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Original Breve

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

IDENTIFICACION DE CELULAS PROLIFERATIVAS EN QUISTES
DE Taenia solium

Miguel Angel Orrego-Solano'?, Carla Cangalaya®, Theodore E. Nash!2¢, Cristina Guerra-Giraldez39,

Grupo de Trabajo en Cisticercosis en Perd (CWGP)

RESUMEN

Los neoblastos son células totipotentes, Unicas responsables de la proliferacion y maduracion de tejidos en platelmintos
de vida libre. Células similares se han aislado en platelmintos parasitos como Echinococcus. Taenia solium causa la
teniasis humana (intestinal) y la cisticercosis en humanos y cerdos. La infeccion del cerebro con larvas (quistes) de T.
solium resulta en neurocisticercosis, hiperendémica en el PerU; su tratamiento se asocia a sintomas neuroldgicos graves.
La capacidad proliferativa y el desarrollo de los estadios de T. solium ain no se describen, y no se ha caracterizado los
neoblastos de este parasito. Se buscé células proliferativas en quistes de T. solium colectados de un cerdo infectado,
que fueron identificadas al replicarse e incorporar el nucleétido bromodesoxiuridina, detectado con un anticuerpo
monoclonal. Una linea celular estable de neoblastos seria Util para estudios sistematicos in vitro sobre eficacia de drogas
y sobre la biologia de T. solium.

Palabras clave: Parasitologia; Taenia solium; In vitro; Proliferacion celular (fuente: DeCS BIREME).

IDENTIFICATION OF PROLIFERATING CELLS IN
Taenia solium CYSTS

ABSTRACT

Neoblasts are totipotent cells, solely responsible for the proliferation and maturation of tissues in free-living flatworms. Similar
cells have been isolated from parasitic flatworms such as Echinococcus. Taenia solium causes human taeniasis (intestinal)
and cysticercosis in humans and pigs. Brain infection with larvae (cysts) of T. solium results in neurocysticercosis which is
hyperendemic in Peru, and its treatment is associated with serious neurological symptoms. The proliferative capacity and
development stages of T. solium have not been described and the neoblasts of this parasite have not been characterized
We looked for cell proliferation in T. solium cysts collected from an infected pig, which were identified when replicating and
incorporating bromodeoxyuridine nucleotide detected with a monoclonal antibody. A stable cell line of neoblasts would be

useful for systematic in vitro studies on drug efficacy and the biology of T. solium.

Key words: Parasitology; Taenia solium; In vitro; Cell proliferation (source: MeSH, NLM).

INTRODUCCION

La neurocisticercosis (NCC) es la enfermedad parasitaria
mas frecuente del sistema nervioso central; es causada
por la invasion al cerebro del metacestodo, larva cisticerco
0 quiste de T. solium. Es endémica en varios paises de
América Latina, Africa e India. En el Per existen zonas
rurales y suburbanas hiperendémicas, donde se reporta que
el 40% de casos de epilepsia esta asociado alaNCC ®. Los
quistes son vesiculas con fluido, de entre 1y 2 cm, que se
desarrollan a partir de embriones (oncosferas) presentes

en los huevos microscopicos desechados en las heces
de una persona con teniasis. Esta ocurre con el consumo
de carne de cerdo infectado con quistes de T. solium. Al
ingerirse el quiste, el escolex del gusano evagina de la
vesicula y se adhiere al intestino. Las células del cuello
proliferan y se diferencian para dar lugar a los segmentos
o proglétidas que al madurar producen millones de
huevos ®,

Las manifestaciones de la NCC son variadas, pues
dependen del nimero de quistes, su ubicacion, la
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respuesta inmune asociada y el desarrollo del parasito
en el cerebro. Los ataques epilépticos son causados por
la respuesta inflamatoria a la degeneracion y muerte
de quistes parenquimales, que ocurren principalmente
por el uso de antihelminticos @. Los quistes llamados
racemosos son de crecimiento aberrante y proliferacion
continua, y se vinculan a alta mortalidad por despertar
una fuerte reaccion inflamatoria que causa aracnoiditis,
hidrocefalia, infartos y dafio neurolégico focalizado ©.

Los platelmintos de vida libre sirven como modelo para
estudiar la biologia de las células madre totipotentes
llamadas neoblastos, capaces de diferenciarse en
cualquier tipo de célula soméatica ®. Los neoblastos se
consideran las Unicas células mitéticamente activas de
estos organismos © y se investigan intensamente por sus
posibles aplicaciones en la medicina regenerativa ¢9. Se
ha identificado marcadores moleculares asociados con
la proliferacién en las planarias D. japonica y Schmidtea
mediterranea y se ha descrito su perfil de transcripcion ©.

Las propiedades de este tipo de células en los
platelmintos de la clase Cestoda, a la que pertenece
Taenia, son mucho mas elusivas; su estudio se dificulta
porque al ser organismos parasitos, su crecimiento es
afectado por factores hormonales e inmunolégicos de sus
hospederos. Recientemente, el crecimiento in vitro de
quistes del cestodo Echinococcus multilocularis permitio
aislar células germinales capaces de diferenciarse
hasta la forma larvaria 9. Estas células indiferenciadas
forman parte de las oncoésferas y se postula que
contribuyen al desarrollo del metacestodo ©9. En este
organismo se ha verificado que las células germinativas
son las Unicas que proliferan @9, y algunos autores
deciden llamarlas neoblastos por ser células madre
somaticas totipotentes +*2, Debe notarse, sin embargo,
que en platelmintos parasitos existen ciertas diferencias
a nivel molecular con las células proliferativas de las
planarias 9. Los neoblastos de diferentes especies
tienen una morfologia caracteristica: se trata de células
con nucleos muy grandes y escaso citoplasma “:1314),

La disponibilidad de células totipotentes de T. solium
posibilitaria el ensayo in vitro de sustancias cisticidas
con menos efectos secundarios que los antihelminticos
actualmente empleados, como se estd haciendo con
Echinococcus @9; también puede pensarse en estudios
funcionales de la relacién hospedero-parasito relacionados
con el desarrollo y proliferacion, o incluso manipulacién
genética y generacion de recombinantes 19, Este trabajo
se realizd para identificar células de T. solium similares
a neoblastos en quistes provenientes de cerdos
infectados; se propone su aislamiento y purificacion
para obtener una linea celular estable, Gtil en diversas
aplicaciones y estudios.

EL ESTUDIO

Se describe la estrategia para identificar células
proliferativas en quistes de Taenia solium. El método,
empleado en planarias 9, consiste en cultivar los
quistes en presencia del nucledtido modificado
5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU), analogo de la timidina,
el cual es incorporado en el ADN de las células que se
replican. El BrdU captado por las células se detectd
por inmunohistoquimica con un anticuerpo monoclonal.
En paralelo, se indujo la evaginaciéon de otro grupo de
quistes para hacer la misma busqueda en el estadio
preadulto del parasito.

Se trabaj6 con 250 quistes musculares viables de T.
solium colectados de un cerdo hembra perteneciente al
estudio “Eliminacién de cisticercosis en Per(”, del Centro
de Salud Global UPCH, Tumbes, con autorizacion
del Comité Institucional de Etica para Animales de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (SIDISI 03101).
La infeccién del animal se corroboré por inmunoblot
contra glicoproteinas de T. solium purificadas con
lectinas de lenteja (EITB LLGP) @7,

Los quistes se lavaron seis veces con solucion tampon
fosfato salino, pH 7,2 (PBS) con antibitticos (80 pg/mL
de gentamicina y 100 U/mL de penicilina, ambas de
Gibco, Gaithersburg, MD, EE.UU.), y se estabilizaron
24 h en cultivo a 37 °C con CO, al 5% en medio RPMI
1640 (Gibco) suplementado con tampén HEPES 10 mM
(Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) y antibiéticos (100 U/mL
de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicinay 0,25 pg/mL
de anfotericina B).

Aproximadamente 100 quistes se transfirieron a una
placa de 12 pozos, entre 6 y 8 quistes por pozo, para
incubarlos hasta cinco dias a 37 °C con CO, al 5% y en
presencia de BrdU (Sigma), en concentraciones de 0;
1; 2,5y 5 mM en el medio de cultivo (2 mL/pozo). Cada
24 h, hasta las 120 h, se tom6 una muestra de 3 0 4
quistes de cada grupo, que se fijaron con formalina al
10% (formaldehido al 3,7% en PBS) para la deteccion
de BrdU por inmunohistoquimica.

Una placa de quistes similar se cultivd en medio con
BrdU 0; 2,5y 5 mM por 3 dias, al cabo de los cuales se
reemplaz6 1 mL del medio por 1 mL de bilis porcina al
50% (en el mismo medio), a fin de inducir la evaginacion
de los parasitos. Muestras de 3 0 4 quistes se colectaron
alos30min, 1 h,5h, 12 h, 24 hy 48 h de agregada la
bilis, y se fijaron con formalina al 10%.

Las muestras fijadas se incluyeron en bloques de

parafina, y secciones de 4 um se montaron en
laminas revestidas con poli-L-lisina. Para la tinciéon por
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Tabla 1. Tiempos de incubacién de quistes con
diferentes concentraciones de BrdU y observaciones
correspondientes.

tiempo
h) 0 24 48 72 96 120
BrdU

0 (control) No hubo marca

1mM th()) Foto 1 Resultados similares a 24 h

ubo
25mM  marca Ruido de fondo leve
5mM Ruido de fondo elevado

Tabla 2. Tiempos de induccién de evaginacion
de quistes luego de tres dias de incubacion con
diferentes concentraciones de BrdU y observaciones
correspondientes.

tiempo
3d h) 0,5 1 5 12 24 48
en BrdU
0 (control) No hubo marca

2,5mM €vagd. Foto2 Menor proliferacion; ruido leve
escasa :
5mM Ruido de fondo muy elevado

inmunohistoquimica, la parafina se disolvié a 56 °C y se
retir6 mediante un pasaje de 5 min con xileno, seguido
por pasajes en un gradiente descendente de etanol
(del 100 al 70%) y uno ultimo con agua destilada, para
hidratar las laminas. Por ultimo, se las dejé 30 min en
peroxido de hidrogeno al 6%, a temperatura ambiente.
La recuperacion de antigeno se realizé6 por 30 min

Figura 1. Deteccion de células proliferativas en quistes de T.
solium por inmunohistoquimica. Se muestra la reaccién positiva
a DAB en quistes cultivados 24 h con BrdU 1 mM. A: Aumento:
4X; B: Aumento: 10X; C: Aumento: 40X; D: Aumento: 100X. Las
fotos en B, C y D muestran la ampliacion de la regién sefialada
con el recuadro en la foto anterior.
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a 95 °C en buffer citrato (citrato de sodio 10 mM en
Tween-20 al 0,05%). Antes de la deteccién se bloqued
las laminas por 30 min a temperatura ambiente en una
camara humeda con suero de cabra al 2%, albGmina
sérica bovina al 2%, leche desgrasada al 2%, Tween-20
al 0,05% y Triton X-100 al 0,1% en PBS. Finalmente,
las laminas se expusieron 18 h, a 4 °C, a anti-BrdU de
raton (Sigma), en diluciones 1:500, 1:1000 y 1:2000
en PBS. Se empled un anticuerpo biotinilado, 1gG
antirraton hecho en cabra (Vector, Burlingame, CA,
EEUU), incubado a temperatura ambiente por 30 min.
El cromégeno 3,3-diaminobenzidina (DAB; Dako,
Dinamarca) se detecté con estreptavidina conjugada
a peroxidasa (Dako), que resulta en un precipitado
de color marrén caracteristico cuando hay reaccion
positiva. Los lavados entre incubaciones se hicieron con
Tween-20 al 0,05% en PBS. Las ldminas se observaron
en un microscopio Primo Star (Zeiss, Alemania) y se
fotografiaron con una camara calibrada (AxioCam ICc1,
Zeiss, Alemania).

HALLAZGOS

El estudio permiti6 determinar que la concentracion
optima de BrdU para observar células que incorporaron
esta molécula fue 1 mM; concentraciones superiores
mostraron ruido de fondo. También se determiné que
la mejor dilucién de anti-BrdU para la deteccion fue
1:2000; a 1:1000 y 1:500 se obtuvo ruido de fondo. Las
Tablas 1y 2 resumen las observaciones.

Entre los quistes cultivados cinco dias, la primera
muestra para inmunohistoquimica se tomo a las 24 h
de agregado el BrdU; como control se usé una muestra
cultivada el mismo tiempo pero sin BrdU. La Figura 1
muestra, a 4X (1A; permite observar la morfologia del
quiste) 10X (1B), 40X (1C) y 100X (1D), que ya desde
el primer dia de cultivo eran visibles células marcadas
(patron punteado marrén) de 7-10 mm, con nulcleos
muy prominentes (Figura 1D). A 48, 72, 96 y 120 h las
observaciones fueron similares.

Un nimero muy superior de células marcadas se detectd
en quistes inducidos a evaginar luego de tres dias de
cultivo en BrdU 2.5 mM. La Figura 2, con los mismos
aumentos que la Figura 1, muestra abundantes células
en proliferacion en la regioén parenquimal de las zonas
laterales del escoélex, morfologia evidente en 2A. La
muestra se tomé 1 h después de agregada la bilis porcina.
Puntos de tiempo posteriores (6, 12, 24 y 48 h) tuvieron
progresivamente menos células proliferativas. Entre las
células marcadas fue posible ver algunas en las que los
nucleos, siempre de gran tamafio, ya mostraban indicios
de separarse en dos masas (Figura. 2D).
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Figura 2. Presencia de células proliferativas en quistes
incubados tres dias con BrdU 2,5 mM y luego inducidos
a evaginar por 1 h. A: Aumento: 4X; B: Aumento: 10X; C:
Aumento: 40X; D: Aumento: 100X. Las fotos en B y D muestran la
ampliacion de la region sefialada con el recuadro en la foto anterior.

DISCUSION

Este trabajo consiste en la blsqueda de posibles
neoblastos de Taenia solium, mediante la identificacion
de células proliferativas por la incorporacion del
analogo de timidina, bromodesoxiuridina (BrdU); este
método se ha empleado para marcar neoblastos en
planarias @®, En estos organismos, los neoblastos
son las Unicas células capaces de proliferar y
diferenciarse. En el caso de T. solium, la incubacién
con BrdU permitié identificar células en replicacion en
el estadio larvario (quiste o metacestodo) y también
en la fase preadulta, obtenida al inducir la evaginacion
in vitro de los quistes.

Aunque el papel de los neoblastos en la regeneracion
de las planarias se estudia desde los afios 40 ®, la
descripcién de tejidos germinales en cestodos fue
recién posible por estudios hechos en los afios 70 en
Hymenolepis adultos ®®. Mas adelante, en 1997, se
identificaron las células de la region germinativa de
Taenia solium (“células madre somaticas”) presentes
en quistes evaginados in vitro @4, y posteriormente
se ha demostrado mitosis en tejido germinal de T.
solium en fase adulta temprana, gusanos “juveniles”
recuperados de los intestinos de hamsters a los que
se habia inoculado quistes viables (9.

En los ultimos afios ha habido un gran avance en el
aislamiento, caracterizacion y establecimiento de una
linea celular de Echinococcus 1V, pero la literatura
sobre neoblastos o tejido germinal de Taenia es escasa.
El presente trabajo detecta células proliferativas en
quistes no evaginados de T. solium, de los cuales no se
encuentra registro previo.

En quistes viables, células con morfologia de neoblastos
(Figura 1D), descrita en planarias y cestodos *1314)
fueron claramente visibles a las 24 h de cultivo con
BrdU (Figura 1), lo que indica que habian replicado su
ADN. En quistes evaginados se observé una marcada
proliferacion de estas células una hora luego de inducir
la evaginacion (Figura 2), con una distribucién que
recuerda la reportada en el mismo estadio (“preadulto”),
detectado con timidina tritiada @

El marcado y la morfologia son complementarios. Las
células marcadas se distribuyen en la base del escdlex,
y su morfologia permite proponerlas como neoblastos.
Si esto se verifica, se intentara aislar estas células para
establecer una linea celular como la existente para
Echinococcus. El aislamiento de neoblastos mediante
digestiébn con proteasas y cocultivo con células de
mamifero ha sido ya posible a partir de quistes de T.
crassiceps 19, y se estd empleando citometria de flujo
para aislar y cuantificar neoblastos de Mesocestoides
corti, otro cestodo ampliamente usado en cultivo 9.

Ademas de la posibilidad de realizar estudios de
sensibilidad a drogas y determinacion de nuevos
principios antihelminticos, es atractivo establecer lineas
celulares de T. solium para facilitar andlisis de expresion
genética o perfiles de transcripcion en aspectos del
desarrollo (marcadores moleculares especificos de los
diferentes estadios), de la relacion hospedero-parasito,
como sefalizacion y virulencia, o de la ruta inflamatoria
en cerebro, de conocimiento bastante limitado.
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