNC no se observaron estructuras
parasitarias y tampoco lesiones sugerentes a la implantaciéon de los
metacestodos de Taenia solium.

b) Deteccion de anticuerpos anti Taenia solium y AgHP10 en suero. El
valor umbral de DO para determinar a una muestra de suero como positiva

a la presencia de anticuerpos anti-Taenia solium se fijo en 0.38nm. el
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cerdo 92 comenzo6 a presentar titulos positivos de anticuerpos a partir del
octavo muestreo, 115 dias después de la infeccidn; manteniéndose por
arriba del valor umbral hasta el décimo muestreo. Los valores de los
muestreos positivos del octavo al décimo muestreo fueron 0.617nm,
0.5945nm y 0.503nm, respectivamente. Los valores de DO de las muestras
de suero se mantuvieron por debajo del valor umbral de 2.33nm, por lo que

fueron negativas a la presencia del antigeno HP10. Figura 24.
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Figura 24. Valores de Ac’s anti-TS y AgHP10 en muestras de
suero del cerdo 92.

c) Determinacion de anticuerpos anti- Taenia solium y AgHpl10 en LCR.
La muestra de liquido cefalorraquideo resulté negativa a la presencia de

anticuerpos; el valor de la DO se mantuvo por debajo del valor umbral de
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0.5nm. Las muestras de LCR resultaron negativas a la presencia del

antigeno HP10; con un valor umbral de 1.67nm. Figura 25.
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Figura 25. Valores de Ac’s anti-TS y AgHP10 en las muestras
de LCR del cerdo 92.

Cerdo 97.

a) Estudio macroscépico para la localizacién de metacestodos de Taenia
solium en el SNC. En la revision del encéfalo y médula espinal no se
observaron estructuras parasitarias y tampoco lesiones sugerentes a la
implantacion de los metacestodos de Taenia solium.

b) Deteccion de anticuerpos anti Taenia solium y AgHP10 en suero. El
valor umbral de DO para determinar a una muestra de suero como positiva
a la presencia de anticuerpos anti-Taenia solium se fijo en 0.38nm. el

cerdo 97 comenz06 a presentar titulos positivos de anticuerpos a partir del
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sexto muestreo, 108 dias después de la infeccién; manteniéndose por
arriba del valor umbral hasta el noveno muestreo. Los valores de los
muestreos positivos del quinto al noveno muestreo postinfeccion fueron
0.4465nm, 0.876nm, 0.751nm y 0.826nm, respectivamente. El valor de DO
del octavo muestreo fue de 1.6485nm; ubicandose por arriba del valor

umbral de 1.12nm; resultando positivo a la presencia de antigeno HP10.

Figura 26.
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Figura 26. Valores de Ac’s anti-TS y AgHP10 en muestras de
suero del cerdo 97.

c) Determinacion de anticuerpos anti- Taenia solium y AgHP10 en LCR.
La muestra de liquido cefalorraquideo resulté negativa a la presencia de
anticuerpos; el valor de la DO se mantuvo por debajo del valor umbral de
0.5nm. Las muestras de LCR resultaron negativas a la presencia del

antigeno HP10; con un valor umbral de 1.67nm. Figura 27.
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Figura 27. Los valores de Ac’s anti-TS y Ag HP10 en las
muestras de LCR del cerdo 97.

Cerdos inoculados por via Subaracnoidea (SA) a Dosis Alta (DA).

Cinco cerdos fueron inoculados SA con DA; se identificaron con los niumeros 90,

93, 95, 96 y 98.
Cerdo 90.

a) Estudio macroscépico para la localizacién de metacestodos de Taenia
solium en el SNC. En la revision del SNC no se observaron estructuras
parasitarias y tampoco lesiones sugerentes a la implantaciéon de los
metacestodos de Taenia solium.

b) Deteccion de anticuerpos anti Taenia solium y AgHP10 en suero. El
valor umbral de DO para determinar a una muestra de suero como positiva

a la presencia de anticuerpos anti-Taenia solium se fijjo en 0.41nm. Los
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valores de DO de las muestras de suero permanecieron por debajo del
valor umbral. El valor umbral para la deteccion de antigeno HP10 fue de
2.33nm, los valores de DO de las muestras de suero se mantuvieron por

debajo del valor umbral. Figura 28.
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Figura 28. Titulos de Ac’s anti- TS y AgHP10 en las muestras de
suero del cerdo 90.

c) Determinacion de anticuerpos anti- Taenia solium y AhHP10 en LCR.
La muestra de liquido cefalorraquideo resultdé negativa a la presencia de
anticuerpos; el valor de la DO se mantuvo por debajo del valor umbral de
0.5nm. Las muestras de LCR resultaron negativas a la presencia del

antigeno HP10; con un valor umbral de 1.13nm. Figura 29.

-43-



1.6

1.4

1.2

0.8 B Ac’s anti-TS LCR VU:0.5nm

W Ag HP10LCR VU:1.67nm

0.6

Densidad 6ptica (nm)

0.4

0.2 .:
0 -

MC MPI

Figura 29. Titulos de Ac’s anti-TS y AgHP10 de las muestras de
LCR del cerdo 90.

Cerdo 93.

El cerdo 93 se inoculo con una DA, SA de 2500 oncosferas; ademas
presentdé complicaciones postquirdrgicas al infectarse el area de la incision,
la secrecion purulenta que se produjo penetré6 por el orificio de la
craneotomia y afecto al encéfalo; la respuesta inflamatoria que se origind
concluy6 con la formacion de un absceso que comprimié gran parte del
hemisferio izquierdo y afecto al ventriculo lateral; est4 condicion
desencadeno una serie de signos neurolégicos, principalmente ataxia y
paresia de los miembros pélvicos. Se lograron obtener 3 muestras de suero
y la muestra de LCR se extrajo a los 30 dias al momento de realizar la
eutanasia al cerdo; después se extrajo el SNC para realizar el estudio

macroscopico y microscopico.
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a) Estudio macroscépico para la localizacién de metacestodos de Taenia
solium en el SNC. Se realizaron los cortes transversales de encéfalo y
meédula espinal. A nivel del I6bulo parietal era posible apreciar los dafios
ocasionados por la diseminacion de la infeccion a través del ventriculo
lateral; el cual se encontraba lleno por un material caseoso originado por la
consolidacion del absceso. En el sitio de inoculacién se puede apreciar el
dafio causado al parénquima encefalico y el ventriculo lateral del hemisferio
izquierdo; por arriba del absceso se aprecia una pequefa cavidad de 2mm
de largo por 0.5mm de ancho; se recorta el area donde se encuentra esta
cavidad se procesa para histopatologia y se observa al microscopio para

su evaluacion. (Figura 30).

Figura 30. Corte transversal del encéfalo del cerdo 93 a nivel
del sitio de inoculacion.

Se observa el absceso que se formo a partir de la infeccion,
(Flecha roja). En el interior del circulo rojo se observa una
pequefia cavidad que corresponde al sitio donde se implanto un
metacestodo. El tamafio de la cavidad es de 0.2cm x0.05cm. El
cisticerco pudo ser visible a partir de los 30 dias postinfeccion.
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b) Estudio histopatoldgico. La revisidbn al microscopio del area afectada
permitié6 observar el tegumento y el escolex de un metacestodo en estado
vesicular, (Figura 31). La respuesta inflamatoria asociada a la implantacion
del paréasito se caracterizo por linfocitos, células plasmaticas, macréfagos,
eosinofilos y se clasifico en grado Ill, de acuerdo con Aluja y Vargas,

(Figura 32).

Figura 31. Metacestodo en estado
vesicular encontrado en el encéfalo del
cerdo 93.Se observa el tegumento (T) y el
escolex (E). El estado del parasito es
vesicular. Se puede observar un area con
intensa respuesta inflamatoria (RI). H/E.
(10x).
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Figura  32. Respuesta inflamatoria
asociada al metacestodo de Taenia
solium, encontrado en el encéfalo del
cerdo 93.

Se caracterizada por linfocitos, células
plasméticas y macréfagos. La RI se clasifico
en grado lll. H/E (40x).

c) Deteccion de anticuerpos anti Taenia solium y AgHP10 en suero y
LCR.
Las pruebas para detectar anticuerpos anti- Taenia solium y antigeno HP10
en suero y LCR resultaron negativas. Los valores de Ac’s en las tres
muestras de suero fueron 0.119, 0.1355 y 0.1385nm, (Figura 33). Los
titulos de AgHP10 en suero fueron 0.183 y 0.1995nm. Los valores de Ac’s

en LCR fueron 0.151nm y AgHP10 en LCR fueron 0.125nm. Figura 34.
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Figura 33. Titulos de Ac’s anti-TS y AgHP10 de las muestras

de suero del cerdo 93.

1.6

1.4

1.2

0.8

0.6

Densidad éptica (nm)

0.4

0.2

p=4
[w)

ND

I

MC

MPI

B Ac’s anti-TS LCR VU:0.5nm
M Ag HP10LCR VU:1.67nm

Figura 34. Valores de Ac’s anti-TS y AgHP10 en el LCR del

cerdo 93.
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Cerdo 95.

a)

b)

Estudio macroscopico para la localizacién de metacestodos de Taenia
solium en el SNC. En la revision del encéfalo y médula espinal no se
observaron estructuras parasitarias y tampoco lesiones sugerentes a la
implantacion de los metacestodos de Taenia solium.

Deteccidon de anticuerpos anti Taenia solium y AgHP10 en suero. El
valor umbral de DO para determinar a una muestra de suero como positiva
a la presencia de anticuerpos anti-Taenia solium se fijo en 0.41nm. EIl
cerdo 95 comenzo6 a presentar titulos positivos de anticuerpos a partir del
sexto muestreo, 72 dias postinfeccion y se mantuvo asi hasta el noveno
muestreo; el decimo muestreo presento titulos negativos para la presencia
de anticuerpos. Los valores de DO para los muestreos fueron los
siguientes: 0.5865nm, 0.789nm, 0.563nm y 0.409nm. Los valores de DO de
las muestras de suero se mantuvieron por debajo del valor umbral de
1.12nm, por lo que fueron negativas a la presencia del antigeno HP10.

Figura 35.
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Figura 35. Titulos de Ac’s anti-TS y AgHP10 de las muestras de
suero del cerdo 95.

c) Determinacion de anticuerpos anti- Taenia solium y AgHP10 en LCR.
La muestra de liquido cefalorraquideo resultdé negativa a la presencia de
anticuerpos; el valor de la DO se mantuvo por debajo del valor umbral de
0.5nm. Las muestras de LCR resultaron negativas a la presencia del

antigeno HP10; con un valor umbral de 1.67nm. Figura 36.
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Figura 36. Titulos de Ac’s anti-TS y AgHP10 de las
muestras de LCR del cerdo 95.

Cerdo 96.

a) Estudio macroscépico para la localizacion de metacestodos de Taenia
solium en el SNC. En la revisiébn del SNC no se observaron estructuras
parasitarias y tampoco lesiones sugerentes a la implantacion de los
metacestodos de Taenia solium.

b) Deteccion de anticuerpos anti Taenia solium y AgHP10 en suero. El
valor umbral de DO para determinar a una muestra de suero como positiva
a la presencia de anticuerpos anti-Taenia solium se fijo en 0.41nm. El cerdo
96 presento titulos positivos en el cuarto muestreo con una DO de
0.4145nm. Los valores de DO de las muestras de suero se mantuvieron
por debajo del valor umbral de 1.12nm, por lo que fueron negativas a la

presencia del antigeno HP10. Figura 37.
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Figura 37. Titulos de Ac’s anti-TS y AgHP10 en las muestras
de suero del cerdo 96.

c) Determinacion de anticuerpos anti- Taenia solium y AgHP10 en LCR.
La muestra de liquido cefalorraquideo resultdé negativa a la presencia de
anticuerpos; el valor de la DO se mantuvo por debajo del valor umbral de
0.5nm. Las muestras de LCR resultaron negativas a la presencia del

antigeno HP10; con un valor umbral de 1.67nm. Figura 38.
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Figura 38. Titulos de Ac’s anti-TS y AgHP10 en el LCR del
cerdo 96.

Cerdo 98.

a) Estudio macroscépico para la localizacion de metacestodos de Taenia
solium en el SNC. En la revisiébn del SNC no se observaron estructuras
parasitarias y tampoco lesiones sugerentes a la implantacién de los
metacestodos de Taenia solium.

b) Deteccion de anticuerpos anti Taenia solium y AgHP10 en suero. El
valor umbral de DO para determinar a una muestra de suero como positiva
a la presencia de anticuerpos anti-Taenia solium se fijo en 0.43nm. Los
valores de DO de las muestras de suero permanecieron por debajo del
valor umbral. Los valores de DO de las muestras de suero se mantuvieron
por debajo del valor umbral de 1.13nm, por lo que fueron negativas a la

presencia del antigeno HP10. Figura 39.
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Figura 39. Titulos de Ac’s anti-TS y AgHP10 de las muestras
de suero del cerdo 98.

c) Determinacion de anticuerpos anti- Taenia solium y AgHP10 en LCR.
La muestra de liquido cefalorraquideo resultdé negativa a la presencia de
anticuerpos; el valor de la DO se mantuvo por debajo del valor umbral de
0.5nm. Las muestras de LCR resultaron negativas a la presencia del

antigeno HP10; con un valor umbral de 1.67nm. Figura 40.
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Figura 40. Titulos de Ac’s y AgHP10 de las muestras de suero de
LCR del cerdo 98.

Correlacion de los resultados encontrados al estudio histopatolégico con
los resultados obtenidos en los estudio inmunoldgicos de Ac’s anti-TS y de

AgHP10.

Los resultados del estudio inmunolégico reportaron que 7 de los 12 cerdos, es
decir, el 58.33% de los animales presentaron titulos positivos a Ac’s anti-TS en
las muestras de suero; de los 7 animales positivos: dos fueron inoculados por via
IV a DB, (cerdos 89 y 100); un cerdo se inocul6 por via IV a DA, (cerdo 91); dos
cerdos se inocularon por via SA a DB, (cerdos 92 y 97) y dos cerdos se inocularon
por via SA a DA (cerdos 95y 96). Los titulos positivos de anticuerpos comenzaron
a aparecer entre el cuarto muestreo (55 DPI) y el octavo muestreo (115 DPI),
siendo mas frecuente encontrar los titulos positivos en el sexto muestro, entre los

83 DPI y los 108 DPI. El promedio de duracion de la infeccion de los cerdos con
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titulos positivos fue de 137.14 dias. El promedio de dias postinfeccion en el que se

presentaron los titulos positivos de anticuerpos fue de 89.85 dias. Cuadro 2.

Las muestras de suero de tres de los 12 cerdos (25%), presentaron titulos
positivos a la presencia de AgHP10, en una ocasion por animal. El cerdo 100
presento titulos positivos en el noveno muestreo, a los 140DPI; el cerdo 94
presento valores positivos en el quinto muestreo, a los 94 DPI y el cerdo 97 los

presento al octavo muestreo a los 136DPI. Cuadro 3.

Las muestras de LCR de los doce cerdos fueron negativos a la presencia de Ac’s

anti-TS.

El estudio de la presencia de antigeno HP10 en LCR solo present6 a un animal
como positivo (cerdo 94) con un indice del 8.33% con base en los 12 animales

estudiados. Cuadro 4.

El cerdo 93 presentd un metacestodo a escasos 30 dias después de la
inoculaciéon; se le tuvo que practicar la eutanasia por complicaciones
posquirdrgicas; presentd titulos negativos de Ac’s anti-TS y AgHP10 en suero y
LCR; lo que se atribuye a la etapa temprana a la que tuvo que ser eliminado del
estudio, por lo que no tuvo tiempo de generar una respuesta inmunoldgica de tipo
humoral que se manifestara por titulos positivos de anticuerpos; considerando que
los animales que fueron positivos a anticuerpos, lo hicieron en un rango de 55 a

115 dias después de la infeccién. Cuadro 4.
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El cerdo 91 presentd un metacestodo en etapa vesicular; lo que se puede
correlacionar con los titulos positivos de anticuerpos a partir de los 73 DPI. Las

muestras de LCR fueron negativas a Ac’s anti-TS y AgHP10. Cuadro 4.

El cerdo 94 no presentd anticuerpos en suero y LCR; pero fue positivo para los
titulos de antigeno HP10 en ambas muestras. Estos resultados se correlacionan
positivamente con la localizaion de un metacestodo en etapa coloidal (se encontré

en un estado de degeneracidén con una respuesta inflamatoria grado 4. Cuadro 4.

Duracién de | muestreo
ID Via de Dosis lainfeccion | (+)a Ac’s
cerdo |inoculacion | infectiva (Dias) anti-TS DPI
89 \Y DB 136 6 87
100 \Y DB 140 6 108
91 v DA 139 5 73
92 SA DB 141 8 115
97 SA DB 143 6 108
95 SA DA 129 6 83
96 SA DA 132 4 55
Promedio 137.14 89.85
Cuadro 2. Cerdos con titulos positivos de Ac’s anti-TS en suero.
duracién de | Muestreo
Via de Dosis la infeccion (+) a
ID cerdo |inoculacién | infectiva (Dias) AgHP10 DPI
94 \Y DA 139 5 94
97 SA DB 143 8 136
100 \/ DB 140 9 140

Cuadro 3. Cerdos con titulos positivos a AgHP10 en suero.
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Via Ac’s anti- | Ac’s anti- AgHP10 AgHP10 | Presencia de
ID cerdo | inoculacion/dosis | TS suero TSLCR suero LCR metacestodo
oncosferas
91 IV/DA (1000-1500) (+) (-) (-) (-) (+)
93 SA/DA (2500) (-) () () () (+)
94 IV/DA (1000-1500) (-) (-) (+) (+) (+)

Cuadro 4. Cerdos en los que se implanto y se desarrollé6 un metacestodo de
Taenia solium.

Discusion y conclusiones.

En el desarrollo de modelos de cisticercosis se han probado diferentes alternativas
de infeccion; entre ellas destaca la infeccion con huevos o proglétidos de Taenia
solium por via oral, la inoculacion por via intravenosa de oncosferas activadas
artificialmente; asi como la infeccion por via intraperitoneal, las cuales arrojan
diferentes resultados en la implantacion y desarrollo de metacestodos; por ejemplo
para la infeccion por via oral realizada por Santamaria, et al®®; en la que se
requirieron entre 10,000 y 100,000 huevos de Taenia solium para obtener un
promedio de 392.1 metacestodos en un rango de 19 a 882 parasitos por cerdo; sin
embargo, este modelo de cisticercosis presenta la dificultad de que los
metacestodos se implantaran de manera aleatoria en el organismo animal, sin
garantizar que lleguen al sistema nervioso central, por lo que no se puede
considerar como un modelo til de Neurocisticercosis. Verastegui, et al®®,
experimento con la inoculacion de oncosferas de Taenia solium activadas de
manera artificial, utilizando diferentes vias de infeccion: intraperitoneal,
intravenosa e intraduodenal; donde la via intraperitoneal resulto ser mas efectiva

en cuanto a la obtencién de cisticercos viables en musculos intercostales, cuartos
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traseros y lengua. En este experimento infectaron a cuatro cerdos por via
intraperitoneal; de los cuales, dos animales fueron inoculados con 6,000
oncosferas, obteniendo una cosecha de 30 y 35 metacestodos viables y un
porcentaje de evaginacion de 67 y 87%. Los otros dos cerdos fueron inoculados
con 15,000 oncosferas, obteniendo una cosecha de 22 y 35 metacestodos viables
y un porcentaje de evaginacion de 76 y 85%. En la via intravenosa utilizaron a dos
cerdos con una dosis infectiva de 6,000 oncosferas; se obtuvo una cosecha de 17
y 52 parasitos, de los cuales, 17 cisticercos ya estaban degenerados; se obtuvo
un porcentaje de evaginacion de 20-61%. Con la via intraduodenal no se
obtuvieron resultados, ya que no se encontraron metacestodos. Verastegui, et
al’®, observa que los cerdos que fueron infectados por via intraperitoneal, fueron
inoculados de manera accidental en los musculos abdominales, obteniendo el
desarrollo de metacestodos en esta area, por lo que prueba con esta nueva via
para estandarizar un modelo de cisticercosis porcina, utilizando a dos cerdos, a
los que se les inocularon por via intramuscular diferentes dosis de oncosferas a lo
largo del eje crdneo caudal. Se incrementaron las dosis de 250 oncosferas en el
cuello hasta 2500 parasitos en la pierna; con este experimento se determino que
la infeccion es mas efectiva cuando se utilizan dosis iguales o mayores a 2000
oncosferas, ademas las tasas de implantacion estuvieron en un rango de 1.95% a

2.76%.

La intencion de nuestro estudio fue estandarizar un modelo de NCC porcina para

conocer los fendmenos asociados a la enfermedad y tener la posibilidad en un
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futuro de establecer nuevos tratamientos, que a diferencia del modelo de
cisticercosis donde la infeccion es oral, pueda ofrecernos la certeza de que los
parasitos se implanten en el SNC, utilizando la experiencia previa de Verastegui
con la inoculacion intramuscular de las oncosferas activadas. El estudio que
realizamos concuerda con los estudios previos, en que se requieren dosis
elevadas de oncosferas para que asegure el éxito de la implantacion y desarrollo
de los metacestodos de Taenia solium, pues como se observo, los tres cerdos que
presentaron el desarrollo de un metacestodo, fueron inoculados con dosis en un
rango de 1000 a 2500 oncosferas; aunque la tasa de implantacion se encontrd en
un rango de 0.04 a 0.06%; en contraste con lo descrito por Verastegui en el
modelo de cisticercosis muscular, donde las tasas de implantacion se encontraron

entre 1.95y 2.76%.
Los principales puntos que resaltar son:

1. Las oncosferas activadas de Taenia solium lograron desarrollarse hasta la
etapa de metacestodo cuando se inocularon directamente en el SNC en 3
de 12 animales. La tasa baja de implantacion se puede atribuir a diferentes
causas; entre las principales esta la probabilidad de que la viabilidad de las
oncosferas fue baja a consecuencia de las 4 semanas que permanecio la
Taenia solium en refrigeracion; se tomo6 en cuenta el estudio realizado por
lima et al*?> donde se demostré que los huevos de Taenia solium se pueden
mantener viables en SSF, en refrigeracion a 4°C hasta por 4 meses. Otro

factor importante es que se desconoce la edad del cestodo, lo que puede
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influir en la capacidad de los parasitos para implantarse en el SNC; por lo
que es recomendable realizar el experimento de manera inmediata a la
obtencién de la Taenia solium. Otra causa probable es la utilizacién de
dosis menores a 2,000 oncosferas en un sitio privilegiado
inmunologicamente, como lo es el SNC, por lo que es necesario utilizar
dosis mayores a 2,000 oncosferas y diferentes sitios de inoculacién para
obtener tasas mas altas de implantacioén y desarrollo de metacestodos; tal y
como se realiz6 en el estudio hecho por Verastegui, et al, donde se
utilizaron dosis mayores a 2,000 oncosferas; ademas de realizar las
inoculaciones en diferentes masas musculares, obteniendo tasas de
implantacion entre 1.95% a 2.76%, en comparaciéon con este estudio,
donde la tasa maxima de implantacion fue de 0.06%; por lo que se
recomienda inocular a las oncosferas en diferentes puntos del SNC;
también es necesario evaluar otros métodos de activacion de oncosferas
que permitan obtener un mayor nimero de parasitos viables, para asegurar
una mejor tasa de implantacion.

En este estudio no se pudo determinar que via de infeccion es la mas
adecuada para estandarizar el modelo de NCC; pues uno de los tres cerdos
que presentd desarrollo parasitario fue inoculado por via subaracnoidea,
(cerdo 93) y dos fueron inoculados por via intraventricular, (cerdo 91y 94),
namero insuficiente para poder determinar cual via es la mas efectiva;
ademas cabe destacar que los metacestodos no fueron encontrados en los

ventriculos, como habia sido la intencién, sino en las areas cercanas al sitio
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de inoculacion; lo que indica que probablemente llegaron ahi, al ser
rechazadas por el flujo del LCR que lograba escaparse al momento de
retirar la sonda de latéx; pues la densidad de las oncosferas es menor a la
del LCR y de la SSF; permitiéndoles flotar en ambas sustancias, lo que
pudo facilitar su salida de los ventriculos.

En este estudio se observo que en la aplicacion de dosis menores a 1000
oncosferas no se generd el desarrollo de metacestodos; por lo que en
estudios posteriores se debe considerar el uso de dosis mayores a 1000
oncosferas.

La deteccion de anticuerpos anti Taenia solium en suero para sefalar la
presencia de cisticercos en el SNC present6 una sensibilidad del 0.58%, si

se toma en cuenta la formula de sensibilidad= a/(a+c) donde “a
corresponde al numero de verdaderos positivos (7 cerdos) y “c” a los falsos
negativos (5 cerdos); a partir de la premisa que todos los animales fueron
sometidos a la infeccion y tuvieron contacto con los parasitos. De los 7
animales positivos a anticuerpos (cerdos: 91, 92, 95, 96, 97, 99 y 100); solo
uno fue positivo a Neurocisticercosis (cerdo 91); por lo que se debe
considerar que la presencia de anticuerpos solo indica que el individuo
estuvo en contacto con el agente etiologico, pero no comprueba su
presencia en el organismo. Las causas por las cuales solo 7 animales
presentaron titulos de anticuerpos pueden ser varias, entre las cuales se

encuentra la posibilidad de que el sistema inmunologico de los cerdos

destruyé a las oncosferas montando una respuesta inmune de tipo celular
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sin llegar a la formacién de una respuesta humoral, con la consecuente
formacion de anticuerpos; otra causa podria ser los factores intrinsecos de
las pruebas de laboratorio que nunca ofreceran un 100% de sensibilidad y
especificidad para diagnosticar enfermedades.

En este estudio se pudo destacar que la aparicion de Anticuerpos anti-
Taenia solium se encontré en un rango de 55 a 115 dias postinfeccion, con
un promedio de 89.85 dias para su deteccién en suero.

La eficiencia en la deteccion de antigeno HP10 en suero y LCR, por ELISA
fue baja, pues detect6 a 1 de 3 cerdos infectados, es decir, el 33.33%
(cerdo 94); hay que mencionar que el antigeno HP10 solo es liberado por
los metacestodos en estado vesicular. La liberacion de antigeno HP10 no
se relacion6 con la liberacion de anticuerpos anti Taenia solium, en los
animales infectados de este estudio, pues el Unico cerdo infectado que fue
positivo al antigeno resulto negativo a la presencia de anticuerpos.

La implantacién por via intraventricular no se logro en este estudio debido a
la dificultad de depositar a las oncosferas dentro del ventriculo, a
consecuencia del flujo continuo del LCR, a través del orifico hecho por la
sonda; asi como a la diferencia de densidades entre las oncosferas y el
LCR, que permite que los parasitos floten en la superficie. Para lograr la
implantacion por medio de esta via, se puede sugerir el uso de una jeringa
con una aguja que logre alcanzar la cavidad ventricular, en lugar de una
sonda de latex de 5mm de didmetro, con la finalidad de disminuir el tamafio

del orificio dejado en el parénquima asi evitar, la salida del LCR; ademas se
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recomienda el uso de técnicas quirdrgicas estereotacticas para conseguir
una localizacién exacta de los ventriculos y poder depositar a los parasitos
en su interior.

En este estudio no fue posible estandarizar el modelo de Neurocisticercosis
porcina; sin embargo se pudo demostrar que si es posible el desarrollo de
un modelo de metacestodos por medio de la inoculacion directa de
oncosferas activadas de Taenia solium en el SNC, por lo que es necesario
realizar ajustes en la metodologia y desarrollo de los experimentos para

lograr el desarrollo del modelo de manera satisfactoria.
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