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Resumen

La neurocisticercosis racemosa es una enfermedad causada por una forma
anormal del metacéstode de Taenia solium. Los mecanismos de
transformacion de un quiste "vesicular" regular, no proliferativo, en una forma
membranosa hiperproliferativa carente de escolex, o “quiste racemoso”, Son
poco entendidos. Usando la bromodesoxiuridina para marcar células
mitéticamente activas y un anticuerpo anti-OCT4 para marcar células
totipotentes, hemos identificado células germinativas en la pared vesicular de
los quistes racemosos; estas células se encuentran en mayor abundancia en
estados iniciales de desarrollo de este particular tipo de quiste. Células
germinativas aisladas de diferentes muestras de quiste racemoso presentan
diferente proliferacion y diferente etapa de diferenciacion. En los quistes
"vesiculares” normalmente estructurados, estas células estan confinadas al
cuello del escélex y son muy escasas en otras partes. La presencia y el nivel de
expresion de genes asociados con la proliferacién, homologos a los reportados
en neoblastos de planarias, fueron evaluados en ambas formas de quiste,
racemosa Yy vesicular. Los niveles de expresion en los quistes racemosos
presentan alteraciones con respecto a los quistes vesiculares. Estos resultados

son congruentes con su crecimiento no controlado, similar a un tumor.



Abstract
Racemose neurocysticercosis is a disease caused by an abnormal growth of the
larval metacestode of Taenia solium. The mechanisms of transformation from
a non proliferating viable “vesicular” cyst into a hyperproliferating
membranous form lacking scolex are poorly understood. Using
bromodesoxyuridine to label mitotically active cells and an anti-OCT-4
antibody to label totipotent cells, we identified germinative cells in the cyst
wall of racemose cysts. These cells were more abundant in the earlier stages of
development of this particular type of cyst. Germinative cells isolated from
different samples of racemose cyst have different proliferative rates and
different stages of differentiation. In normally structured, “vesicular” cysts,
these cells are confined to the neck of the scolex, and are very scarce
elsewhere. The presence and level of expression of genes associated with
proliferation, homologous to those reported in planarian neoblasts, was tested
in both cyst forms, racemose and vesicular. Expression levels in racemose
cysts present alterations compared to vesicular cysts. These results are

consistent with the uncontrolled tumor-like growth of racemose cysts.



l. Introduccién

1.1 Origen y clasificacion taxonémica

Los platelmintos son gusanos planos dorso-ventrales con simetria bilateral,
usualmente hermafroditas que carecen de sistema respiratorio y circulatorio y
presentan un sistema primitivo de protonefridios basado en células flamigeras.
Los estudios filogenéticos de los afios 80 y 90 (1) se basaban en caracteristicas
morfologicas y ecoldgicas; sin embargo, en las Ultimas décadas se incluye
informacién molecular. Los platelmintos incluyen a méas de 20,000 especies
clasificadas en 17 grupos, que incluyen a la clase Cestoda y a la subclase
Eucestoda. La clase Cestoda representa uno de los grupos de helmintos parasitos
mas exitosos con aproximadamente 5000 especies clasificadas en 740 géneros (2).

(Figura 1).

El agente causal de la cisticercosis, Taenia solium, es un parasito platelminto de la
clase Cestoda, subclase Eucestoda, orden Cyclophyllidea y familia Taeniidae.
Presenta un 6rgano de anclaje o escllex con cuatro ventosas y una corona de 22-
32 ganchos (rostelo), y un estrébilo o cuerpo alargado y segmentado. Cada
segmento desarrolla 6rganos sexuales que producen miles de huevecillos. Estos

son liberados al medio ambiente a través del poro genital (2, 4, 5, 8).
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El ciclo de vida de Taenia solium incluye a dos hospederos mamiferos, el cerdo y
el ser humano. El ser humano constituye el unico hospedero definitivo, en cuyo
intestino se desarrolla la forma adulta del parasito, infeccion conocida como
teniasis. El ser humano constituye el mas importante multiplicador, reservorio y
diseminador del paréasito, mientras que el cerdo porta los estadios larvales, quistes
0 cisticercos y actla como hospedero intermediario. Accidentalmente el ser
humano también puede infectarse con la forma larvaria, lo que interrumpe el ciclo
bioldgico del parésito (4) (Figura 2). La baja especificidad de los cisticercos ha
permitido desarrollar infecciones experimentales empleando diferentes especies
con el objetivo de estudiar aspectos importantes en el ciclo biologico del paréasito

y la patologia que desencadena en el hospedero (6, 7).
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Figura 2: Ciclo de vida de Taenia solium. Tomado de Garcia et al.2014 (5).




1.3 Etapas en el desarrollo de Taenia solium

El ciclo de vida del parasito presenta seis etapas:

Huevo: Esta etapa es la responsable de la diseminacion al medio ambiente. Los
huevos de T.solium son microscépicos, de forma esférica, presentan una cascara
externa delicada, y en su interior se encuentra al embrion hexacanto u oncosfera
cubierto por una membrana gruesa, opaca, parduzca denominada embriéforo. El
embrioforo protege a la oncosfera de varias condiciones ambientales
desfavorables pero es facilmente eliminado en el intestino del hospedero

intermediario por la accion de las enzimas y del pH &acido del sistema digestivo.

Oncosfera: Larva o embrion globular, de unos 30 um de diametro y armada con 3
pares de ganchos; de ahi su nombre de embrion hexacanto. La oncésfera libera
enzimas proteoliticas que le permiten penetrar la mucosa intestinal, alcanzando el
torrente sanguineo, y migrar a 6rganos o tejidos internos del hospedero

intermediario.

Post-oncosfera: Periodo comprendido entre la oncosfera y el cisticerco que se
transcurre en el torrente sanguineo y tejidos del hospedero intermediario. El
parasito desarrolla a una forma vesicular llena de fluido y un escolex invaginado,
sin organos sexuales. Las post-oncosferas se encuentran rodeadas de células

epiteliales procedentes de los pequefios vasos sanguineos del hospedero.



Cisticerco: Vesicula que contiene el escolex invaginado y que se aloja en los
tejidos del hospedero intermediario. Es de forma ovoide y la membrana esta
constituida de varias capas. La externa permite la absorcion de nutrientes y
excrecion de metabolitos; presenta prolongaciones caracteristicas denominadas
microtrichas. En las capas internas se encuentran fibras musculares, fibras de
colageno, corpusculos calcareos, células llamadas citones, células flamigeras y

ductos.

Preadulto: Etapa comprendida entre el cisticerco y el adulto. Cuando los
cisticercos presentes en carne de cerdo mal cocida, invaden exitosamente al
hospedero definitivo, el parasito evagina el escdlex, se adhiere a la mucosa
intestinal, pierde su pared vesicular y crece a partir del cuello hasta desarrollar al

adulto. Este crecimiento toma aproximadamente dos meses.

Adulto: Etapa reproductiva del parasito. El parasito presenta escolex, cuello
alargado y el estrdbilo, constituido por 700-1000 segmentos o proglétidas. Estas
pueden ser inmaduras, maduras o gravidas, segun su tamafio, forma, desarrollo de
organos reproductivos y su contenido de huevecillos. T.solium es hermafrodita y
se autofecunda, cada proglétida contiene ovarios. Cuando las proglotidas y
huevecillos son liberados al ambiente e ingeridos por un hospedero intermediario,

se cierra el ciclo (8).



1.4 Enfermedades causadas por Taenia solium

1.4.1 Teniasis

La teniasis, o infeccidn con el parasito adulto, ocurre solo en el ser humano y en
general, no causa sintomas (10). Luego de consumir carne de cerdo infectada con
cisticercos y mal cocinada, la larva, alojada en el musculo del animal, evagina en
el intestino delgado. El escdlex del parasito se ancla fuertemente a la mucosa
intestinal, y el estrobilo crece, como se ha descrito en la seccion anterior (ver
estadio adulto), hasta desarrollar al gusano adulto, que llega a alcanzar una
longitud de 2-4 metros. Luego de dos meses de la infeccidn, proglétidas maduras
son eliminadas del extremo distal del intestino a través de las heces (4,8). Cada
segmento o progldtida contiene aproximadamente 50-60 mil huevecillos (4,8). La
teniasis causa muy poca inflamacion en la zona de anclaje; no genera un dafio
perceptible al tejido intestinal. Dolor abdominal, distension, diarrea 0 nauseas son
algunos de los malestares atribuidos a la infeccion por tenia, aunque la mayoria de

los pacientes no los presentan (10).

1.4.2 Cisticercosis

La cisticercosis es la infeccion con larvas de Taenia solium que se desarrollan a
partir de huevecillos presentes en las heces de personas con teniasis. En areas con
pobres sistemas sanitarios, los cerdos tienen acceso a las heces humanas, tambien
el ser humano puede infectarse al consumir alimentos o agua contaminada con

heces, 0 autoinfectarse, si es portador del estadio adulto, por la via fecal-oral. Una



vez ingeridos los huevecillos, estos eclosionan en el intestino (humano o porcino)
por accion del acido gastrico y fluidos intestinales, liberando el embrion
hexacanto u oncosfera.

Este penetra la mucosa intestinal mediante la secrecion de enzimas proteoliticas y
alcanza el torrente sanguineo, diseminandose a todo el organismo e infectando
musculos y diversos 6rganos. Luego de 2-3 meses de la infeccion, el cisticerco se
desarrolla en un tejido, como se describe en la seccion anterior (ver estadio

oncésfera) (4, 8). Las manifestaciones clinicas dependen del érgano infectado.

1.4.3 Neurocisticercosis

La neurocisticercosis (NCC) es el nombre que recibe la cisticercosis cuando las
larvas infectan el tejido cerebral. Es la enfermedad parasitaria mas frecuente (4)
del sistema nervioso central (SNC) y es endémica de varios paises en América
Latina, Africa, Asia e India, en los cuales las condiciones de crianza de cerdos
bajo pobres condiciones de salubridad e higiene permiten que se cumpla todo el
ciclo bioldgico de T.solium (Figura 3). La NCC se ha convertido en un problema
de salud publica también en los paises desarrollados debido a la migracion de

personas con teniasis desde areas endémicas (5).



Endemia (ciclo de vida completo)

Sospecha de endemia
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Figura 3: Prevalencia geografica de Taenia solium. Tomado de Garcia et al.2014 (5).

En la NCC, los quistes tienen una forma de vesiculas uniformemente redondas u
ovaladas que varian en tamafio desde unos milimetros hasta 1-2 cm de diametro
(4, 5, 8). La localizacion mas comdn son los hemisferios cerebrales,
principalmente entre la unién de la materia gris con la blanca. Ademas se pueden
hallar quistes en el cerebelo, ventriculos, espacio subaracnoideo, cisternas basales
y columna vertebral (4). En cerdos naturalmente infectados, el rango de la carga

parasitaria en el cerebro va desde uno a varios cientos (15).




La morfologia de los quistes varia de acuerdo a su desarrollo e integridad. Quistes
viables presentan una membrana trasltcida en donde el escolex es visible como un
pequefio nodulo de 2-3 mm. Cuando el quiste empieza a degenerar por causas
naturales o por efecto de tratamiento, el fluido vesicular se vuelve opaco, denso y

los bordes del quiste se tornan irregulares (4,8, 10).

1.5 Respuesta inmunolégica e inflamacion durante la NCC

Los cisticercos viables pueden o no despertar una respuesta inmunologica en el
tejido circundante. En el cerebro, los cisticercos permanecen por largos periodos
aislados y protegidos del sistema inmunologico por la barrera hematoencefalica
(BHE). A la vez, es sabido que logran mecanismos de evasion mediante la
secrecion de antigenos capaces de, por ejemplo, inhibir la cascada del
complemento por la paramiosina o antigeno B (11). Luego de un periodo estimado
en varios afios e incluso décadas (12), el parasito degenera y se puede producir un
cuadro inflamatorio que incluye astrogliosis, activacion y proliferacion de la
microglia, edema, degeneracion neuronal e infiltrado de células inmunoldgicas
periféricas, principalmente eosinofilos y macréfagos (13).

En conjunto, la inflamacién puede dar lugar a convulsiones, que son el sintoma
mas comun de la NCC (13,14). El cisticerco también causa sintomas debido al
efecto de masa al ejercer presion sobre el tejido circundante o por obstruir el flujo

del liquido cefalorraquideo (LCR), pero los principales sintomas de la NCC son a



consecuencia de los procesos inflamatorios que resultan de la respuesta

inmunoldgica del hospedero, cuya finalidad es erradicar al parasito.

Estudios inyectando el colorante vital azul de Evans (EB) aprovechan que este
tinte se extravasa al tejido cerebral, tifiéndolo de azul, cuando aumenta la
permeabilidad de la BHE. En el laboratorio de NCC de la Facultad de Ciencias de
la UPCH se utilizd EB en cerdos naturalmente infectados y se hallé que la
coloracion azul del tejido que rodeaba al parasito no solo indicaba disrupcion de la
BHE sino que servia para identificar zonas de inflamacién. El nimero de quistes
rodeados por tejido tefiido de azul aumenta con la administracion de tratamiento
antihelmintico, confirmando que el tratamiento exacerba la respuesta

inmunoldgica del hospedero y con ello la inflamacion (15).

Trabajos posteriores desarrollados en el laboratorio de NCC, han permitido
caracterizar parcialmente la respuesta inmunoldgica presente alrededor del
cisticerco, tanto en muasculos como en cerebros de cerdos infectados (Figura 4). El
quiste contiene en su interior al escélex invaginado que practicamente no tiene
contacto con el tejido del hospedero (A, D); se aprecia en la zona de invaginacion
un poro de comunicacién con la cavidad interna del cisticerco (B, E).

Este poro constituiria una zona de excrecion y frente a ella se sita una reaccion
inflamatoria de células inmunologicas periféericas, principalmente eosinéfilos (C,

F). Estas zonas ricas en eosinodfilos se asocian a zonas tefiidas de azul (14).
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Figura 4: Histopatologia de la cisticercosis. Respuesta inflamatoria alrededor de quistes
musculares en cerdos naturalmente infectados (A-C). Respuesta inflamatoria alrededor de
quistes cerebrales de cerdo infectado (D-F), en ambos casos se observa una alta cantidad de
eosinofilos. Tomado de Marzal et al. 2014 (14).

1.6 Patologia de la NCC

La NCC es en muchos casos asintomatica, pero cuando los sintomas se presentan,
la diversidad de manifestaciones clinicas se debe a la localizacion anatémica de
las lesiones y a la carga parasitaria en el sistema nervioso, asi como a la intensidad
de la respuesta inmunoldgica; esto hace de la NCC una enfermedad pleomorfica
(16, 17,18). La manifestacion clinica mas comun son los cuadros de epilepsia, que
ocurren en el 50-80% de los pacientes con quistes cerebrales parenquimales o
calcificaciones pero es menos comun en otras formas de NCC. La enfermedad
también presenta hipertension intracraneal, hidrocefalia o ambos en el 20-30 % de

los casos (19, 20).
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En el Peru existen zonas rurales donde se ha reportado que, en adultos, el 40% de
los casos de epilepsia adquirida estan asociados a NCC (21).

Los quistes localizados en espacios subaracnoideos producen aracnoiditis difusa o
local, causando hidrocefalia por la obstruccion mecanica del LCR o como
resultado de ventriculitis y cicatrizacion (19).

En la NCC intraventricular el parasito es Unico y esta libre dentro de la cavidad, es
poco frecuente que el quiste se mueva de un ventriculo a otro. Los quistes son mas
frecuentes en el cuarto ventriculo, menos comun es encontrarlos en el tercero y
aun menos, en los ventriculos laterales (19). Parasitos intraventriculares pueden

bloquear el LCR o producir inflamacion del ependima y plexos coroideos.

1.7 Neurocisticercosis racemosa

Ademaés de la NCC producida por quistes vesiculares (NCC cistica), puede ocurrir
una forma menos comdn de NCC pero de mayor gravedad, cuando el cisticerco se
desarrolla en la region subaracnoidea basal, en cisternas basales o la fisura de
Silvio (22). Esta forma se caracteriza por un crecimiento aberrante, por gemacion,
que resulta en una larva anormal estéril de varios centimetros de didmetro,
compuesta de mdaltiples vesiculas interconectadas, formadas por una membrana
trasllcida, delicada y delgada. Como su apariencia se asemeja a la de un racimo

de uvas recibe el nombre de quiste racemoso (23, 24).
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El quiste racemoso esta asociado a una intensa reaccion inflamatoria, fibrosis y a
un engrosamiento de la leptomeninge en el tronco del cerebro. La NCC racemosa
es clinicamente mas agresiva que la forma parenquimal y se observa en el 15-54%
de los pacientes (26). Se asocia con la hidrocefalia, hipertension intracraneal y
meningitis. El cuadro resultante tiene una alta tasa de mortalidad de alrededor del

50% (22, 23).

Este quiste por lo general carece de un escolex o si el escllex esta presente se
encuentra degenerado. Se postula que a medida que el escllex degenera, la
proliferacion de la membrana y vesiculas aumenta (24, 25). El tamafio de las
membranas aumenta debido a que en las cisternas o espacio subaracnoideo no
existen barreras del tejido parenquimal, el cual puede actuar para inducir la
encapsulacion del parasito como una respuesta del hospedero (24). EI tamafio del
quiste racemoso varia de 4 a 12 cm y se identifica por resonancia magnética (RM)

como multiples lesiones (24, 25, 26). (Figura 5).

En el quiste racemoso, el tegumento y células subtegumentarias son ricos en
mucosubstancias &cidas y lipidos ademas muestra una alta actividad de fosfatasas
acidas y basicas y el parénquima de la membrana presenta altas concentraciones
de glicdgeno (25). A medida que la membrana envejece las concentraciones de
proteinas, mucosubstancias acidas y actividad enzimatica decrecen y aparecen las

primeras sefiales de autolisis (25).
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La cadena de eventos que favorecen o determinan el desarrollo de un quiste
racemoso, aun no ha sido descrita. EI quiste racemoso solo puede ser obtenido
luego de intervenir mediante cirugia a los pacientes y la remocion del parasito
solo es posible en algunos casos. Cuando el parésito se localiza en una region
anatomica de dificil acceso o compromete la integridad de arterias o venas, la
intervencion es de alto riesgo para el paciente y no se realiza. La disponibilidad de
muestras es por lo tanto una limitante para estudiar los mecanismos de la

interaccion hospedero-parasito en la NCC racemosa.

Figura 5: Macroscopia de la infeccion. Quiste viable de Taenia solium (A), quiste racemoso
en la base del cerebro (B). Tomado de Garcia et al. 2003 (3).

14



1.8 Neoblastos o células germinativas.

Diferentes estudios dirigidos a entender la proliferacion, regeneracion y
diferenciacion en planarias de vida libre han demostrado la importancia de un
grupo de células indiferenciadas totipotentes llamadas neoblastos, Unica poblacion
proliferativa en especies de la clase Turbellaria (27, 28). Planarias como Dugesia
japonica y Schmidtea mediterranea muestran notables habilidades regenerativas,
las cuales son dependientes de neoblastos (27, 28, 30). Aparte de su importante
papel en la regeneracion tisular, los neoblastos estdn implicados en la enorme
plasticidad presente durante el desarrollo de las planarias (29, 30). Diversos
trabajos emplean a los neoblastos como modelo para el estudio de células madre y
sus aplicaciones en medicina regenerativa por sus propiedades proliferativas y de
diferenciacion (31).

Para la clase Cestoda, todos parasitos, se ha descrito una poblacion de células
madre indiferenciadas similares a los neoblastos y usualmente se les Ilama células
germinativas (33). Las propiedades de las células germinativas son poco
entendidas y su estudio se ve complicado porque su crecimiento y desarrollo estan
determinados por ciclos de vida complejos que incluyen a mas de un hospedero.
Sin embargo, en Echinococcus multilocularis y Taenia crassiceps, especies cuyos
ciclos de vida incluyen un estadio larvario de alta proliferacion, se han podido
identificar células germinativas e incluso generar metacéstodes a partir de ellas,
por ser células que pueden auto renovarse y diferenciarse a cualquier tipo de

celula somatica. (32, 33).
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Pocos trabajos estan dirigidos a identificar y estudiar la funcién de las células
germinativas en los estadios de T. solium y a determinar qué funcion tienen estas
células en el desarrollo del quiste racemoso descrito como aberrante y de

crecimiento descontrolado similar a un tumor (24).

1.9 Genes asociados a proliferacion en planarias

La proliferacion y regeneraciéon son procesos importantes dentro de la fisiologia
animal pero los mecanismos involucrados no se han caracterizado del todo. En
lineas generales, el ciclo celular progresa a traves de eventos altamente regulados
por una combinacion de moléculas estimuladoras y represoras (37). Los
componentes o elementos de la maquinaria celular pueden responder a estimulos
extracelulares favoreciendo eventos como la proliferacién, diferenciacion o
apoptosis (37). Muchos estudios han demostrado que la activacion inadecuada de
elementos de accion positiva (estimuladores) o la inactivacion de elementos de
accion negativa (represores) pueden desencadenar eventos de proliferacion
descontrolada, que en el caso de mamiferos resultan en la formacion de tejido de
caracter tumoral (38, 39).

En planarias, los neoblastos responden a los dafios a través de cambios en la
proliferacion, localizacion y expresion de genes (44, 45, 46, 49, 53, 54, 55). Las

funciones de estos genes se pueden clasificar en tres grupos principales:
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1.9.1 Genes supresores del ciclo celular

1.- Zinc fingers of cerebellum (ZIC): Son proteinas que actian como supresores
tumorales. En planarias sometidas a lesiones, zicl se expresa en zonas proximas a
la lesion (44, 45). EI dominio dedo de zinc de estas proteinas se une a “secuencias
de union a Gli” (GBS), efectores de la via de sefializacién Hedgehog, para regular
esta via.

Por competencia, estas proteinas suprimen la actividad de Glil y Gli2, y de esta
manera controlan la progresion del ciclo celular. Alteraciones en esta via como
consecuencia de bajos niveles de expresion de zicl y zic 4 favorecen el desarrollo

de diferentes formas de cancer. (40, 41, 42, 43).

2.- Prohibitina: Constituye una familia de proteinas conservadas con diversas
funciones y localizaciones subcelulares (46). La ausencia de prohibitina es letal
para las planarias (46). Miembros de esta familia (Phbl y Phb2) estan
involucrados en la regulacion transcripcional, regulacion del ciclo celular,
sefializacion celular, apoptosis y funciones mitocondriales en planarias (46). Estas
proteinas se unen con gran afinidad a la proteina supresora tumoral retinoblastoma
(Rb), p107 y p130, y afectan la funcion de factores de transcripcién de la familia
E2F, los cuales incluyen activadores y supresores, modulando la progresion del
ciclo celular (47). Prohibitina fue originalmente clonada en base a su capacidad de
inhibir el crecimiento en fibroblastos de mamiferos y células HeLa (47) y luego se
demostro que actla bloqueando el paseo entre las fases G1 y S (la fase de

replicacion del ADN) en el ciclo celular (47).
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3.-El gen chromobox 1 sintetiza una proteina miembro del complejo represivo
policomb 1 (48) que puede unirse a histonas y también es responsable de la
interaccion entre varias proteinas asociadas a cromatina. Chromobox 1 puede
desempefiar un papel importante en el control epigenético de la cromatina y
expresion de genes. EI complejo 1 junto con el complejo represivo policomb 2
regulan la expresion de genes por condensacion de la cromatina. Estos complejos
proteicos actGan sobre la renovacién de la poblacion de células madre (49);
enfermedades benignas como adenomas y neoplasicas como carcinomas estan

asociadas a una baja expresion de esta proteina (50).

1.9.2 Genes estimuladores de la proliferacion

1.- Notum: Codifica una hidrolasa secretoria que modifica proteoglicanos heparan
sulfato y regula negativamente la via de sefializacion Wnt, que opera estabilizando
la b-catenina en el citosol (51). La expresién de notum aumenta en las zonas de
amputacion de planarias sometidas a lesiones, lo que inhibe la via Wnt y favorece
la expresion de otras proteinas como Zic. En carcinoma hepatico humano, altos
niveles de b-catenina / TCF4 se correlacionan con altos niveles de la proteina

notum (52, 53).

2.- La proteina Bruno presenta sitios de reconocimiento de RNA (rna recognition
motifs, RRMs). Miembros de esta familia de proteinas regulan el splicing
alternativo y pueden estar involucrados en la edicion del mRNA y de su

traduccion (54). En planarias, proteinas similares a Bruno (Bruno like) son
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esenciales para el mantenimiento de la poblacion de neoblastos; en su ausencia,
los neoblastos pueden diferenciarse pero pierden la capacidad de generar mas
células madre en cada division, resultando en una pérdida gradual de esta

poblacién germinal (55, 56).

1.9.3 Genes asociados a diferenciacion.

1.-THO son un grupo de proteinas conservadas que forman parte de complejos
ribonucleoproteicos (RNP) importantes en la transcripcion y exportacion nuclear
del RNA (57). Estudios en Schmidtea mediterranea han demostrado la
sensibilidad de los neoblastos a la radiacién-y y la sub expresion de genes en
neoblasto, entre ellos THOC4, en planarias irradiadas (27). El proceso de
diferenciacion en células madre intestinales de raton y células epiteliales es
dependiente de THO (58). Por otro lado, la subunidad 5 del complejo THO
(THOCS) presenta varios sitios de fosforilacion, cuyas funciones permanecen en
estudio (59). Se conoce, sin embargo, que la tirosina 255 fosforilada esta asociada

al desarrollo de leucemias (59).

19



I1. Justificacion

Es claro que, en el cerebro, el quiste de T.solium esta expuesto y responde a una
serie de sefiales moleculares que provienen del hospedero y de si mismo; sin
embargo, la capacidad proliferativa y el desarrollo de los diversos estadios de
T.solium adn no estan bien descritos. La identificacion y caracterizacion de las
células germinativas de este parasito comparando quistes vesiculares y racemosos
permitira investigar el rol de este particular grupo de células en el desarrollo de la

forma maligna hiperproliferativa del quiste de T.solium.

I11. Hipdtesis

Las células germinativas se encuentran en mayor abundancia en la forma
racemosa del quiste de Taenia solium y su expresion genética se encuentra
alterada en relacion a las células germinativas de quistes vesiculares no

proliferativos.
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IV. Objetivos

4.1 General

Identificar in situ células germinativas en quistes de T. solium (vesiculares y
racemosos) Y caracterizar ambos tipos de cisticerco en cuanto a la expresion de

genes de proliferacion descritos en platelmintos de vida libre.

4.2 Especificos

Estandarizar condiciones de cultivo de quistes para la incorporacion de
bromodesoxiuridina (BrdU), como marcador de mitosis o proliferacion.

Identificar mediante inmunohistoquimica e inmunofluorescencia células
germinativas en quistes de T. solium inducidos a evaginacion y en quistes
racemosos (forma hiperproliferativa).

Identificar mediante inmunofluorescencia la presencia de células madre
totipotentes en quistes racemosos, empleando el marcador OCT-4.

Determinar la expresion de genes asociados a proliferacién en ambas formas de
cisticerco mediante ensayos de PCR de transcripcion reversa en tiempo real (RT-
gPCR.

Aislar células germinativas de quistes de T.solium y comprobar su capacidad

mitotica y su naturaleza totipotente.
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V. Métodos

5.1 Disefio del estudio

El presente trabajo constituye un estudio descriptivo, se analizaron y describieron

las caracteristicas a nivel histologico, celular y molecular en una coleccion de

muestras de quistes vesiculares y racemosos obtenidos en un periodo de dos afios.

Colecta de muestra para
histologia

Descripcion histoldgica (HE
y tricrémica)

Inmunohistoquimica /
Inmunofluorescencia

Colecta o recepcion de quistes

Esterilizacion y estabilizacion (24 h)

en RPMI

Cultivo de quistes en presencia de

BrdU

Colecta de muestra para
analisis de expresion

Extraccién de RNA total
(Trizol)

Cuantificacion

RT-PCR / qPCR

Aislamiento de células
germinativas

Diseccién de quistes

Digestidn enzimatica

Purificacion

Inmunofluorescencia

Figura 6: Diagrama de flujo que muestra los pasos realizados en el presente trabajo.
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5.2 Materiales

5.2.1 Colecta de quistes vesiculares

Las muestras de quistes se obtuvieron a partir de cerdos naturalmente infectados
provenientes de zonas endémicas del Perd. La condicion de infeccion se
determind por la presencia de quistes en lengua y se confirmé por inmunoblot. El
sacrificio de los animales se realiz6 con el apoyo de un equipo de veterinarios de
la UNMSM empleando una dosis letal de pentobarbital sodico (Halatal, Montana
S.A, Peru). Los quistes fueron extraidos del musculo esquelético y transportados
al laboratorio en buffer fosfato (PBS) pH 7.4 (Gibco-Invitrogen, Gaithersburg,
MD) suplementado con antibioticos: penicilina 200 Ul/ml y gentamicina 100
ug/ml (PBS-pg). Todos los procedimientos se realizaron cumpliendo los
protocolos aprobados por el Comité de Etica para Animales de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia (SIDISI 62392) (14, 15).

5.2.2 Colecta de quistes racemosos

Los quistes racemosos fueron proporcionados por la Unidad de Cisticercosis del

Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas; se obtuvieron mediante cirugia de

rutina a pacientes con NCC racemosa confirmada mediante tomografia axial

computarizada (TAC). Los remanentes de quistes fueron colectados y
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transportados al laboratorio en buffer fosfato (PBS; pH 7.4), a temperatura
ambiente.
Los protocolos para el uso de los remanentes de quistes racemosos fueron

aprobados por el Comité de Etica Institucional de la UPCH (SIDISI 63903).

5.2.3 Esterilizacion de los quistes

Los quistes colectados fueron sometidos a tres lavados de 5 minutos a temperatura
ambiente, fuera de campana, con PBS-pg. Luego los quistes fueron trasvasados a
un frasco estéril y llevados a cabina de flujo laminar.

Se retird la solucion de lavado y los quistes fueron sometidos a tres lavados de 1
hora a 37°C con PBS-pg. Finalmente, los quistes fueron trasvasados a un frasco
de cultivo de 25 ml y lavados con medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco)
suplementado con L-glutamina (2 mM) y antibidticos; luego fueron incubados

para su estabilizacion toda la noche a 37°C (63).

5.2.4 Induccion de evaginacion en quistes vesiculares

Entre los estadios del cisticerco y el adulto, T. solium se desarrolla mediante el
crecimiento de una region germinativa localizada en el cuello justo debajo del
escllex, que contiene células madre mitdticamente activas poco estudiadas (63).
En el laboratorio, la adiccion de bilis porcina diluida al 50% en medio RPMI a

quistes vesiculares induce la proliferacion de la region germinativa del escolex.
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5.2.5 Criterio de inclusion de las muestras

La condicion de viabilidad de los parasitos para incluirlos en este trabajo se
determind por histologia o por la calidad del ARN. Los criterios histoldgicos
incluyeron: presencia de microtrichas en la superficie de la pared vesicular como
principal indicador de viabilidad. Alteraciones tisulares como degeneracion,
calcificacion o necrosis se consideraron como indicadores de no viabilidad. Los
criterios de inclusion a nivel de expresion genética incluyeron: abundancia e
integridad del ARN aislado y valores de CT obtenidos para cada gen evaluado por
RT-gPCR.

El segundo criterio solo se aplicO a los quistes racemosos Yy consitid en
determinar el tiempo de desarrollo del parésito. Se definieron dos categorias:
desarrollo temprano, para las muestras con presencia de escolex y desarrollo

avanzado, para las muestras carentes de escolex.
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5.3 Metodologia

5.3.1 Cultivo de quistes en presencia de BrdU como marcador de proliferacion

Luego de estabilizados los quistes, se retird el medio de cultivo y se agregé medio
de cultivo RPMI 1640 suplementado con L-glutamina, antibidticos y 5-bromo-

2 deoxiuridina (BrdU, Sigma) 1 mM para incubarlos por 24 horas a 37°C (63).

5.3.2 Procesamiento de las muestras

Luego de 24 horas de incubacién, las muestras fueron procesadas; aquellas
muestras destinadas para analisis histologico fueron rapidamente fijadas en
formalina (formaldehido al 37% en PBS) por 24-30 horas, luego deshidratadas en
una bateria de alcoholes de concentracion (70%, 95% y 100%), por 30 minutos
cada uno y finalmente, embebidas en parafina. Cortes seriados de 4 um fueron
colocados en l&minas portaobjetos tratadas con una solucion (1:10) de poli-L-
lisina (Sigma) y se realizaron coloraciones de hematoxilina-eosina, asi como
tricromica de Masson. Las laminas se observaron al microscopio de luz (Primo
Star, Zeiss) y se tomaron fotografias empleando una camara calibrada (AxioCam).
Aquellas muestras destinadas a los estudios de expresion genética o extraccion de
RNA se almacenaron en RNAlater® (Qiagen) a -70 °C hasta el momento de su

uso.
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5.3.3 Inmunohistoguimica

Se realiz6 inmunohistogimica para identificar in situ células proliferativas en
muestras de tejido de quistes vesiculares, evaginados y racemosos, empleando un
anticuerpo monoclonal anti-BrdU. Se procedio segun protocolo estandarizado en
el laboratorio (63), introduciendo pasos intermedios que permitieron amplificar la
sefial de la enzima empleada (peroxidasa).

1.-Desparafinacion de las ldminas: Se colocaron las muestras en estufa a 56°C por
20-30 minutos (o dejando desparafinar toda la noche a 40°C).

2.-Hidratacion de las muestras: Se sumergieron las muestras en una bateria de
alcoholes de gradiente descendente usando el siguiente esquema: 10 minutos en
xilol, después 5 minutos con cada uno de los siguientes alcoholes: 1) xilol, 2)
etanol 100%, 3) etanol 95%, 4) etanol 70% y finalmente 5 minutos en agua
destilada. Se lavaron las laminas dos veces con buffer fosfato pH 7.2 por 2
minutos cada vez.

3.-Rescate antigénico: Las laminas se sumergieron en una cubeta tipo Coplin con
buffer citrato (citrato de sodio 10 mM, tween 20 0.05%, pH 6.0), la cual se calentd
hasta 95-99°C por 45-60 minutos. Se retiraron las laminas para dejarlas enfriar
por 20 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados con buffer
fosfato pH 7.2 de 2 minutos cada vez. Finalmente se trazaron circulos alrededor
de las muestras empleando un lapiz hidrofébico (ImmEdge, Vector, Burlingame,

CA).
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4.-Bloqueo de la peroxidasa enddgena: Se prepard la solucion de bloqueo en
proporcion 1:5 con peroxido de hidrégeno al 30% (DAKO) y buffer fosfato pH
7.2. Se adicionaron 150 pl de la solucién de bloqueo para cada ldmina y se incubo
a temperatura ambiente por 30 minutos en camara humeda. Las laminas se lavaron
tres veces con buffer fosfato pH 7.2 por 2 minutos cada vez.

5.-Bloqueo con suero normal de cabra: Se empleé una solucién de bloqueo en
buffer fosfato con suero de cabra al 2%, albumina sérica bovina (BSA) al 2% y
Triton-X-100 al 0.1 %. Se afiadieron 150 ul de la solucién de bloqueo a cada
lamina y se incubaron a temperatura ambiente por 30 minutos en cdmara humeda.
Las laminas fueron lavadas tres veces con buffer fosfato pH 7.2 por 2 minutos
cada vez.

6.-Incubacion con el anticuerpo primario y control de isotipo: El anticuerpo
monoclonal 1gG anti-BrdU hecho en raton (Sigma-Aldrich) fue diluido 1/2500 en
buffer fosfato pH 7.2 en volimenes suficientes para todas las muestras. El control
de isotipo IgG se diluyé también en buffer fosfato pH 7.2. Se afiadieron 150 pl del
anticuerpo primario a cada lamina y el control de isotipo solamente a una lamina,
y se dejaron en incubacién toda la noche a 4°C en camara himeda.

7.-Incubacion con el anticuerpo secundario biotinilado: Se prepard una solucién
de bloqueo en buffer fosfato pH 7.2, albumina sérica bovina (BSA) al 2% y
Triton-X-100 al 0.1%. Se diluyo el anticuerpo secundario, anti-IgG de raton hecho
en cabra (Vector, Burlingame, CA) en una concentracion final de 5 pg/ml, se
mezcld suavemente por 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 3000

rpm por 5 minutos. Luego se afiadieron 150 pl del sobrenadante, que contiene el
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anticuerpo secundario biotinilado, a cada ldmina y se incub0 a temperatura
ambiente por 30 minutos en camara humeda. Las ldminas fueron lavadas tres
veces con buffer fosfato pH 7.2 por 2 minutos cada vez.

8.-Adicion del conjugado enzimatico Streptavidina-HRP: EIl conjugado
enzimatico streptavinida-HRP (DAKO) no requiere preparacion, se agregd una
gota del reactivo a cada lamina y se incubd a temperatura ambiente por 30
minutos en camara himeda. Las laminas fueron lavadas tres veces con buffer
fosfato pH 7.2 por 2 minutos cada vez.

9.-Adicion del sustrato DAB: Se preparo la solucién de sustrato diaminobencidina
DAB (DAKO) en volumenes suficientes para todas las muestras. Se emplearon 25
ul de reactivo DAB por cada mililitro de buffer de dilucion. Se agregaron 150 pl
de sustrato DAB a cada lamina y se incub6 a temperatura ambiente por 2 minutos
en camara humeda. Las laminas fueron lavadas tres veces con buffer fosfato pH
7.2 por 2 minutos cada vez.

10.-Coloracion con hematoxilina de Meyer: La hematoxilina de Meyer (DAKO)
se encuentra lista para usar; se agregé 150 pl del reactivo a cada lamina y se
incub6 por 1 minuto a temperatura ambiente, luego se elimind el exceso del
colorante lavando con abundante agua destilada.

11.-Deshidratacion de las muestras: Las muestras se sumergieron en una bateria
creciente de alcoholes usando el siguiente esquema: primero 5 minutos en agua
destilada, luego 3 minutos en cada uno de los siguientes alcoholes: 1) etanol 70%,

2) etanol 95%, 3) etanol 100%, 4) xilol.
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Finalmente, las laminas se montaron con Richard-Allan Scientific® Cytoseal

XYL (Thermo Scientific) y se dejaron secar toda la noche.

5.3.4 Inmunofluorescencia indirecta

Debido a una sefial de interferencia en los ensayos de inmunohistoquimica con
anti-BrdU (ver Resultados, Fig 10, pag 48) se realiz6 inmunofluorescencia para la
detectar de células proliferativas con el mismo marcador. Esta técnica permitid
ademas emplear un segundo anticuerpo primario para la detectar OCT4, factor de
transcripcion usado como marcador de ceélulas totipotentes (71). Células
proliferativas (positivas a BrdU) con reaccion positiva a OCT-4 fueron
caracterizadas como germinativas. Debido a la ausencia de escolex en la mayoria
de las muestras de quistes racemosos, los ensayos de inmunofluorescencia se
centraron en estudiar la presencia de células germinativas en la pared vesicular de
los quistes racemosos Yy vesiculares.

Se procedi6é segun protocolo estandarizado en el laboratorio. Se realizaron los
pasos 1, 2, 3 y 5 descritos en la seccion 5.3.3, luego se realizaron los siguientes
pasos:

1.-Incubacion con el ler anticuerpo primario y control de isotipo: El anticuerpo
monoclonal IgG anti-BrdU hecho en ratdn (Sigma-Aldrich) fue diluido 1/500 en
buffer fosfato pH 7.2 en volumenes suficientes para todas las muestras. El control

de isotipo 1gG se diluy6 de forma similar en buffer fosfato pH 7.2. Se afiadieron
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150 pl del anticuerpo primario a cada lamina y el control de isotipo solamente a
una lamina y se dejaron en incubacion toda la noche a 4°C en camara himeda.
2.-Incubacion con el anticuerpo secundario conjugado: Se empled el anticuerpo
anti 1gG de ratdén hecho en cabra conjugado con Dylight (KPL, Gaithersburg,
MD) y diluido 1/500 en buffer fosfato pH 7.2 en volumenes suficientes. Luego se
afiadieron 150 pl a cada lamina y se incubé a temperatura ambiente por 30
minutos en cdmara humeda. Las laminas fueron lavadas tres veces con buffer
fosfato pH 7.2 por 2 minutos cada vez.

3.-Incubacion con el 2do anticuerpo primario: El anticuerpo policlonal anti-OCT4
hecho en conejo (Merck) fue diluido 1/200 en buffer fosfato pH 7.2 en volimenes
suficientes para todas las muestras. Luego se afiadieron 150 ul del anticuerpo
diluido a cada lamina y las ldminas se incubaron toda la noche a 4°C en camara
hdmeda.

4.-Incubacion con el 2do anticuerpo secundario conjugado: Se empled el
anticuerpo anti IgG de conejo hecho en cabra conjugado con Alexa fluor 647
(ABcam) y diluido 1/500 en buffer fosfato pH 7.2 en volumenes suficientes.
Luego se afiadieron 150 pl a cada lamina y se incubaron a temperatura ambiente
por 30 minutos en cdmara himeda. Las laminas fueron lavadas tres veces con
buffer fosfato pH 7.2 por 2 minutos cada vez.

Finalmente las laminas fueron montadas con solucion Vectashield conteniendo 4’
6 diamino 2 fenilindol (DAPI) (Vector Laboratories), marcador fluorescente que

se une a regiones ricas en adenina y timina del ADN, y se sellaron los bordes de
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los cubreobjetos con esmalte. Las imagenes fueron captadas con microscopia

confocal (Zeiss, LSM880).

5.3.5 Extracciéon de ARN total

Para analizar los niveles de expresion de genes asociados a proliferacion, se
extrajo el ARN total de cada muestra empleando la técnica del fenol/cloroformo.
Las muestras de los quistes fueron homogenizadas individualmente en TRIzol
(Invitrogen) empleando un homogenizador Omni TH (Omni International, GA,
USA). Se empled 1 ml de solucion de TRIzol para cada muestra; luego de la
homogenizacién se incubaron a temperaturas de 15-30°C por 5 min para permitir
la completa disociacion de complejos nucleoproteicos. Luego se agregd 0.2 ml de
cloroformo a cada muestra, y se agitaron vigorosamente por 15 seg. Después de
incubar por 2-3 min entre 15-30°C, se centrifugaron a no méas de 12,0009 por 15
min a 2-8 °C. Después de la centrifugacion el ARN permanece exclusivamente en
la fase superior incolora o fase acuosa. Para precipitar el ARN la fase acuosa fue
transferida a un nuevo tubo y se agregé 0.5 ml de alcohol isopropilico, se
incubaron las muestras a 15-30°C por 10 min y se centrifugaron a no mas de
12,000g por 10 min a 2-8°C. Luego se lavo el pellet con etanol al 75% vy se
centrifugé a no mas de 7,500g por 5 min a 2-8°C. El pellet se dejé secar para

eliminar los restos de alcohol y se suspendid en 50 pl de agua libre de RNasas.
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5.3.6 Disefio de cebadores

Se desarrollaron cebadores empleando el software Primer Premier 6.0 para
evaluar seis genes asociados a proliferacion en planarias, cuyas secuencias se
identificaron en el genoma de T. solium: Ts-zic, Ts-bruno, Ts-notum, Ts-
prohibitin, Ts-chromobox, Ts-tho-c. Para los ensayos de gPCR se realizd una
normalizacion empleando el gen endégeno GAPDH (Tabla 1). Las secuencias de

los genes se obtuvieron del servidor: http://www.genedb.org/Homepage/Tsolium

(60).

Ubicacion Cebador sentido 5" >3’ Cebador antisentido 5" >3’ Amplicon
(pb) (pb)
Ts- 355-467 TAC GAC GAG CGA CGA ATC AGC AGC
prohibitina GTTCTTCC GAC ACTTG
TsM_00081
2300
Ts-bruno3 415-528 GCC ACACCATCT TGG ACA AGC ACT CTC 114
TsM_00003 ACC AGT AAT G AACCT
8700
Ts-Zic 393-537 ACT CTG GTATCG CAA GAA GTG GTA 145
TsM_00064 GTACAATG AGT CTC ATC
3500
Ts-notum 594-743 CGGTGTGATGCTGAA GCG TAG GTC GGA TGA 150
TsM_00093 CATTGAT TTG AGA
0800
Ts- 284-386 CAGTGC CATCTT TTC GCATCT GAC TCC 103
cromobox1 CGG AAC CA TGT GAA
TsM_00115
7300
Ts-Tho5 903-1023 GCC GCA GCATAG CGT TCG CAT AAG CCA 121
TsM_00033 GAATGATT AGT GA
6400
Ts-gapdh 227-373 TCC AAG AGA TGA CAG AAG GAG CCG 147
TsM_00005 ATGCCAATGC AGA TGA TGA
6400

Tabla 1: Lista de cebadores disefiados para el presente estudio.

33


http://www.genedb.org/Homepage/Tsolium

5.3.7 gPCR para quistes racemosos y vesiculares

El perfil de expresion de los genes seleccionados se determiné mediante PCR en
tiempo real. Para generar cDNA se empleé el kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems). Se uso el ARN total en concentracion de 50
ng/ul y se siguieron las recomendaciones de la casa comercial. Para la reaccion de
la transcriptasa reversa se emplearon 25°C por 10 min, 37°C por 120 min, 85°C
por 5 min, 4°C . Luego se realizé PCR en tiempo real en reacciones de 10 pl con
el siguiente esquema: SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) 2X,
cebador sentido (100 pM), cebador antisentido (100 pM), 1ul de cDNA generado.
Se ejecutd un protocolo de 40 ciclos (2 min a 50°C, 10 min a 95°C, 15sega 95 °C
y 1 min a 60°C) en placas de 96 pozos usando la plataforma Pikoreal 96 (Thermo
scientific). Se registraron los valores de CT obtenidos y se realizd una

cuantificacion relativa usando el método de Livak (224¢T) (61).

5.3.8 Andlisis estadistico

Se comparé la expresion de genes entre quistes vesiculares y racemosos mediante

pruebas no paramétricas de Mann-Whitney empleando el software Prism version

6 (Graphpad, San Diego, CA). Valores de p< 0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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5.3.9 Aislamiento de células germinativas

Para aislar las células germinativas a partir de membranas de quistes racemosos de
T.solium se empled el protocolo publicado por Toledo en 1997 (32). Las muestras
de membrana se cortaron en pequefios fragmentos con un bisturi. Estas fueron
cultivadas a 27 y 37°C por 7 dias en frascos de cultivo de 25 cm? con 5 ml de
medio RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal (10%), piruvato de sodio
(ImM), aminoacidos no esenciales (0.01 nM), glutamina (0.2 %), mercaptoetanol
(1.6 uM), buffer HEPES (25 mM), penicilina (100 U/ml), streptomicina (100
pug/ml) y anfotericina B (0.25 pg/ml; todos de la marca Gibco-Invitrogen) y
NaHCOs (2 g/L). Luego los fragmentos se digirieron por 15 min con tripsina-
EDTA (1%) (Gibco) a temperatura ambiente y en agitacion constante. El producto
de la digestion fue colectado y centrifugado a 800g por 10 min. Finalmente el
pellet fue suspendido en medio de cultivo fresco y cultivado a 27 y 37°C. Las
observaciones al microscopio se realizaron diariamente.

Para los ensayos de inmunofluorescencia, los cultivos fueron suspendidos por
agitacion, las células fueron sembradas en camaras de cultivo de 8 pozos (Nunc
Lab-Tek Chamber Slide System) y se agregd medio de cultivo con 5-bromo-
2 deoxiuridina (BrdU, Sigma) 1 mM, y se incubé a 27 y 37°C.

Luego se procedio segun protocolo estandarizado en el laboratorio:

1.-Fijacion de las células: Se aspiré el medio de cultivo cuidadosamente y las

células fueron cubiertas agregando 300 pl de metanol (100%) helado en cada
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pozo. Las camaras se mantuvieron a -20°C por 15 min luego se aspiré el metanol
y se lavo cada pozo tres veces con buffer fosfato pH 7.2 por 5 minutos cada vez.
2.-Blogueo con suero normal de cabra: Se preparo la solucion de bloqueo como se
indica en la seccion 5.3.3 (pag 30). Se adicionaron 150 ul de la solucion de
bloqueo a cada pozo. Las camaras se incubaron a temperatura ambiente por 1
hora. Los pozos fueron lavados 3 veces con buffer fosfato pH 7.2 por 2 minutos
cada vez.

Se procedio a realizar los pasos 1-4 de la seccion 5.3.4 (pags 32, 33).

Finalmente se retiraron las divisiones de las camaras de cultivo y las laminas se
montaron con solucién Vectashield conteniendo DAPI (Vector Laboratories) y se
sellaron los bordes de los cubreobjetos con esmalte. Las imagenes fueron captadas

con microscopia confocal (Zeiss, LSM880).
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V1. Resultados

6.1 Identificacion in situ de células proliferativas en quistes vesiculares y quistes
evaginados.

El uso de BrdU para marcar células en division se estandariz6 empleando 80
quistes musculares de cerdos naturalmente infectados, los cuales fueron cultivados
en presencia de diferentes concentraciones de BrdU (ImM, 25 mM y 5 mM) y
por diferentes tiempos (24, 48, 72, 96 y 120 horas). Los quistes fueron
distribuidos en placas de 12 pozos a razén de 4-5 quistes por pozo, cada uno con 2
ml de medio RPMI suplementado. Se seleccionaron 3 muestras por cada
condicion para realizar las tinciones y observaciones histolégicas. El quiste tiene
un didmetro aproximado de 1-1.5 cm y espesor variable. La pared vesicular no es
regularmente esférica, sino que presenta regiones de engrosamiento, aplanadas y
amplias en superficie denominados mamelones, también presenta una superficie
ciliar (microtrichas) muy visible en el material fresco y el escélex invaginado. A
24 horas de incubacion con BrdU 1mM se pudo observar células positivas
restringidas al cuello del escélex y en la pared vesicular del parasito estan

practicamente ausentes (Fig7).
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Fig7: Identificacion in situ de células proliferativas en qUistes( musculares. Inmunohis:toqﬁl"mica
empleando un anticuerpo monoclonal anti-BrdU en una tipica muestra de quiste muscular cultivada con
BrdU (1 mM) por 24 horas revelando un nimero de células positivas a BrdU localizadas y confinadas en
la region del cuello (B); magnificacion (C); quiste cultivado con BrdU a las 0 horas (A); control
negativo (D). A, B, D=100X C=400X S:escllex
En la figura 7A se muestra un quiste cultivado con BrdU 1mM a tiempo 0, no se
observan células positivas. En 7B se ve un quiste tras 24 horas con BrdU 1mM, se
observan células positivas distribuidas en el parénquima de la base del escolex; el
cuadro rojo se muestra en 7C. En la magnificacion se observa una célula positiva
proxima a canaliculos; la célula presenta un didmetro aproximado de 10 um,
nacleo prominente y poco citoplasma. La figura 7D muestra un quiste cultivado
en ausencia de BrdU empleado como control negativo.

Para identificar abundantes células proliferativas en un proceso regular de la vida

del parasito, se optd por inducir la evaginacion del escélex in vitro empleando
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bilis porcina (ver Materiales, pag 26). Los quistes inducidos se cultivaron con
diferentes concentraciones de BrdU (2.5 mM y 5 mM) durante 1, 5, 12, 24, y 48
horas. Los quistes fueron distribuidos en placas de 12 pozos a razén de 3-4 quistes
por pozo, en 2 ml de medio RPMI suplementado. Se observo que el nimero de
células positivas aument6 luego de 1 hora de incubacién con BrdU 2.5 mM y
alcanzd una densidad maxima a las 24 horas. Las células positivas se localizaron

en la region parenquimal de las zonas laterales del escolex (Fig 8).

Fig8: Identificacion in situ de células proliferativas en quistes evaginados. Quiste con el escdlex
evaginado (A). Inmunohistoquimica en muestras de quistes luego de 1 hora de inducida la
evaginacion y cultivados con BrdU 2.5 mM; se ve un gran ndmero de células positivas a BrdU (B);
magnificacion del tejido del escélex evaginado(C); quiste evaginado a las 0 horas de ser cultivado
con BrdU (D). B, D =100X

C =400X S: escolex.

>
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El la figura 8A, se observa un quiste vesicular 1 hora después de agregada la bilis
para inducir la evaginacion, el cuadro rojo sefiala el area observada mediante
inmunohistoquimica. En la figura 8B, se observan abundantes células en
proliferacion en el parénquima del quiste. La figura 8C muestra tejido del escélex
evaginado a mayor aumento, las células presentan las mismas caracteristicas
morfoldgicas que en la figura 7C. La figura 8D muestra un quiste cultivado con

BrdU 2.5 mM colectado a tiempo 0

6.2 Lectura histologica de quistes racemosos Yy seleccion de muestras.

Las muestras de quistes racemosos revelan un panorama heterogéneo. Las Fig 9 es
la foto de un quiste cuya morfologia presenta zonas de buen estado, zonas en
degeneracion y zonas necrdticas. Se muestran ampliaciones en 9A, 9B y 9C, que
corresponden a los recuadros seleccionados. La figura 9A es una region de la
pared vesicular que preserva integridad en todas las capas tisulares; se observa la
presencia de las microtrichas en la superficie. En 9B se ve una region en
degeneracion; los componentes celulares de las diversas capas estan ausentes o
alterados. La figura 9C muestra una regién con necrosis, caracterizada por la
ausencia de nucleos en grandes porciones del tejido. Estas observaciones
corroboran el detallado reporte histolégico de un articulo nacional de 1952 (24),
en el cual se describe al quiste racemoso como un mosaico que presenta zonas
viables cercanas a regiones alteradas con diferentes grados de degeneracion y

Nnecrosis.
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Una coleccion de 27 muestras (22 quistes racemosos y 5 quistes vesiculares) se
evalud por histologia y a nivel de expresion genética. Siguiendo los criterios de
inclusion de viabilidad y tiempo de desarrollo, 9 muestras de quistes racemosos se
eliminaron por no cumplir con ninguno de los criterios de inclusién, quedando 13

quistes racemosos y 5 quistes vesiculares para el estudio (Tabla 2 y 3). Con esta

poblacion de muestras se realizaron los siguientes ensayos.

\ ] 3 ) o PSS AR o . W M MU R .
b 3 B =35 ew BB T N TN e, TR a0 HRTY 2

4 A RS v T = s P, . - o . - o

> BN R SRV R VAR 2, Dt 3 » BRSNS
Fig 9: Descripcion histologica de quiste racemoso. Tincion HE de una muestra representativa de quiste racemoso. Region con

integridad en la pared vesicular, las flechas sefialan las microtrichas presentes en la superficie del tegumento (A), region de la
pared que presenta degeneracion (B), region necrotica de la pared vesicular (C).
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Valores d

Genes sub expresados Genes sobre expresados

Muestra prohibitina zicd ChromoboxI thoc3 notum bruno3 Contraparte Decision

histolégica final
R1 24.9 334 24.4 24.1 243 231 Si Muestra
incluida
R2 40 40 40 40 40 40 Si Muestra
eliminada
R3 35 35 33 35 35 35 Si Muestra
incluida
R4 218 307 19.6 238 27.3 234 Si Muestra
incluida
R6 253 31.8 31.7 28.1 244 233 No Muestra
incluida
R7 32 38 40 40 33 355 No Muestra
eliminada
R8 242 229 224 232 233 22.8 Si Muestra
incluida
R9 237 259 223 24.6 24.4 233 No Muestra
incluida
R10 35.7 335 33.1 36.1 33 36.2 No Muestra
eliminada
R11 26.3 238 24.7 244 248 242 No Muestra
incluida
R12 245 23 23.01 23.8 23.5 233 No Muestra
incluida
R13 245 252 23.1 26 25.6 251 No Muestra
incluida
R14 242 22.8 22.6 24 235 234 Si Muestra
incluida
R15 B2 30 28.9 30.7 30.4 323 No Muestra
climinada
R17 39 37 34.7 40 36 36.8 No Muestra
eliminada
R18 241 29 23.1 25 27.9 25.1 Si Muestra
incluida
R20 251 25.6 235 235 26.3 247 Si Muestra
eliminada
R21 212 27.9 20.1 22 26.7 232 Si Muestra
incluida
R22 235 282 221 235 275 227 Si Muestra
incluida

Tabla 3: Valor promedio de CT de los seis genes evaluados en las muestras de quistes racemosos.
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6.3 ldentificacion in situ de células proliferativas en muestras de quistes

racemaosos.

La pared vesicular muestra un espesor irregular y variable; se distinguen tres
capas: La primera (interna) fibrilar entrecruzada; la segunda (intermedia) delgada
y pseudo epitelial, y finalmente la tercera (externa) cuticular, densa y amorfa. Se
observaron variaciones en los elementos presentes en cada una de las tres capas.
La region interna de la pared mostré un gran niumero de células positivas a BrdU
(Fig 10).

En la figura 10A se aprecia la inmunohistoquimica con anti-BrdU de un quiste
racemoso clasificado como de desarrollo temprano. Toda la muestra presenta gran
reactividad. EIl cuadrado rojo delimita el area seleccionada para observaciones a
mayor aumento. En la magnificacion de la figura 10B la reactividad es fuerte e
irregular, haciendo dificil identificar las células. La figura 10C muestra la imagen
panoramica de una tincion tricromica de Mayer en un corte consecutivo del
mismo quiste racemoso; el cuadrado rojo delimita la misma éarea seleccionada. La
figura 10D muestra la magnificacion de esta area, las flechas sefialan un material
de color opaco y refringente presente en los canaliculos que interfiere en la
coloracion del ensayo y conduce a sobrestimar el nimero de células positivas.
Como comparacion, la figura 10E es la imagen panoramica de un quiste vesicular;
el cuadro rojo delimita el area seleccionada de la pared vesicular que se ve a

mayor aumento en 10F. No se observa reactividad en la pared vesicular.
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Fig 10: Células proliferativas en quiste racemoso y quiste vesicular. Inmunohistoquimica con anti-
BrdU en un quiste racemoso (A y B). Tincidn tricromica de Masson en un corte consecutivo del mismo
quiste racemoso (C y D) mostrando un precipitado en los canaliculos (flechas en D). Inmunohistoquimica
con anti-BrdU en un quiste vesicular (E y F) no se ve reactividad en la pared vesicular (F). S: escélex, M:

membrana
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De las 22 muestras de quistes racemosos evaluadas, tres presentaron escolex,
ausente en las otras 19 muestras. Observaciones en el escélex degenerado
revelaron la presencia de una gruesa capa de colageno entremezclado con restos
del cuello del paréasito. En este, las diferentes capas de tejido del escolex pierden

estructura y organizacion y se observaron pocas células positivas a BrdU (Fig 11).

500 pm

ot 2 § ",1’. % ’ ) p p .
Fig 11: Observaciones histoldgicas de un escélex degenerado: Tincion HE de un escolex degenerado presente en una muestra de
quiste racemoso (A, B, C); tincidn tricrémica de Masson evidenciando la gruesa capa de colageno que rodea al escolex (D, E, F);
inmunohistoquimica empleando un anticuerpo monoclonal anti-BrdU mostrando pocas células reactivas (G, H, 1) A, D, G = 40X
B,E,H=100X C,F, |=400X
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En la figura 11A se observa una vista panoramica del escolex degenerado tefiido
con HE; el cuadrado rojo delimita el area seleccionada observada a mayor
aumento. A 100X (11B), se observa vestigios del escolex entremezclado con
tejido conjuntivo y alteraciones en las diversas capas tisulares del escolex. A
400X (11C), se observa gran cantidad de corpusculos calcéreos, sefialadas por
flechas. En un corte consecutivo de la misma muestra se uso tincion tricromica de
Masson. La coloracién azul permite observar coladgeno, que a 40X se aprecia
como el mayor componente del tejido que envuelve al escdlex (11D). A 100X se
reconocen abundantes fibras de colageno (11E). A mayor aumento, 400X, se
sefiala el tegumento del escélex con flechas y se observa alteracion en el sub
tegumento y en la region interna (11F). La inmunohistoquimica con anti-BrdU se
hizo en un corte consecutivo (11G-I). Solo a 400X, el mayor aumento, fue posible

detectar unas pocas células positivas a BrdU (flechas).

6.4 ldentificacion in situ de células germinativas en muestras de quistes

racemaosos.

Para confirmar la presencia de células en mitosis en la pared vesicular del parasito
y caracterizarlas como células germinativas, se realizd6 ensayos de
inmunofluorescencia empleando dos anticuerpos: anti-BrdU y anti-OCT4. Se
seleccionaron diferentes regiones de la pared de ambos tipos de quistes (racemoso

y vesicular) (Fig 12).
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Quiste racemoso

Quiste vesicular

/8

Fig 12: Imagenes comparativas de quiste racemoso y vesicular, resalta la gran diferencia de tamafio entre ambos tipos
de quiste, los cuadros en rojo indican las areas seleccionadas para las observaciones de inmunofluorescencia. (A-D).
Iméagenes captadas con estereoscopio.

Las figuras 12A-12C muestran tres areas del quiste racemoso a diferentes

distancias del escolex degenerado. La figura 12D muestra una zona de la pared del

quiste vesicular seleccionada de forma aleatoria.

Las observaciones mediante microscopia confocal corroboran la presencia de

células simultaneamente positivas a Dapi, OCT-4 y BrdU en el tejido de la pared

vesicular del quiste racemoso (Fig 13-18).
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Fig 13: Inmunofluorescencia de la zona (A) del quiste racemoso. Tincion HE (A). Muestra observada a
campo claro (B), tincién con Dapi (C). Marcaje empleando anticuerpo anti-Oct-4 (D). Marcaje empleando
anticuerpo anti-BrdU (E). Superposicion de iméagenes (F). A = 400X B-F =100 X, zoom 2

La figura 13 corresponde al panel A de la figura 12 vista por microscopia
confocal. La figura 13A muestra la tincion HE del quiste racemoso, la mas
cercana al escélex vestigial. Se observan los nucleos de diversos tamarios

distribuidos en el tejido. Los nucleos preservan la morfologia ovoide regular.
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Fig 14: Inmunofluorescencia de la zona (B) del quiste racemoso. Tincién HE (A). Muestra observada a
campo claro (B), tincién con Dapi (C). Marcaje empleando anticuerpo anti-Oct-4 (D). Marcaje empleando
anticuerpo anti-BrdU (E). Superposicion de imégenes (F). A =400X B-F =100 X, zoom 1

La figura 14 corresponde a la zona B de la figura 12 vista por microscopia
confocal. La figura 14A muestra la tincion HE del quiste racemoso,
correspondiente a una zona intermedia, el tejido muestra cierto grado de necrosis.
Se observa un gran numero de células positivas a los tres marcadores distribuidas
en toda la pared vesicular. El cuadro rojo delimita el area seleccionada para

observaciones a mayor aumento.
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Fig 15: Magnificaciones de la zona (B) del quiste racemoso. Muestra observada a campo claro (A), tincién con
Dapi (B). Marcaje empleando anticuerpo anti-Oct-4 (C). Marcaje empleando anticuerpo anti-BrdU (D).
Superposicion de imagenes (E). A-E =200X, zoom 3.

La figura 15 muestra la magnificacion del area seleccionada de la zona B del
quiste racemoso. Las células positivas a los tres marcadores presentan diferentes
tamafios. Estas presentan nucleos con alteraciones en la morfologia con un borde
de superficie irregular. Se observa en el centro una célula somatica positiva solo a

DAPI.

51



Fig 16: Inmunofluorescencia de la zona (C) del quiste racemoso. Tinciéon HyE (A). Muestra observada a
campo claro (B), tincion con Dapi (C). Marcaje empleando anticuerpo anti-Oct-4 (D). Marcaje empleando
anticuerpo anti-BrdU (E). Superposicion de imagenes (F). A =400X B-F=200X, zoom 1.

La figura 16 corresponde a la zona C de la figura 12 vista a microscopia confocal.
La figura 16A muestra la tincion HE del quiste racemoso correspondiente a la
zona mas alejada del escolex vestigial, se observa una mayor alteracion en las
estructuras de la membrana. Al igual que la figura 14, se observa un gran nimero
de células positivas a los tres marcadores distribuidas en toda la pared vesicular.

El cuadro rojo delimita el area seleccionada para observaciones a mayor aumento.
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Figl7: Magnificacion dela zona (C). Muestra observada a campo claro (A), tincién con Dapi (B). Marcaje
empleando anticuerpo anti-Oct-4 (C). Marcaje empleando anticuerpo anti-BrdU (D). Superposicion de
iméagenes (E). A-E = 200X, zoom 3.

La figura 17 muestra la magnificacion del area seleccionada de la zona C del
quiste racemoso. Se observa con mayor facilidad los cambios en la morfologia de
los ndcleos en el grupo de células positivas a los tres marcadores. Se observa un

mayor nimero de células somaéticas positivas solo a DAPI.
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Fig 18: Inmunofluorescencia de la zona (D) de quiste vesicular. Tincién HyE (A). Muestra observada a
campo claro (B), tincion con Dapi (C). Marcaje empleando anticuerpo anti-Oct-4 (D). Marcaje empleando
anticuerpo anti-BrdU (E). Superposicion de imagenes Iméagenes (F). A =400X B-F =200X, zoom 1.

La figura 18 corresponde al panel D de la figura 12 vista a microscopia confocal.
La figura 18A muestra la tincién HE del quiste vesicular, se observan los ndcleos
distribuidos a lo largo del tejido, la pared presenta integridad sin alteraciones, se
observa la presencia de microtrichas en diversas zonas de la superficie. No se

observan células positivas a BrdU (proliferativas) o a OCT-4 (totipotentes).
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6.5 Niveles de expresion de genes asociados a proliferacion

Los resultados de gPCR con ARN extraido de 5 quistes vesiculares y 13 quistes
racemosos revelan diferencias significativas en los niveles de expresion en cinco
de los seis genes evaluados. Se presentan dos patrones: primero, aquellos genes
que muestran estar sub expresados en los quistes racemosos con respecto a
vesiculares (entre paréntesis, en todos los casos, el valor de p de acuerdo a la
prueba de dos colas de Mann-Whitney): prohibitina (p=0.0009), zic4 (p=0.0002),
chromobox1 (p=0.0002) y sub unidad 5 del complejo Tho (thoc5) (p=0.0044)
(Fig 19); y segundo, agquellos que mostraron estar sobre expresados en los quistes
racemosos con respecto a vesiculares: notum (p=0.0338) y bruno 3, que a pesar de

no tener diferencias significativas, muestra una tendencia a estar sobre expresado

(Fig 20).
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Fig 19: Sub expresion de cuatro genes asociados a proliferacion en quistes racemosos: PCR cuantitativo para T.solium
prohibitina, zic4 , chromobox1 y thoc5 usando cDNA a partir de 500 ng de ARN total por muestra. Prueba de dos colas
Mann-Whitney: p< 0.0002 para zic4 y chromobox1; p< 0.0009 para prohibitina; p< 0.0044 para thoc5.
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Fig 20: Sobre expresion de dos genes asociados a proliferacion en quistes racemosos: PCR cuantitativo para T.solium
notum y bruno3 usando cDNA a partir de 500 ng de ARN total por muestra. Prueba de dos colas Mann-Whitney p<
0.0338 para notum y bruno3 sin diferencias significativas.

6.6 Aislamiento y cultivo de células germinativas

La células germinativas aisladas de diferentes muestras de quistes racemosos
fueron empleadas en ensayos de inmunofluorescencia con anti-BrdU y anti-OCT4
para corroborar las observaciones realizadas en los tejidos. Las células en cultivo
presentaron una tasa proliferativa heterogénea. Un grupo de células incubadas con
BrdU 1mM por 24 h dio una fuerte reaccion positiva empleando el anticuerpo
anti-BrdU mientras que células aisladas de otras muestras de quistes racemosos
requirieron mayores tiempos de incubacion (1 semana) con BrdU 1 mM. La
identidad totipotente de las células en cultivo también fue heterogénea; el cultivo
proveniente del quiste racemoso R18 dio una reaccion positiva empleando el

anticuerpo anti-Oct4 mientras que otros fueron negativos (Figura 21).
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Fig 21: Inmunofluorescencia de células aisladas de dos muestras de quiste racemoso (R22 and R18). Tincién
con Dapi (A, E). Marcaje empleando anticuerpo anti-BrdU (B, F). Marcaje empleando anticuerpo anti-Oct-4
(C, G). Superposicion (D, H). A-H = 200X, zoom 2x

La figura 21 muestra cultivos provenientes de dos de quiste racemoso: (R22)
incubados con BrdU 1mM por 1 semana y (R18) incubadas con BrdU 1 mM por
24 horas, tefiidas con DAPI (Figs 21A y 21E), marcadas con el anticuerpo anti-
BrdU (Figs 21B y 21F), marcadas con el anticuerpo anti-Oct-4 (Figs 21C y 21G)
y la superposicion de las imagenes (Figs 21D y 21H). Los cultivos obtenidos de la
muestra R22 presentaron una proliferaciébn mas lenta y no constituyen células
germinativas al ser negativas a OCT4, mientras que los cultivos obtenidos de la

muestra R18 constituyen células germinativa (positivos a BrdU y a OCT4).
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VII. Discusion

La proliferacion y regeneracion en planarias, platelmintos de vida libre, es
dependiente de células proliferativas totipotentes denominadas neoblastos;
platelmintos parasitos como Echinococcus multilocularis y Taenia crassiceps,
ambos cestodes, presentan células similares llamadas células germinativas cuya
funcién es poco estudiada (32, 33). Este trabajo ha permitido identificar por
primera vez in situ células proliferativas en quistes vesiculares de T. solium
mediante la incorporacién de BrdU e inmunohistoquimica (63). Estudios en otras
especies de céstodes han descrito una poblacién de células madre indiferenciadas
de alta proliferacion conocidas como células germinativas (66, 67, 68). Las
células germinativas poseen caracteristicas morfologicas similares a los
neoblastos presentes en planarias de vida libre (68) y al igual que ellos,
constituyen una fuente para generar nuevas células (69). En el quiste vesicular de
T.solium, las células proliferativas se localizan en el cuello del escolex y no se
encuentran en la pared vesicular (Fig 7, 10). Estas células, identificadas por
incorporar BrdU, presentaron una morfologia similar a la descrita en los
neoblastos de las planarias, con un nucleo prominente, poco citoplasma y un
didmetro aproximado de 8-12 um. La poblacién de células proliferativas aumento
cuando se indujo la evaginacion del quiste; en ese caso se observd una
distribucion por las zonas laterales de todo el parénquima del cuello, lo que revela
su importante papel en el crecimiento y desarrollo, ya que desde el cuello se

desarrolla todo el cuerpo o estrébilo del parasito adulto.
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La evaginacion inducida en quistes vesiculares constituye una proliferacion
organizada, obtenida en el laboratorio pero similar a lo que ocurriria en caso de
que una persona ingiriese una larva o cisticerco viable, cuyo destino es adherirse y

desarrollarse como gusano adulto.

La histologia de las muestras racemosas revel0 un panorama heterogéneo (Figura
9), en parte debido a diversos factores que no se pueden controlar por la
naturaleza de la muestra, como administracion de antihelminticos, tiempo de la
infeccion de los pacientes, entre otros. La morfologia de mosaico del quiste
racemoso ha sido documentada repetidamente en los escasos estudios disponibles

gue van mas alla de reportes de casos clinicos (23, 24).

El quiste subaracnoideo o “racemoso” posee caracteristicas histologicas Unicas
(24). Su pared es mas gruesa y con mayor cantidad de colageno que la del quiste
vesicular; sin embargo, mantiene las mismas tres capas: tegumento, sub
tegumento y region interna. En contraste a lo observado en el quiste vesicular, la
pared vesicular del quiste racemoso mostr6 una gran cantidad de células
mitéticamente activas, capacidad definida por la incorporacién de BrdU, en la
region interna (Figura 10). Esta observacién sugiere que el crecimiento continuo y
aberrante de la forma racemosa se debe a esta poblacion especial de células. Las
causas que desencadenan el crecimiento anormal del quiste ain son desconocidas;

sin embargo, estd reportado que este fendbmeno ocurre luego de sufrir la
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degeneracion del escolex, convirtiéndose en una forma estéril incapaz de ejercer

control sobre su proliferacion (24).

Los quistes racemosos presentan células con proliferacion continua (BrdU
positivas) y varias de ellas son células madre totipotentes (OCT-4 positivas)
(Figuras 13-17). La presencia de células germinativas (proliferativas y
totipotentes) en la pared del parasito de la forma racemosa estaria estrechamente
ligada al proceso de degeneracion del escolex, evento crucial para desencadenar el
crecimiento aberrante de la pared vesicular (24). Las observaciones de este trabajo
permiten postular que la presencia de estas células estaria asociada a un periodo
temprano en el desarrollo del quiste racemoso, el cual se considera una forma

aberrante, de crecimiento descontrolado.

La identidad pluripotente de una célula esta controlada por un grupo de factores
de transcripcion conformado por SOX2, NANOG y OCT-4 (71). OCT-4 es
codificada por el gen Pou5fl, que regula la expresion de genes como Dppa4,
Tdgfl, Oct4, Nanog y Lefty2, y controla las etapas iniciales de la embriogénesis
en mamiferos (72, 73). Estudios en cancer de préstata y de mama revelan una
sobreexpresion de OCT-4 y se postulan mecanismos moleculares conservados que

podrian explicar la reprogramacion de células somaticas (74, 75).

OCT-4 ha sido empleado para caracterizar neoblastos aislados de la planaria

Girardia tigrina (76); sin embargo, a pesar de estar anotado en el genoma de
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T.solium, el presente estudio constituye la primera evaluacion de OCT-4 en una

especie de la clase céstode.

Una caracteristica importante observada es la forma de los nucleos en las células
positivas a BrdU y a OCT-4 del quiste racemoso. En el quiste vesicular, la forma
de estos nucleos es elipsoide y regular, pero en el quiste racemoso se observa un
contorno nuclear muy irregular (Figura 15), que se asemeja a la morfologia
descrita en diversos tipos de cancer. (64). Estos cambios en la forma nuclear son
tipicos en diferentes tumores y son una herramienta para diagnosticar carcinomas
de pulmédn. Se postula que una disminucién en las proteinas codificadas por los
genes de laminina A/C contribuye a los cambios estructurales observados en casos

de cancer (65).

Independientemente de la razon de la proliferacion, el presente estudio demuestra
que las células proliferativas estan aumentadas en nimero y estan presentes en la
pared del quiste racemoso, en un periodo inicial del desarrollo del quiste y en
oposicion a los quistes vesiculares. La proliferacién anormal no es continua pero
parece ser esencial, no solo para estas células, sino también para el desarrollo y
crecimiento del quiste racemoso; esta afirmacion se basa en la presencia de una
mayor cantidad de células proliferativas en la muestra que presento el escélex
degenerado y en menor cantidad en el resto de las muestras observadas, que no

tenian vestigios de escélex. Las muestras sin escélex requirieron mayores tiempos
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de incubacion para que fuera evidente la incorporacion de BrdU posiblemente por

presentar un metabolismo mas lento.

Causas que podrian explicar la proliferacion del quiste racemoso serian
mutaciones en genes que controlan o regulan el ciclo celular, una inusual
respuesta a factores del hospedero o una combinacion de ambas. Es posible que
los quistes localizados en los ventriculos, cisternas o espacio subaracnoideo no
adquieran los mismos nutrientes que aquellos quistes localizados en el
parénquima cerebral, que presentan la forma vesicular regular. EI ambiente,
extraparenquimal posiblemente adverso, podria inducir al quiste a degenerar y
asimilar el escoélex, lo que explicaria la presencia, en la pared, de células que
normalmente se localizan en el cuello del escolex. Se requieren mas estudios para
identificar los factores involucrados en esta estrecha relacion hospedero-parasito

que favorecen el desarrollo del quiste racemoso.

La proliferacion anormal puede ser causada por la sobreexpresion de genes que
promueven el crecimiento o por pérdida de funcion, por la regulacion negativa, de
los genes que reprimen el crecimiento, como consecuencia de mutaciones o
factores epigenéticos. Luego de haber identificado genes homologos y especificos
para T.solium de algunos genes importantes para las funciones proliferativas en
neoblastos y regeneracion en planarias, se realizo PCR en tiempo real utilizando

cDNA de trece muestras diferentes de quistes racemosos Yy cinco quistes
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vesiculares. Los niveles de expresion de cuatro genes de T. solium revelaron

diferencias significativas entre las dos formas.

En comparacion con los quistes vesiculares, cuatro genes (prohibitina, zic-4,
chromobox-1 y THOS5) mostraron una regulacion negativa en los quistes
racemosos (p <0,0005, prueba de dos colas de Mann Whitney U.), mientras que

bruno3 y notum mostraron una tendencia a la sobreexpresion.

Una revision bibliogréfica de las funciones descritas de los productos de los genes
evaluados y alterados en los quistes racemosos en neoblastos de planarias y en
diversos tipos de neoplasias humanas, proporciona un panorama general en el que
se inhibe la represion del crecimiento, o también se puede observar una

estimulacion directa de la proliferacion.

La prohibitina es esencial para controlar la progresion del ciclo celular en los
neoblastos y también puede tener actividad supresora tumoral en seres humanos
(46, 47). La baja expresion de prohibitina que encontramos en los quistes
racemosos esta en concordancia con el modelo de supresion, donde la ausencia de
la proteina evita el control del ciclo celular y podria explicar el crecimiento

anormal de este quiste.

De forma similar, la inhibicion de zic-1 en la planaria S.mediterranea sometida a

lesiones estimul6 la regeneracion de la zona lesionada (44), lo cual es consistente
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con el bajo nivel de zic-4 observado en el quiste proliferante racemoso. Ademas,
las proteinas Zic suprimen el crecimiento de tumores en tiroides humanos (40),
pero su accion puede ser inactivada por hipermetilacion en la region del promotor
(41, 42, 43). Aunque el nivel de metilacion en el promotor de este gen en el quiste
racemoso es desconocido, los bajos niveles observados de zic-4 estarian
favoreciendo la proliferacion en el quiste racemoso, al no controlar el crecimiento

de sus células.

Otro factor epigenético, la proteina Chromobox-1, se une a las histonas metiladas
e interactda con la cromatina para condensarla y silenciar a los genes reguladores
del desarrollo (48); una baja expresién esta asociada a carcinoma humano (50). La
baja expresion de chromobox-1 en los quistes racemosos, comparada con los
quistes vesiculares, es similar a lo reportado en varios tipos de cancer, donde la
ausencia de esta proteina significa la pérdida de un mecanismo que controla

negativamente la proliferacion.

Tho es un complejo de ribonucleoproteinas que funciona en la exportaciéon de
ARN nuclear (57); el mantenimiento y la diferenciacion de las células madre
intestinales de raton son dependientes de Tho (58). La baja expresion de Tho que
encontramos en los quistes racemosos con relacion a los quistes vesiculares
indicaria que, al igual que en leucemias (59), las células proliferativas presentes

en alta densidad en el quiste racemoso pueden estar manifestando alteraciones
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negativas en la diferenciacion y que esta alteracion también puede ser dependiente

de Tho.

Finalmente, notum y bruno3 presentaron una tendencia a estar sobreexpresados en
los quistes racemosos y reflejarian la estimulacion directa del crecimiento: la
regulaciéon positiva de notum en el quiste racemoso es consistente con altos
niveles de la misma proteina cerca de sitios de amputacion en S.mediterranea (53)
y en casos de carcinoma hepatocelular humano (52).

Proteinas similares a Bruno participan en la auto-renovacién de los neoblastos de
planarias (54, 55), por lo que la regulacion positiva de bruno3 observada en los

quistes racemosos indicaria la proliferacion de este tipo de células madre.

Las observaciones histologicas del quiste racemoso revelan que la pared vesicular
es muy heterogénea, algunas regiones presentan mayor o menor integridad del
tejido (Figura 9) y las observaciones macroscopicas no permiten distinguir dicho
nivel de integridad. La seccion empleada para el aislamiento del ARN, elegida de
forma aleatoria, puede haber presentado una mayor 0 menor proporcion de células
germinativas, a pesar de no tener la certeza de la cantidad de células germinativas
presentes ni de la integridad de la seccion, el hallazgo de diferencias
estadisticamente significativas en genes homologos reportados de importancia en
neoblastos de planarias es congruente con la distribucion de células germinativas
observadas en los dos tipos de quiste. Por otro lado, encontrar sobreexpresion de

algunos genes en quistes racemosos con relacion a quistes vesiculares revela que
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los tejidos analizados se encontraban activos; esto también se habia hecho
evidente por el consumo de medio de cultivo durante la fase de estabilizacion,

posterior a la esterilizacion de la muestra llegada del quir6fano.

El uso potencial de las células germinativas de T.solium ha llevado al laboratorio a
realizar esfuerzos para poder establecer un cultivo en crecimiento sostenido que
permita estudiar vias de sefializacién y evaluar nuevos farmacos, asi como
comprobar las diferencias observadas en los ensayos de gPCR. Las observaciones
preliminares han permitido comprender aspectos biologicos importantes del
parasito como diferencias en la tasa proliferativa y diferencias en la identidad
totipotente de las células germinativas (Figura 21); sin embargo, aln se requiere
mas trabajos para establecer las condiciones adecuadas de cultivo, que provean
nutrientes especificos, similares a los que el parasito encuentra en el cerebro

humano.

Trabajos empleando vesiculas de Echinococcus multilocularis han permitido
desarrollar un sistema de cultivo que brinda condiciones para la regeneracion del
metacéstode (33, 34, 35); este sistema ha permitido estudiar diversas sefiales a
nivel molecular entre el parasito y el hospedero (70). En contraste, los estudios de
la forma racemosa del cisticerco de T.solium afrontan dos dificultades principales:
la primera constituye la dificultad de conseguir el material bioldgico para mayores

estudios, convirtiendolo en un material limitante; y la segunda, no contar con un
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sistema in vitro que proporcione las condiciones necesarias para ensayos de

cultivo por largos periodos.

El desarrollo del metacéstode o quiste de los céstodes ocurre de manera
organizada mediante un proceso denominado polaridad anterior/posterior (77). El
quiste presenta una regidn terminal anterior constituida por el escélex y una
region indiferenciada posterior (78). La expresién de marcadores moleculares
involucrados en la polaridad de regiones especificas del cisticerco ha sido
estudiada en dos especies de céstodes (78). Transcritos de la proteina Wnt4
mostraron sobreexpresion en quistes vesiculares de T. solium inducidos a
evaginacion (79). El estudio del proceso de polaridad en la forma racemosa
constituye un tema atractivo para futuras investigaciones, las cuales brindarian
mayor informacion sobre las alteraciones moleculares que favorecen el desarrollo

de este tipo particular de quiste.

Este trabajo es el primero en demostrar la presencia de células germinativas en la
pared vesicular del quiste racemoso. Concluimos que la presencia y el aumento en
el nimero de estas células juegan un papel importante en el desarrollo y
proliferacion de esta forma aberrante y maligna de NCC. Ademas,
proporcionamos un cuadro general de la expresion alterada de genes asociados a

la proliferacion.
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VII1. Conclusiones

El quiste vesicular presenta células proliferativas y estas se encuentran limitadas
al cuello del escolex.

La poblacién de células proliferativas aumenta dramaticamente cuando el
cisticerco o quiste evagina.

El quiste subaracnoideo hiperproliferativo (“racemoso”) presenta, en etapas
iniciales de desarrollo, una pared vesicular rica en células germinativas.

Con respecto al quiste vesicular, el quiste racemoso presenta niveles de expresion

alterados en genes asociados a proliferacion.
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IX. Limitaciones

El presente trabajo presentd limitaciones que impiden conocer mas sobre el

comportamiento de las células germinativas y el desarrollo de la forma racemosa

del quiste de T.solium:

» Las muestras empleadas provienen de diferentes hospederos, lo que podria
representar un sesgo en los resultados; sin embargo, no existe reporte que
describa el desarrollo de quistes racemosos en cerdos y no se dispuso de
quistes vesiculares humanos.

* Las muestras no consistieron de quistes subaracnoideos hiperproliferativo
(racemosos) completos, sino de remanentes de la pared vesicular obtenidas
luego de intervencion quirdrgica, aunque posiblemente representan la mayor
parte del parasito extraido en la mayoria de casos

* No se contd con la informacion clinica completa de cada muestra, los datos
relevantes que se desconocen son: imégenes de las resonancias que pudieron
informar sobre la respuesta inflamatoria; tiempo de infeccion de cada
paciente para inferir el tiempo de desarrollo del quiste racemoso;
administracion de antihelminticos y otros medicamentos que pudieron afectar
directamente la viabilidad de las muestras.

» Se presentaron dificultades en la colecta y envio de las muestras.

» Se presentaron problemas técnicos en el procesamiento de las muestras

destinadas a las evaluaciones histoldgicas.
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X. Recomendaciones

Estandarizar los tiempos de incubacién con BrdU para el quiste racemoso;
cada muestra presenta diferentes tasas metabolicas y debe ser tratada como
un caso particular.

Evaluar factores o aditivos como: insulina, factor de crecimiento
epidermal (EGF) y factor de crecimiento transformante (TGF beta)
estudiados y evaluados en otras especies de parasitos como Echinococcus
multilocularis (80), que otorguen mejores condiciones de cultivo tanto
para las muestras de pared vesicular como para los aislados celulares.
Evaluar importantes vias de sefializacion como la de Wnt, que permitira
tener un mejor panorama de lo que favorece el desarrollo de la forma

hiperproliferativa del quiste de T.solium.
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