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RESUMEN

I RESUMEN

La cisticercosis y la teniosis son dos enfermedadesasitarias producidas por dos diferentes
estadios deTaenia solium: el metacéstodo invaginado o cisticerco y la temadulta,
respectivamente. Se considera que estas enfernsesialémportantes problemas de salud publica
en paises en vias de desarrollo, como México. Ertlzalidad, la mejor forma de tratamiento esta
basada en el uso de farmacos antihelminticos comlbendazol (ABZ) y el praziquantel (PZQ) y
aln cuando se ha encontrado que la nitazoxanidZ)(B efectiva en otras afecciones parasitarias,
no se han hecho estudios que validen su utilidddseparasitosis producidas p@enia solium.

La OMS considera a la quimioterapia como una denkej@res formas de control tanto a corto
como a mediano plazos para combatir enfermedadiégalparasitario. Sin embargo, debido a que
en algunas parasitosis se ha provocado la resatareigunos farmacos, la OMS ha considerado
pertinente la bisqueda de nuevos farmacos o Hieadisefio de los ya existentes. Una forma de
produccion de nuevos farmacos es el disefio racideafarmacos que incluye a la quimica
medicinal y uno de los ejemplos de este tipo dedlegia es la sintesis y aplicacion de la NTZ.

La NTZ surgié del redisefio y la sintesis quimicaddevados de la niclosamida, la cual se
utilizé ampliamente y de forma efectiva para datnsiento de teniosis. Sin embargo, las compafiias
farmacéuticas han dejado de comercializarla emakypaises como México.

Rossignol, un quimico francés, consider6 que bzalia a la molécula de niclosamida como la
base de la NTZ, obtendria un farmaco antiparasitde mejor accién. La NTZ, como se
comercializa en la actualidad, ha demostrado sectieh en contra de parasitosis como
ciclosporiosis, isosporiosis, amebosis y fascislgsse ha encontrado que presenta pocos efectos
secundarios en los pacientes tratados. En el @abelthintos, se ha demostrado que es efectiva en
el tratamiento de ascariosis, teniosis humand psaginata y toxocariosis experimental.

Por lo anterior, con la finalidad de encontrar ®fi@mas de tratamiento farmacoldgico de las
infecciones producidas pdr solium, es necesario evaluar el efecto de la NTZ enpestisito. En
el presente proyecto se evalué el efecto que proeste farmaco en la morfologia de parasitos
mantenidosin vitro y se considerd que el efecto en la morfologiaadeparasitos podria estar
asociado a los cambios que sufrieran proteinasitdelsqueleto y, con ello, cabria la posibilidad de
determinar si la NTZ tiene algun efecto sobre telesiqueleto de los parasitos.

El citoesqueleto es un componente importante @afarma, el tamafio y la dinamica de los
organismos. Cualquier cambio que sufra en su dsteuse vera reflejado en los organismos y una
de las formas de valorarlo es por la observacidmiatoscopio de fluorescencia de las proteinas
gue lo constituyen. En el laboratorio de investig@a@n el que se desarrollé el presente trabajo, se
estudian las proteinas del citoesqueleto como indyuhctina y miosina 1l d&. solium, ya que se
considera que estas proteinas no sélo son impestaatra la supervivencia de los parasitos, sino
también para la patogenia que producen y por éktas podrian ser algunos de los blancos
farmacolégicos involucrados en la accion de farreactiparasitarios.



ANTECEDENTES

I[I. ANTECEDENTES
2.1 T.solium

T. solium es un gusano plano parasito que tiene como haspddénitivo al humano y como
intermediario al cerdo, presenta diferentes estaéio su ciclo de vida: huevo, metacéstodo
invaginado o cisticerco, metacéstodo evaginado yt@dSegun la clasificacion taxonémica de
Chend, este parasito se clasifica de la siguiente manera

Phylum: Platyhelminthes
Clase: Cestoda
Subclase: Eucestoda
Orden: Cyclophillidea
Familia: Taeniidae
Género:Taenia
EspecieT. solium

2.1.1. Morfologia

El metacéstodo es macroscopico, mide de 0.5 a Herdiametro y, a simple vista, se le
observa como una esfera blanquecina suspendidan&@rvasicula llena de liquido. A un nivel
microscopico se sabe que la vesicula esta formadauma pared vesicular, por un tegumento
sincicial continuo y por un parénquima tisular guesenta diferentes tipos de células, las cuales s
encuentran rodeadas tanto de tejido conectivo aermrpusculos calcaréos

Cuando se efectla un corte transversal de la Vasjcse le observa al microscopio de luz,
destaca el tegumento sincicial y anucleado. A me&/@umentos, con el uso del microscopio
electrénico, se observa una gran cantidad de egtersscitoplasmicas que van hacia el interior del
parasito, y dentro del tegumento se encuentramelgs como microvesiculas y mitocondrias. La
superficie del tegumento presenta una gran cantdasktructuras semejantes a microvellosidades
llamadas microtricas, las cuales permiten que atererarea de absorcion y lo cual favorece el que
los céstodos capten facilmente sus nutrientesygagrecen de un sistema digestivig( 1).

A nivel de la ultraestructura, por debajo del tegoto sincicial, los parasitos presentan varias
capas de musculo liso los cuales pueden estaritodties tanto de fibras musculares de tipo
longitudinal como circulares. Luego, después decdgwa muscular, se encuentra la zona
subtegumentaria o capa germinal en donde se lanalez mayoria de los tipos celulares del
parasito. Se supone que desde esta capa intexgan tas extensiones citoplasmicas que llegan a la
capa sincicial del tegumento, y que se piensa,dnrpuentes a través de los cuales se distribuyen y
llegan muchas de las moléculas absorbidas paratfian de los parasitod={g. 1). Dentro del
mismo parénquima hay y una gran cantidad de cudigidécos y los corpusculos calcareos, los
cuales se sabe que son cuerpos esféricos con weaobganica compuesta de DNA, RNA,
proteinas, glucégeno, mucopolisacaridos, asi coratenmal inorganico que consiste de calcio,
magnesio, fosforo, diéxido de carbono y trazasleimentos metalicds

Es en la capa germinal es donde se encuentrat@insigprotonefridial, el cual es un sistema
primitivo que permite la eliminacién de sustanaaslos céstodos y sus componentes basicos son
las células flamaKig. 2. Estas células también son conocidas como céllalasgeras o bulbos
flamigeros y tienen caracteristicas especificasdgterminan su funcionalidad en los platelmifitos
tienen una longitud aproximada de 10 um, presamiapenacho de cilios con lo que impulsan los
fluidos que pasan a través de los conductos prividiates’ y a través de los cuales se lleva a cabo
el acarreo de materiales de desecho desde ebintigdli pardsito hasta su superficie. Con el empleo
de marcadores fluorescentes en las células flaartzars logrado visualizar algunos componentes de

7



ANTECEDENTES

su citoesqueleto y lo que se ha observado es gueilios estan unidos a la célula mediante una
estructura en forma de hebilla principalmente caespude actina filamentdsa

La tenia adulta (cominmente conocida como soljtaga un gusano aplanado dorso-
ventralmente, en forma de cinta, que mide de 2rad® longitud y es de color blanco marfig.
3). El escélex, en donde se encuentra la porciéalicaf mide 1 mm de diametro, esta provisto de
cuatro ventosas y un rostelo con una doble corer22da 32 ganchos que miden de 130 a 180 um
de longitud y la cual le sirve para adherirse detip intestinal de su hospedérd El estrébilo,
también conocido como cadena estrobilar, esta omafo por segmentos conocidos como
proglétidos de tipo cuadrangular, dentro de lodesuae encuentran poros genitales unilaterales.
Dado que los proglétidos nacen después del cuellgasano, se los clasifica como inmaduros,
maduros y gravidos, siendo en los proglétidos taeate diferenciados y maduros en donde estan
las caracteristicas hermafroditas ya que preséamam ovarios como testicufos

2. 1. 2. Ciclode vida

El ciclo comienza cuando el ser humano consume=dafactada con cisticercos @esolium,
gue debido a las condiciones del microambientergjaststinal (pH, CQ@ temperatura, enzimas
proteoliticas) son determinantes para que el esafletenido en los cisticercos evagiféq, 4.
Luego, cuando el escélex recién evaginado llegaedtino, se ancla a la mucosa intestinal a través
del desplegado de su doble corona de ganchos ly fijladdn mediante sus ventosas. Una vez que
el escllex se encuentra anclado, el estrobilo qoraie formarse, los proglétidos comienzan a
diferenciarse y a dividirse a lo largo del lumetegtinal. Posteriormente, los proglétidos mas
alejados del escolex cuando han madurado y soncesmpde producir gametos masculinos y
femeninos, se autofecundan dentro del mismo pridgldt ello da origen a una gran cantidad de
huevos. La tenia alojada en el intestino causar@sis humana. Los huevos son microscopicos,
miden aproximadamente 30 um y contienen al embngxacanto rodeado por una membrana
oncosferal y un embriéforo, que lo hace resistentas condiciones del ambiente natursi los
huevos son liberados del tracto intestinal y exqads en las heces fecales, pueden contaminar los
alimentos, ser ingeridos y alcanzar el estadioedamollo de cisticerco y producir la cisticercosis

En caso de que un ser humano ingiera accidentanhexes infectadas con los huevos, luego
de que bajo la influencia de las condiciones mititmantales los embriones contenidos en ellos son
liberados en el tubo digestivo, estas formas paréss atraviesan la mucosa intestinal, se
convierten en oncosferas e invaden varios sitiosocel 0jo, el musculo esquelético y el tejido
subcutaneo. Una vez alojados en estos sitiosnlassferas maduran y se convierten en cisticercos,
causando cisticercosis. Si las oncosferas migraerabro, a través de la circulacion linfatica, ahi
llegan a madurar, se forman como cisticercos y @u@toducir la neurocisticercosis humana.

Otra via que pueden tomar los huevos liberados dienia madura y desarrollada, se presenta
cuando las heces contaminadas son consumidas paetdos, los cuales pueden desarrollar la
cisticercosis porcina. Luego, el ciclo se cierrarmo el humano consume carne de cerdo infectada
con los cisticercos.

2. 1. 3. Patogenia

La presencia de una tenia anclada en el inteséhsetl humano, genera sintomas clinicos leves
que podrian ser pasados por alto o relacionadosottos problemas digestivos diferentes a la
presencia del parasito, entre los que se encueliyaros dolores abdominales, con diarrea o
estrefiimiento, sensacioén de hambre, prurito agadliga de peso, eosinofilia y debilidad

A diferencia de la teniosis, la neurocisticercasssla forma mas maligna de las infecciones
producidas pof. solium. Se estima que el periodo de incubacion llega taedargo (entre los 4-5
afios) y la aparicion de los sintomas varia en funael sitio en donde se establezcan los
metacéstodos, el estado, nimero de parésitos gakrion inmunoldgica que se preséngin
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embargo, cuando hay un problema de neurocistidsroelssintoma mas comun es la epilepsia,
aunque también hay alteraciones motoras, sensogateurofisioldgicas. Si se encuentra mas de
un cisticerco en diferentes sitios del cerebro rigodpresentarse parestesias, anestesia localizada,
sintomas visuales y auditivos, afasia, amnesialesa cambios de conducta.

En el caso de la cisticercosis ocular, los cistimerse alojan generalmente en la zona
subretiniana o flotan en el humor vitreo, lo quedpice alteraciones en la vision

2. 1. 4. Epidemiologia

La teniosis y la neurocisticercosis son enfermeslage tienen mayor incidencia en paises en
vias de desarrollo_(Fig.)5En las décadas de 1940-1970, los paises quenpaban la mayor
frecuencia de cisticercosis eran Brasil, Méxicoey(P Estudios mas recientes muestran que los
pacientes seropositivos a anticuerpos anti-cisticestan localizados en México, Perl, Guatemala
y Ecuador; Sin embargo, en otros paises como Cadgrinmlia, China, Nueva Guinea, Africa del
Sur, Africa Occidental, Isla de la Reunion, Madagay Zimbabwe también se llegan a encontrar
casos importantés

En paises desarrollados como los Estados Unidd¢odeamérica también se han reportado
casos de neurocisticercosis, sin embargo, se tsderado que ello se debe a la migracién desde
Latinoamérica de personas asintomaticas infectagas solitarias y quienes luego de su
internalizacién a la Union Americana, se dedicasiemayor parte a la preparacion de alimentos vy,
en su mayor parte, no han adquirido adecuadosolsatiiénicos que eviten producir contagio en
sus comensales. La neurocisticercosis se ha coadwleomo un problema de salud publica
reemergente en paises desarrollados.

2. 1.5. Tratamiento quimioterapéutico

Debido a que la cisticercosis es una de las enffades que mas dafio producen por
solium, una de las formas de su tratamiento es la utibmade farmacos antiparasitarios como el
praziquantel (PZQ) y el albendazol (ABZ). Ambosfacos son diferentes, el PZQ es una molécula
isoquinoleina-pirazina acilada sintética, miengjae el ABZ es un derivado del bencimidazol vy,
por lo consiguiente, su mecanismo de accion esedife. De acuerdo a Flisser y Pérez-Tamayo,
estos farmacos, en general, no provocan efectamdagos y son facilmente absorbidos en el
organismé. Las dosis recomendada para el PZQ es de 50 rmig/kgso, tres veces al dia durante
15 dias, causando mejorias en el 70 al 96% deaismes con neurocisticercosis. Para pacientes
con tenias, se recomienda una dosis Unica de hgA& de pesb®. La dosis para el ABZ es de 15
mg/kg por un més La dosis recomendada para pacientes con equitmsises de 400 mg por 28
dias, pudiéndose extender hasta 20 mMeS&#s embargo, a pesar de lo efectivos que sors esto
farmacos para la cisticercosis, aln se consideeangullegan a cubrir las necesidades de los
tratamientos debido a que algunos pacientes nai@eoln favorablemente a su administracion y
gue ambos farmacos soélo logran la eliminacion @8@% de los cisticercos parenquimatosos,
alojados en el sistema nervioso cenfral

2. 2. Desarrollo de farmacos antiparasitarios

Una de las expectativas que se tienen con la gaimiedicinal es el generar farmacos
especificos y efectivos en contra de los paraspos; ejemplo, el desarrollo de compuestos
derivados de la molécula de bencimidazol podriaisarestrategia, tal y como se ha hecho para los
compuestos experimentales RCB15 y RCB20. Estos wesips, bajo condicionea vitro, han
mostrado tener actividad cestocida en cisticerduenidos del modelo experimental daenia
crassiceps y se espera que un efecto semejante podria senteso para cisticercos desolium.

Lo interesante de tales compuestos es que, apaemi® su mecanismo de accion podria estar
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relacionado con cambios en la expresién de pratadeh citoesqueleto localizadas en las células
flama de los paréasitd's

La idea que se persigue al disefiar, sintetizarajuav los compuestos mencionados, tiene que
ver con el hecho de que tomando como base a matquk se sabe tienen accion antiparasitaria,
podrian ser generados algunos otros compuestos ajue se les podrian disefiar cambios
estructurales o sustituciones de grupos funcionadea mejorar su capacidad antihelmintica. La
nitazoxanida es una de estas moléculas.

2. 2. 1. Quimioterapia segun la OMS

Auln cuando existe una alta demanda de nuevos faeratiparasitarios en paises endémicos,
no hay desarrollo en este campo. Es posible quatases por las que las industrias farmacéuticas
no se interesan en la busqueda y desarrollo deosusampuestos se deban al alto costo que
implica el desarrollo de un nuevo farmaco, asi coamdas condiciones socioecondémicas
insuficientes en los paises endémitoBsta es una situacién que se refleja en la é@tapoyo
financiero para proyectos que permiten la creacdénfarmacos o nuevas entidades quimicas
(NCE's, por sus siglas en inglés). Por ejempldnsirte mas en enfermedades como las causadas
por bacterias (16 mil millones de dodlares), o ldamia (200-300 millones de dolares), y cada uno
de estos mercados produce un mayor numero de NQENCE's/afio para el caso de los
antibacteriales y 2 NCE’s/década para el de lana&la

Las recomendaciones de la OMS para el tratamieatta deniosis indican que es necesario
aplicar un tratamiento universal o selectivo coszfmuantel (10 mg/kg de masa corporal), el cual
debe estar acompafiado de medidas veterinariasgjugan la mejora de la inspeccion y el control
de la carne, la mejora de la cria de cerdos y dmspeccion, asi como el tratamiento de los
animales infectados. En este mismo sentido, la @MBone que hay mas probabilidades de éxito a
largo plazo del control de las enfermedades par&st si los programas que involucran la terapia
antihelmintica se integran con la sensibilizaci@h pliblico y el mejoramiento de practicas de
higiene; para ello, es necesario tener una provid@agua limpia y de saneamiento, asi como de
educacién sanitaria acerca de la transmision dpdossitos y de la manera de mejorar los habitos
de higiene, ademas de las condiciones sanitaripsrdenas y animalés

En lo referente a la cisticercosis, es claro quadgra generalizada de las condiciones de vida,
acompafiada de una legislacién adecuada, la modeidrizde la cria porcina y el aumento de la
eficiencia y de la cobertura de la inspeccion decdane, son factores que han reducido la
transmision de cisticercosis en muchos paises tinaizados?.

2. 2. 2. Quimica Medicinal

La quimica medicinal es una disciplina que se oagiesde principios del siglo XIX, pero su
mayor auge se ha dado desde finales del siglo XXetdesarrollo de nuevos farmacos. La Union
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPACYdéiere como el descubrimiento, desarrollo,
identificacion e interpretacion del modo de acdi@un compuesto biolégicamente activo a nivel
molecular. El interés esta puesto principalmenteslefarmaco, aunque también concierne a la
guimica medicinal el estudio, identificacion y ssis de productos metabdlicos de medicamentos y
compuestos relacionadds

Los inicios de la aplicacion de la quimica medits®basaron en la comprension del principio
activo de un extracto, ya fuera vegetal, animalirenal, como sustancia quimica. A partir de estas
concepciones surgié la idea de aislar, purificartilizar estos compuestos para el desarrollo de
farmacos y asi lograr un efecto directo en la deraarios problemas de salud.

Algunos ejemplos de compuestos activos productda dgtraccion de plantas y animales han
sido el opio, la cafeina, la codeina, la atropifa papaverina. En 1870, se identificé la primera
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estructura quimica de un alcaloide, la corifin@tros ejemplos son la gramicidina, la insulinal y
acido salicilico son también buenos ejemplos de ell

Una vez conocida la estructura de los compuestogracedié al disefio de nuevos farmacos a
partir de dicha estructura a través de la modifficade ciertos grupos funcionales, mediante los
cuales se busco el mejorar la actividad de lascutalé originales. Para evaluar el efecto de estas
mejoras, se toma como referencia un farmaco queept@ una actividad ya conocida y se estudia el
efecto que tienen las modificaciones. Esta esimtegmenz6 desde mediados del siglo XX, v,
aungue no es de las mas actuales, es la que rhaswitizado con mayor éxito. Sin embargo, lo
ideal en la elaboracion de un farmaco tendria gt@r dasado en el concepto conocido como el
disefo racional de farmacos.

2. 2. 3. Disefio racional de farmacos

Como se indico anteriormente, la NTZ es un proddetiodisefio racional de farmacos y sus
origenes tuvieron como base la molécula de niclokargl disefio racional de farmacos tiene como
objetivo el dejar de buscar de forma azarosa aapieBtructuras moleculares que pudieran tener el
potencial de ser farmacos y llegar a curar enfeamesl Una de las metas es determinar
exactamente qué cambios son necesarios en las ulasléasi como el predecir qué tipo de
actividad podrian producir en los patdgenos. Nammeale, la seleccién se basa en la identificacion
de algun blanco molecular (como un receptor), lmprobacién de que el blanco del farmaco es
afectado por la misma (y por ende, que el medictonemciona), la blisqueda de una molécula
lider (a través de la busqueda de la estructuraigaidel farmaco), la optimizacién del compuesto
lider (el ajuste de su estructura quimica, de nzagee cumpla con los criterios ADMET), estudios
preclinicos y clinicos y la aprobacion del medicatnepor una organizacidon o institucion
importante (por ejemplo, la OMS). ADMET se refieak proceso mediante el cual una nueva
sustancia se evalla y se refiere a la determinat@écaracteristicas de la sustancia tales como su
absorcion, distribucién, metabolismo, excreciér));ictologié“. Si una sustancia cubre los aspectos
gue se indican, ello le permite ser considerada gawutilizaciéon en la terapia farmacoldgica.

2. 3. Nitazoxanida
2. 3.1. Estructura quimica y propiedades fartdggcas

La NTZ [2-(acetoliloxi)-N-(5-nitro-2-tiazolil) beramida] es un compuesto derivado del 5-
nitrotiazol (Fig. §, originalmente descubierto por Jean FrancoisiBasken el Instituto Pastety
para tratar la criptosporidiosis. Cuando se admnaia NTZ, sufre una biotransformacién en la que
su metabolito principal es un producto de desawédih conocido como tizoxanida (TZX)n vivo,
su vida media es de 6 minutos ya que rapidamenteoseierte a TZX, la que a su vez, es
rapidamente metabolizada por glucuronidacion a gEuronido, la cual nuevamente vuelve a ser
metabolizada o bien, excretada del organismo. E$Zl4 la molécula que tiene la actividad
antiparasitica y antibacteridfia

Se sabe, al menos pdtialicobacter pylori, que el grupo 5-nitro de la molécula interactia co
enzimas del metabolismo intermedio, como las midrctasas y la piruvato éxido-reductasa, las
cuales se encargan de activar por nitrorreduccififa y, de esta manera, le permiten ejercer su
actividad antimicrobiarta

Cuando se administran 500 mg de NTZ en adultosydoss al dia, los niveles mas altos de
TZX y TZX glucurénido llegan a ser de 10 pg/mL {etaniveles se alcanzan a las 2-4 horas para
TZX y a las 4-5 horas para TZX glucurénido, despiésina semana Este farmaco también ha
sido aplicado a dosis de 1 g en pacientes con SIB& ha observado que no presenta efectos
adversos importantes, aunque se ha encontradaliép de efectos colaterales gastrointestinales
(ndusea y vomito) los que aumentan con la db&is
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2. 3.2. Usos de laNTZ en el tratamiento farm@gioo de enfermedades infecciosas.

Su accién es efectiva contra una amplia variedapadésitos y bacterias que infectan tanto a
animales como al hombre. Su espectro contra pasasit amplio porque se ha comprobado que
tiene accion no solo en contra de protozoario® &mbién en contra de cestodos, nematodos y
trematodos. Se ha encontrado que este farmacouesmignte efectivo en el tratamiento de
ciclosporiosis e isosporiosis, amebosis y fascislby presenta pocos efectos secundatiés
También, resulta muy efectiva en el tratamientocdpas deHelicobacter pylori resistentes a
metronidazdt En helmintos, se ha demostrado su efectividad phrmatamiento de teniosis
humana poiT. saginata®. La NTZ y la TZX presentan un amplio intervalo ation de cepas en
bacterias aerobias y anaerobias; hay estudios eueabtran que la NTZ es mas efectiva que el
metronidazol, la amoxicilina, la amoxicilina-acidavulanico, piperacilina, cefoxitina, imipenem y
clindamicing®. Otros estudios determinan que la NTZ tiene umatieidad del 71-100% para
eliminar infecciones producidas pdEntamoeba histolytica/E. dispar, Giardia duodenalis,
Blastocystis hominis, Isospora belli, Enterobius vermicularis, Ascaris lumbricoides, Trichuris e
Hymenolepis nana, en casos registrados en el estado de Querétasacdf.

2. 3. 3. Eficacia terapéutica de la NTZ en orgawuis relacionadosTaenia

Aparentemente el farmaco es mas efectivo en cdet@otozoarios, sin embargo, hay estudios
gue demuestran su eficacia Echinococcus multilocularis y por lo consiguiente ello podria ser lo
mismo para los cestodos. De hecho, los estudigsi@se ha valorado el ABZ combinado con NTZ
han demostrado que la combinacién causa un dafiortampe en pruebas vivo™. A nivel de
microscopia electronica se ha encontrado que la, MiiZomparacion con tratamientos con ABZ,
provoca un dafio severo en el tegumento y la capmdala de los metacéstodos; mientras que el
ABZ mostré ser un parasitostatico, la NTZ se cortipoomo un parasiticida. En otros estudios, en
ratones infectados con metacéstodos, varios dedofsitos tratados con ABZ se mantuvieron
viables, a diferencia de los tratados con NTZ decleles ninguno sobrevidté Mientras que para
T. saginata la NTZ es efectiva a una dosis de 25 miflkdurante su evaluaciéim vitro (en
combinacién con la TZX) en contra de cisticercosTderassiceps se encontrd que el farmaco
produjo alteraciones en la capa germinal, a difgaede lo encontrado con el ABZ en donde no
hubo dafios severos en los parasitos. Aparentensegfién los mismos estudios, la combinacion de
TZX y el sulfoxido de ABZ, tiene un efecto sinémgisobre la capa germinal de los parasitos y ello
implica que el efecto encontrado por la combinaei$iia sumatoria de lo que cada uno de los dos
farmacos tiene por separdtio

2. 4. Citoesqueleto y su efecto por nitazoxapidparasitos

El citoesqueleto constituye una red de fibrasgicas de localizacion citoplasmica. Tiene
una gran variedad de funciones celulares como eimiento de las células a través de cilios y
flagelos, contraccion muscular, movimiento de oela®y de cromosomas, migraciéon celular y
genera la forma celufdr Las principales fibras proteicas que lo composem los filamentos de
actina o microfilamentos (formados por monémerosadiéna) con un diametro de 7 nm, los
microtubulos (formados de dimerosdg B tubulina), con un didmetro de 24 nm, y los filateen
intermedios con un diametro de 107Am

El movimiento celular esta dado por el citoesdoelle actina, que tiene la capacidad de
controlar la forma de toda la célula por el ensajBl¥n una regién y densensamblaje en otra de los
filamentos de actina, lo que permite, ademas déiearta forma, el movimiento de la célula como
ocurre en los lamelipodios de las amébdsas fibras musculares estan formadas por filaoseté
actina y miosina. Estas proteinas tienen como dmnévorecer los fendmenos de contraccién
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muscular tanto de células de muasculo liso comaaéstr El mecanismo de la contraccion muscular
se lleva a cabo por una hidrélisis de ATP por laginia, se regula por calcio y AMP cicfitoLa
actina se encarga de activar a la miosina paracqompla el rol de ATPasa. Los monémeros de
actina globular (G) tienen un peso de 43-45 kD& filamentos de actina (F), la forma filamentosa,
hasta de 2500 kDa. La miosina tiene variedadesiasngé proteinas; en el caso de la familia de las
miosinas tipo Il, las cuales son los motores defim@nto muscular, las proteinas son diméricas y
de alto peso molecular (440 kDa) y estdn constgiidor dos mondmeros o cadenas pesadas
homologas; presentan una regién globular y otearéntoss. La region globular de miosina tiene
un sitio de interaccion con actina F, asi comoitim catalitico de ATP; cuando la miosina presenta
la interaccién con actina F, su desempefio pasaaenolécula de ATP hidrolizada por cada 30
segundos a 5-10 moléculas de ATP por segundo. ddenas ligeras, que se ubican en la porcién
globular de la miosina regulan las propiedadesnitinia actina asi como su accién enzimatica

Los microtubulos se localizan en el citoplasmaadias las células eucariotas y se organizan en
fibras huecas, las cuales a menudo se empaquetates con la formacién de puentes que le dan
resistencia y rigidez a los paquetes. Uno de spsl@s mas importantes se presenta durante la
division celular: cuando ocurre la mitosis, el cef y los centros organizadores de microtabulos
forman los polos del huso mitético. El huso mitdtjgermite que cada una de las células hijas
reciba la misma cantidad de informacién genética tu célula parental. Los microtibulos
conforman, ademas, los cilios y flagelos eucarjdi@s cuales son extensiones de la membrana
plasmatica. Cada cilio o flagelo contiene un arddbonueve pares de microtabulos fusionados, con
un par no unido en el centro del anillo (arregte 8). Este patron de microtibulos lo determina el
cuerpo basal o centriolo, situado justo por deligidda membrana plasmatica. EI ATP generado
para mover los cilios y flagelos esta dado pomtéecondrias que se encuentran muy cercanas al
cuerpo basal. En el caso d&. solium, se observa la disposicion ciliar dentro de laslag flam4.

Es poco lo que se conoce del citoesqueleto de demdos. Se sabe que tienen sistemas
musculares de tipo liso, formados por una partglésmica no contractil (miocito) y otra fibrosa,
contractil, que contiene filamentos presumiblemefeteactina y miosirfa Las miofibrillas de los
céstodos se parecen a la de los turbelaridos yeaucbmatodos: no estriadas y con miofilamentos
gruesos y delgados. En trematodos se presentatigalgesarcoplasmico poco desarrollado y
carecen del sistema T tubular (invaginaciones arbaldel sarcolema). En céstodos, las miofibrillas
estriadas se encuentran en algunos &sBs el caso dd. solium se ha demostrado que los
cisticercos expresan hasta siete isoformas desfigjitres isoformas de miosingAll

Por otra parte, se sabe poco o nada de si loadasrantiparasitarios tienen efecto sobre la
distribucién de algunas de estas proteinas; del AB&abe que altera la polimerizacién de los
microtdbulos en los parasifdsy, recientemente, parece que algunos compuestosdis del
benzimidazol tienen también efecto sobre la estracton de la actina F y la miosin&'ll

2. 5. Microscopia de fluorescencia

Esta es una de las estrategias de observacion otermas. Permite mirar como se presenta la
distribucién de proteinas estructurales tales ctanadel citoesqueleto en los tejidos de muchos
organismos. Bajo esta estrategia se espera que teegue una luz de cierta longitud de onda
incida sobre los electrones de los atomos de ustarstia, los electrones se exciten y emitan una
una energia luminosa que produce fluorescencidlubaescencia emitida ha sido estimulada por
una fuente externa de energia y ello d& como eskukl que se produzca una absorcion de luz y
una emision de radiacion electromagnéficgl funcionamiento de las diferentes excitaciodes
los fluorocromos se debe a que estas sustanciagen de dos tipos de longitud de onda; una de
emision y otra de excitacién. En las moléculasrfisoentes, un tipo de luz (excitacion) incide, pero
la fluorescencia emitida es producida en otra lodgde onda diferente. Luego, para dejar pasar
sélo la emisién deseada, se hace uso de filtrapuios debajo del condensador del microscopio y
encima del objetivo con lo que se logra definintensidad de la emision producida. La utilidad de
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la microscopia de fluorescencia es tal que penaitdservacion detallada de estructuras marcadas
fluorescentemente y que se encuentran al inteeidagicélulas o de los tejidos, se puede elimaar |
fluorescencia intrinseca (autofluorescencia) quehwosi tejidos presentan, o bien, se puede observar
la combinacién de diversos fluorocromos en un miggjido. Ademas, esta tecnologia permite que
la sensibilidad del microscopio de fluorescenciegéela capacidad de detectar cantidades muy
pequefias de material fluorescente bajo una alsibsiad y con una gran precisfn

Una de las técnicas de vanguardia de la microscdeidluorescencia es la microscopia
confocal; un microscopio convencional crea imagewoesuna profundidad de campo de alto poder
de 2-3 um, en donde incluso se pueden observaicestis de hasta 0.2 um. Un microscopio de
epifluorescencia convencional permite, por el emplie una luz de excitacion y de emisién
colectada por los objetivos, llegar a todo el eispée e incluso observar la emisién por arriba y por
abajo de los planos focales. Sin embargo, estaiqulafad de observacion de campos produce la
superposicién de imagenes y ello genera pérdidaeatalle de lo que se pretende resolver; por lo
consiguiente, la imagen resulta degradada pordelcido contraste y la baja nitidez. Por estas
circunstancias, la microscopia confocal resultaomgjara las observaciones de marcajes
fluorescentes, ya que con esta tecnologia se tahargrofundidad del campo, por la reduccién o
eliminacion de la informacién de fondo que quedardudel plano focal y por la capacidad de
colectar secciones épticas seriales de especincenegrosor importante. Estos avances permiten
obtener imagenes de muy alta calidad con respdataécroscopia de fluorescencia, aunque sigue
su mismo principio_(http://www.olympusfluoview.cattméory/index.htnjl

En el presente proyecto de investigacion se detereliefecto de la NTZ en diferentes estadios
de desarrollo del. solium sobre diferentes proteinas del citoesqueleto mudial empleo de
microscopia de epifluorescencia confocal. Los tadok obtenidos muestran que la NTZ afecta la
distribucién de la actina filamentosa a nivel dedélulas flama de los parasitos.
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OBJETIVOS, HIPOTESIS, JUSTIFICACION Y ALCANCE

.  OBJETIVOS

3. 1. General

» Establecer si mediante microscopia de epifluoresaertonfocal es posible
determinar si la NTZ afecta la distribucién tisulde proteinas especificas del
citoesqueleto de diferentes estadios parasitagdsehia solium.

3. 2. Especificos

» Comparar el estado de los tejidos parasitarios wsergia 0 en presencia de
tratamiento de los parasitos con NTZ.

» Determinar si la NTZ afecta la distribucion de pasteinas del citoesqueleto tales
como actina-F, miosina Il y tubulina-en tejidos de cisticercos, cisticercos
evaginados y adultos.

IV. HIPOTESIS

La nitazoxanida altera la distribucién de proteiesgecificas del citoesqueleto de parésitos de
diferentes etapas de desarrolloTdenia soliumy esto produce cambios en su morfologia.

V. JUSTIFICACION

El citoesqueleto de los diferentes estadiosTamia solium seguramente es uno de

los componentes estructurales importantes pardoqumrasitos mantengan su morfologia, lleven a
cabo la adquisicién de nutrientes desde el micraamt en el cual se encuentran, favorezcan la
eliminacion de sustancias de desecho o toxicamyano ello, se permita de forma eficiente que
sobrevivan dentro de sus hospederos. Por talesag;agsalquier circunstancia que produzca
alteracion alguna en la estructuracion del citoelega producird cambios en los parasitos que
podrian conducir a su muerte. Uno de los efectasaladios sobre las estructuras del citoesqueleto
es la accion de farmacos derivados de los benzaoiiga como el ABZ. En el presente proyecto,
debido a que se ha encontrado la NTZ tiene efettoseparasitos, se ha abordado la evaluacién de
si este farmaco produce alguna alteracion sobmat@squeleto, lo cual puede contribuir a la
comprensién de la forma en que la NTZ podria estamando. Los elementos que apoyan esta
propuesta estan basados en estudios de ultraastrootdiante microscopia electrénica de barrido,
la exposicién de los parasitos a NTZ produce alien2s en la morfologia de los parésitos que
podrian estar asociadas a proteinas del citoesquéler tales causas se ha considerado que el
citoesqueleto se ve afectado por la NTZ y con esemte proyecto se intenta encontrar si existe tal
relacion.

VI.  ALCANCE

Debido a que los farmacos antiparasitarios de ctimaben el tratamiento de enfermedades
producidas poiTaenia soliumno estan cubriendo las necesidades que de ellespsega, existe la
preocupacion de buscar alternativas que permitamatemmiento eficiente y la NTZ, por su amplia
accién antiparasitaria que se ha demostrado entipoode parasitos, podria ser una opcion
farmacolégica ideal; sin embargo, para lograrlogdekee establecer a que nivel actla el farmaco y
cual es su posible mecanismo de accion. Los reedtaue se obtengan permitiran ampliar
conocimientos al respecto y podran abrir opciomesatamiento parasitologico.
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VIl. METODOS Y TECNICAS

7. 1. Obtencién de los parasitos

Se recuperaron cisticercos de la carne de cerdotatfa cori. solium, se lavaron con solucion
salina fisiologica (SSAF) y se dividieron en vargrsipos como se describe posteriormente para su
mantenimientaon vitro, induccién a la evaginacién y obtencion de pardsidultos.

7. 2. Mantenimientan vitro de los parasitos

Después de ser lavados, los parasitos se coloeararedio de cultivo RPMI 1640 (GIBCO)
16.2 g/L disuelto en agua desionizada (Milli-Q).nkgdio se complement6 con 2.2 g de NaH@O
2.2 g de buffer HEPES (GIBCO). Se ajustd el pH2Zy7se afor6 a 1 L con agua desionizada. El
medio fue esterilizado por filtracién con filtrog @.22 um (Millipore). Enseguida, se agregé al
medio de cultivo, antibiético-antimicético (GIBCQRRB) a una concentracion del 1%.

Se hicieron dos grupos de parasitos, uno de éthié somo control, en el cual sélo se agregé
DMSO al 0.25% y etanol al 0.15%. El otro conteni&Nlisuelta en DMSO a una concentracion de
2.5 pg/mL.

7.2.1. Cisticercos

Una vez recuperados de la necropsia de los cerd@gagos, los cisticercos se colocaron en
medio de cultivo en ausencia o en presencia de difZnte 28 horas bajo condiciones definidas
(37° C, 5% de Cey 95% de humedad). Como los controles evaginamisenocuparon para estos
ensayos Y se recurrieron a cisticercos extraidestdmente de la carne de cerdo.

7. 2. 2. Cisticercos evaginados

Debido a que otra parte de los cisticercos, innadiante después de que se aislaron de la
carne de cerdo, comenzaron a evaginar, se lexigglécpor estas causas y se les colocé en el
cultivo durante 23 horas como se indicé anterioteen

7. 2. 3. Parasitos adultos

Para la produccion de la teniosis experimentalp@gude ocho cisticercos se emplearon para
infectar hamsteres dorados por via oral. Los amgisnatan hembras, previamente desparasitadas con
albendazol (30 mg/Kg de peso, cinco dias) e inmymamidas a lo largo de un mes por la
administracion, cada 15 dias, con depomedrol (Bfezena dosis de 2 mg/100 g de peso. Una vez
transcurrido el tiempo de infeccién, los animalessacrificaron colocandolos en camara letal con
cloroformo, se recuperaron sus intestinos y desddlo hizo la obtencion de las tenias. Luego se
colocaron en el cultivin vitro en presencia de la NTZ bajo las condiciones yeawnlds. Para los
experimentos de la evaluacion del efecto de la NB4, la finalidad de contar con un control, se
selecciond una tenia que no se mantuvo en cultide glla se recuperd uno de sus estrobilos de
aproximadamente 5 mm de longitud.

7. 3. Inclusion de parasitos y obtencion de orites

Luego del mantenimiento en cultivo vitro, los pardasitos se recuperaron e incluyeron en una
solucién de inclusiéon (Tissue-Tek; Sakura) en classwle inclusion tamafio “00” (Electron
Microscopy Sciences) e inmediatamente se congekanonitrégeno liquido. Una vez fijados los
parasitos, se guardaron congelados hasta su saggenio.
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Para el seccionamiento de los parasitos se utilizériostato LEICA CM 1100, con el cual se
obtuvieron criocortes de 10 um de grosor, los cuate colocaron en portaobjetos cubiertos con
poli-L-lisina 1:9 (Sigma) y se fijaron con acetdnia durante 5 min. Una vez fijados los criocortes,
estos se procesaron para su observacion por nmogiasde fluorescencia como se describe mas
adelante.

7. 4. Inmunofluorescencia

Los criocortes de los pardsitos se delimitaron bamiz transparente, se incubaron con
solucion de blogueo que contenia SSARLMV3%/BSA 2% bajo condiciones definidas (37°C, 1 h
en cdmara humeda), se lavaron por segunda ocasiGBRAF y luego con SSAF/Tweg®.3% y
se incubaron, bajo las condiciones descritas, asepcia de los anticuerpos primarios y
secundarios. Como anticuerpos primarios se utidizagl anticuerpo monoclonal amtitubulina
DM1-A a una dilucién 1:100 para tefiir tubulinay el anticuerpo policlonal anfi- solium™®, para
tefiir miosina tipo 1l a una dilucién 1:1000, amhbkiidos en solucién de bloqueo. Luego de la
incubacién con el anticuerpo, las laminillas seatan tres veces con SSAF 1X, tres con SSAF
1X/Tweeny 0.3% y nuevamente se incubaron en presencia dentazierpos secundarios. Como
anticuerpos secundarios se utilizaron el anti-lg&atén conjugado a fluoresceina a una dilucion
1:30, para revelar tubulina y el anti-IlgG de congpajugado a biotina a una diluciéon 1:30, para
revelar miosina. Como el anti-conejo conjugadodait no contenia el fluor6foro que revelaria a
miosina, se agrego un tercer elemento, la avididamina, que se unié a biotina y permitio el
revelado de la miosina en los tejidos. Luego dedabacion con los anticuerpos secundarios, las
laminillas se lavaron y procesaron en condiciodésticas (37° C, 1 h, en camara himeda). Para su
observacion al microscopio, con la finalidad de taaer la fluorescencia en los cortes, las muestras
se cubrieron con una o dos gotas del medio de feobaKO (DakoCytomation) se les colocaron
los cubreobjetos y éstos se sellaron con barnizparente. Una vez hecho el montaje, las placas se
guardaron a 4° C protegidas de la luz con papsiiala hasta su observacién al microscopio.

No en todos los casos se hizo tincidn fluoresceate anticuerposT@bla 3. En el caso del
marcaje fluorescente de la actina filamentosa,uy@amp se hizo uso de anticuerpos, se utilizo la
faloidina rodaminada, que se une directamentea&tlaa filamentosa. En el caso de la tincién de
nucleos celulares, se empled el DAPI (4',6-Dianveifenil-indol; Sigma) a una concentracion de
50 pug/mL y luego, las laminillas procesadas coe estrcador fluorescente se incubaron por 30
min en oscuridad a temperatura ambiente.

7. 5. Adquisicion, almacenamiento y edicién dagenes

Las laminillas se observaron inicialmente con urcrascopio de epifluorescencia Nikon
Eclipse E 600 y el registro de las imagenes se imiediante fotografia con peliculas fotogréaficas
Fujicolor Superia Asa 1600, bajo observaciones ajetivos de 20x (Nikon Japan Plan Fluor
20x/0.50; Phl DLL) y 40x (Nikon Plan Fluor 40x/0;#h2 DLL), y las observaciones se hicieron
en presencia de los filtros G-1B (EX 541-551, DMbSBA 590), para la observacion de la
fluorescencia por rodamina; B-2A (EX 450-490, DMD5BA 515), para fluoresceina, y TRIPLE
D-F-R (DAPI, FITC, TRITC), para la colocalizacioe th fluorescencia por rodamina, fluoresceina
y DAPI. Las mejores laminillas se observaron emieroscopio confocal.

Para las observaciones se emple6 un microscopfoaarOlympus ubicado en el Instituto de
Fisiologia Celular (IFC) de la UNAM. Las condiciandajo las cuales se hicieron tales
observaciones fueron las siguientes: objetivo 10RLSAPO NA:0.40), para aumentos de 10x y
objetivo 60x (UPLSAPO NA:1.35), para aumentos de &bn este Ultimo objetivo de observacion
se empled el sistema de zoom digital del equipa fmrar aumentos de 3x y 5x. Las condiciones
de longitudes de onda de los laseres empleadospBraP| fueron: excitacion 405 nm y emision
461 nm. Para FITC: excitacion 488 nm y emision Bif® Para rodamina, excitacion 543 nm y
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emisién 591 nm. El registro de las imagenes se tmiediante el programa de cémputo Olympus
Fluoview FV1000 Ver 1.6. Con la finalidad de logddiservaciones en Z, se adquirieron de 14 a 28
imagenes OIB de 0.37 um de espesor, que se guarglaformato TIFF.

Todas las imagenes obtenidas por microscopia dle@piscencia y confocal se editaron bajo
el uso del programa de computo Adobe Photoshop 7.0.

7. 6. Edicion para imagenes para su visualizaeroé-D.

Las imégenes guardadas en formato TIFF se procesadiante el paquete de codmputo Amira
4.0, a traves del cual se hicieron sus reconstroesitridimensionales, se agrego6 color y volumen a
las imagenes. Las imagenes obtenidas se proyedarta pantalla semicilindrica (de 140°, de 8.9
m de largo X 2.55 m de ancho), localizada en la dal visualizacién Ixtli por inmersién virtual
(www.ixtli.unam.mx) y se hicieron observaciones deferior de los tejidos. Las imagenes
obtenidas para su observacién en computadoras mcionales se hicieron bajo formatos TIFF para
imagenes fijas y MPG para animaciones o videos.
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VIIl. RESULTADOS Y ANALISIS

Debido a las necesidades de evaluar si las condigiale marcaje fluorescente eran las
adecuadas, se hizo una evaluacion inicial medmi®scopia de epifluorescencia. Luego, una vez
corroborado que el marcaje era el correcto, lagrghsiones de los marcajes fluorescentes se
hicieron mediante microscopia confocal.

8. 1. Microscopio de epifluorescencia.

Como se muestra en las figuras &y 9, las observaciones se hicieron en criocortes de
cisticercos evaginados en ausencia y en preseadiatamiento con NTZ. La figura 7 muestra el
marcaje de la tubulina; la figura 8, de miosing Bn la_figura 9e presenta la colocalizacién del
marcaje fluorescente de tubulina y actina.

En la figura 7las imagenes corresponden a dos diferentes ausndmtia pared vesicular de los
cisticercos, una vez que sufrieron evaginaciérudessoélex y como se observa en ambos casos, hay
un marcaje fluorescente intenso del tegumentoaataiontinuo; mientras que en la figura 84
muestra el criocorte de un cisticerco evaginadawesencia de tratamiento a un aumento de 20x, en
la fig. 7B se muestra una zona semejante, pero a aumentd8xdele un cisticerco evaginado
tratado con NTZ. En ausencia de tratamiento con,M&2&ncontré que la tubulina esta localizada a
lo largo de todo el tegumento (Fig. )J/Aero el marcaje es suficiente para definir gitamo de
esta region tisular del parasito. En el caso dhmniento con la NTZ_(Fig. JBaun cuando la
observacion se hizo a mayor aumento, el marcageeficente es semejante a lo observado en la
figura 7A pero a diferencia de ella, se observan acumuiaside marca; se observé que préximo a
la superficie, los cimulos de marcaje fluorescente numerosos e intensos a diferencia de lo que
se observé mas al interior de los parasitos capreximidad hacia la zona en que se encuentra el
fluido vesicular. Cabe la posibilidad, segun loewado, que en presencia de NTZ se induzca a un
aumento de la tubulina acumulada en el tegumento;ubl podria estar relacionado con la
alteracion que sufre el tejido que contiene a ddgina.

En lo referente al marcaje para miosina Il comaonsestra en la figura, & diferencia de lo
observado para la tubulina, la fluorescencia tuvgairon distinto. Se le encontré en el tegumento
y en la capa germinal, tal y como se habia dendmstpara el reconocimiento de los anticuerpos
anti-miosind®. En la_figura 8A el criocorte corresponde a un cisticerco siratrénto, se observa
gue ademas de la fluorescencia roja asociada ahgeiniento de los anticuerpos anti-miosina,
aparece un marcaje fluorescente de color purpgreyesta asociado al marcaje fluorescente de los
ndcleos marcados con DAPI. El color purpura pradiugbodria deberse a la combinacion de
colores de la fluorescencia emitida por la rodanyirel azul del DAPI y s6lo se encuentra en la
capa germinal pero no en el tegumento. Luego, pbajd de la capa en donde se encontraron los
ndcleos, se observaron las fibras de miosina latesworren longitudinalmente por debajo del
tegumento. En la_8Be muestra un criocorte del parasito que recibitarmiento, los ndcleos se
encontraron mas cerca del tegumento, las fibracutares reveladas con los anticuerpos anti-
miosina se presentaron delgadas, cortas y compaci@etca del tegumento, con un patrén de
apariencia desordenada debajo de él. Por las @usenes obtenidas, también se observo que bajo
el tratamiento de los parasitos con la NTZ, seralta constitucion del tegumento, las fibras
musculares tanto en su forma y tamarfio, asi comguedistribucion. La alteracién que sufrio el
tegumento, asi como las fibras musculares de Idssipas, podria ser un indicativo del grado de
dafo sobre los parasitos, ya que se observan cainfj@rtantes que alteran su estructura tisular,
su flexibilidad y, seguramente, se presentan altemas de los procesos fisioldgicos en los que esta
involucrado el tegumento como la absorcion de enteis y los procesos de contraccion muscular
debido a las alteraciones de las fibras musculares.

En la figura 9se muestran varias imagenes del tegumento destioecco evaginado tratado
con NTZ. Como en las figuras anteriores, la zomeesponde a una region de pared vesicular (PV)
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cercana al escolex evaginado. La marca fluorescentigbulina se muestra en la figura @fa cual
tiene una distribucion semejante a la observadéa digura 7B hay cimulos de fluorescencia
intensamente marcados y los cuales se encuentreanos al tegumento (indicados con flechas
negras). Segun las imagenes se observé que dehd¢atm hay desprendimiento de una cantidad
importante de vesiculas que aparentemente estaiada® al mismo. La actina filamentosa,
revelada por la faloidina rodaminada, se observal ¢gjido de la figura 9BEn esta imagen hay
una expresion importante de la actina, principatsem la zona del tegumento, sitio donde se
observan las vesiculas en aparente desprendimiemta. figura 9Cse muestra la colocalizacion de
actina y tubulina reveladas fluorescentemente kadigura 9D se muestra un marcaje fluorescente
semejante a la de la figura 986lo que se muestra al tejido mediante la téatécinterferencia
diferencial de Nomarsky o también conocida comdreste diferencial de interferencia (DIC) en
combinacién con el marcaje fluorescente. Las imégele la figura ,Sal igual que las otras de las
figuras 7y 8, muestran la alteracion del tejido debido al tra¢émto con la NTZ, asi como los
cambios que las proteinas del citoesqueleto sefierlacion a su distribucion. Al parecer, tanto la
actina como la tubulina estan presentes en lagulasique parecen desprenderse del tejido. Su
presencia podria ser un indicativo de que hay gérdé tejido de los pardsitos bajo tratamiento, asi
como cambios en la estructura general del tequmkntoial afecta la fisiologia de los parasitos en
la que de manera importante, el tegumento juegaapel tanto en la absorcion de nutrientes como
en la excrecion de productos.

8. 2. Microscopio confocal

Luego de las observaciones de los criocortes porostopia de epifluorescencia y dado que se
considerd que ya estaban ajustadas las condigweeisas de marcaje, se decidid, bajo las mismas
condiciones, hacer las observaciones mediante &logtiopio confocal. Bajo esta estrategia de
observacion se logré establecer la distribucionlate combinaciones actina filamentosa con
tubulinae y de miosina-1l con tubulina-en los tejidos de los parasitos, tal y como seridesa
continuacion.

8. 2. 1. Actina-F y Tubulina-

Las observaciones se hicieron a nivel general tantoisticercos, en cisticercos evaginados y
en parasitos adultos. En cada uno de los casosisse giencion en el marcaje fluorescente del
tegumento, la porcién cefalica de los parasitos yas células de la matriz intersticial como las
células flama.

8. 2. 1. 1. Cisticercos

Como se observa en la figura 18-D), a 10x de aumento, los criocortes tefidos po
fluorescencia muestran la distribucién clasicacdet¢jidos de la fase larvaria @iesolium como ya
se habia descritd * en lo que se refiere a la pared vesicular, Ia$iceircos presentan su
tegumento sincicial continuo y la regién parenquosa correspondiente a la capa germinal de
células. En el caso del escdlex invaginado, espaniénte en uno de los canales espirales, se
observa como esta parte del parasito se encuentfarma de tejido discontinuo y el cual
corresponde a parte del escolex de la tenia edeota el interior de la pared vesicular (Fig. 10D
La fluorescencia correspondiente a la tubutinee muestra en la figura 10&n la imagen se
observa como la proteina se presenta en la supeatéttegumento sincicial continuo, asi como en
la superficie, también del tegumento sincicial oom del canal espiral. Se observa que la marca
fluorescente es intensa en esta region del cisticgrse diluye hacia el interior del escolex
invaginado. En el caso de la colocalizacién cobAP| en la faloidina rodaminada (Fig. 10Be
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observa que el primero tifie en azul los nlcleaglaxs localizados en la PV y dentro del escélex
invaginado, mientras que en el caso de la segup@ajfie la actina, el marcaje fluorescente en rojo
se presenta basicamente en el tegumento sinaitihao del escélex invaginado y luego hacia el
interior del mismo en sitios puntuados especifiosla figura 10CGse muestra la combinacion de
los marcajes fluorescentes; como se observa, teca@atacion muestra que el DAPI, la faloidina
rodaminada y los anticuerpos secundarios fluoréssemarcan estructuras tisulares que no se
superponen. En algunos casos, las marcas fluotesc@omo en el caso de la pared vesicular, el
DAPI y la fluorescencia estan en sitios distintwmsentras que en el escélex invaginado se les
encuentra en aparente asociacion. Debido a laaldlacion de la actina-F, el DAPI y la tubulina-

en el canal espiral (CE) del escélex invaginade glstructuras celulares marcadas corresponden a
las células flama descritas con la misma forma decaje fluorescente reportddain embargo a
este nivel sélo se pueden ver como puntos fluongssgesin poder lograr verse el detalle de estas
estructuras. A nivel de la PV no fue posible tornaa buena imagen que reflejara como se
encuentra distribuida la actina filamentosa enfilasas musculares de la PV; sin embargo en
imagenes no publicadas y como lo visto en Ambres@®, la actina-F se la encuentra formando
parte importante de la PV en los metacéstodos inaegs.

Cuando los cisticercos se trataron con NTZ se dntajue el farmaco produjo cambios
dramaticos en los tejidos de los parasitos (Fij. B4 necesario indicar que la imagen mostrada en
la figura 11 equivale a la de la figura 10, séle @liescélex en el tratado de la figura 11 presentd
un encogimiento, seguramente debido al efectoadalaco, lo que permitié que casi todo el tejido
pudiera ser visto al aumento de 10x, en tanto guel eontrol de la figura 10, al mismo aumento,
sélo se logré ver una porcion del escélex. Enr@genes se observa tanto a la PV como a la zona
del tegumento del escélex, entre otras estructhirag porcion cefalica del escélex invaginado, se
observé la pérdida de la morfologia caracteristiga las ventosas cuando se les marco
fluorescentemente con faloidiffasegun lo observado en la figura 11B yl& ventosas perdieron
parte de las fibras musculares tefiidas con ladial@i rodaminada y por lo consiguiente, su
estructura. En el caso de la tubulinda marca fluorescente se incrementé al nivelteglimento
sincicial continuo, en el parénquima del parasit@ginado y se mantuvo en las células flama (Fig.
11 Ay C). La figura 11Ddonde se observo el tejido mediante DIC, mosti® @ menos en el
criocorte observado hubo una aparente pérdida jii®,tesobre todo en la porcion cefalica del
parasito invaginado. En esta zona se observo emwvemtasa, lo cual se confirmé por el marcaje
fluorescente (Fig. 11C) en donde sélo una parta gentosa tuvo fibras musculares marcadas con
la faloidina, pero si tenia una gran cantidad dele®3. Igual que en el cisticerco control, se
alcanzan a ver pequefios puntos verdes corresptesliarcélulas flama (CF). A diferencia de la
combinacién de los marcajes fluorescentes emplealde figura 10C, en el criocorte de la figura
11C se observa que los tres marcadores fluoresceatenezclaron por lo que en los cortes se
observaron fluorescencias naranja-azul turquesgurSel marcaje fluorescente de las fibras
musculares de las ventosas, la intensidad dedessfide estos tejidos se encontré reducida (figura
11B). Todo esto parece indicar que la NTZ afect&dlo al tegumento sincicial de la PV, como lo
vimos en las imagenes obtenidas del microscopicmlfuorescencia, sino también al tejido
interno, en el momento en que se ha perdido yagtara cantidad de éste en la zona del escélex
invaginado y las ventosas también quedaron deasuil haberse destruido el aparato de anclaje
del parasito que es el escdlex invaginado, hacetipgénente imposible que el cisticerco pueda
desarrollarse en adulto, al no poder adherirsesasrventosas y los ganchos al epitelio intestinal.
Ademas, si el tegumento a nivel de PV esté siefataalo, también seria imposible que éste pueda
desarrollar la funcién de absorcion, como ya siddnteriormente.

8. 2. 1. 2. Cisticercos evaginados

Una vez que los cisticercos evaginaron bajo laglicammes en que se les estudid, como se
muestra en la figura 12e observéd que presentaron una distribuciomthisé la de los cisticercos
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sin evaginar (Fig. 10 El tejido parasitario sufre una compactaciénoynienzan a destacar las
regiones caracteristicas de los gusanos en su fadoiga: una cefalica, en la que se encuentran el
escélex y las ventosas, el cuello y la cadena ldlstroEn la figura 12 se muestra un criocorte
donde el parasito esta en pleno proceso de eva@ynd@ perdido la pared vesicular y el escolex
comienza a desenrollarse para dar lugar a la éen@&gida de lo que queda de la PV del cisticerco
como se observa por DIC (Fig. 12D). A este nivelpbservé un marcaje fluorescente intenso por
parte de los anticuerpos fluorescentes, la falaidomdaminada y el DAPI. La comparacion del
criocorte de esta figura con la figura 10, muestra, en el caso del marcaje fluorescente de la
tubulinae (Fig. 12A), éste se presenta por todo el parénquima tiuéso, se concentra en las CF.
En el caso de la faloidina rodaminada (Fig. 12R),marca se encontr6 asociada a las fibras
musculares distribuidas por todo el tejido, asi @@nla que se encuentra en puntos asociados a
nacleos que corresponden a CF, segin lo desc@igoencontrd en estos cortes que la intensidad de
la actina-F se incrementd notablemente cuandoiltaasf musculares (FM) asociadas a ellas se
marcaron intensamente. Cuando se evalué la catac@in de los marcajes fluorescentes como se
muestra en la figura 12C, se encontrd que habiaologalizacion entre los nicleos y el marcaje
con tubulinas, mientras que la actina-F se encontré localizadeaegiones especificas del tejido
parasitario.

Como se observa en la figura, i la misma manera que en la &lltratamiento con NTZ en
los cisticercos produjo serias alteraciones endjidos: hubo una pérdida de tejido en la zona del
escélex, dafio en las ventosas las cuales altesarforma clasica (Fig 13D), ademés hubo pérdida
de tejido parenquimatoso relacionado con la zoheodtelo. En el corte presentado en la figura 13,
el tejido parece haberse retraido hacia los batdda porcion cefalica y, segun lo que se observa
en la figura 13B, hay un cumulo importante de e&ydor la tincion de los nucleos con DAPI. En la
misma figura se observan fibras musculares tefpdada faloidina rodaminada y se ve como se
acumulan en la zona central del parénquima, casicab del cuello del gusano.

Los plegamientos que se muestran en el corte dé&ipaque no recibié tratamiento, indican la
zona desde la cual los parasitos se desarrollansbargo, en este caso, la NTZ produjo dafios en
tal region que provocaron que los parasitos noesardollaran y perdieran tejido en esta zona. Por
los dafios referidos, cabria la posibilidad de queTZ haya alterado a los parasitos para que no se
desarrollaran y desplegaran exitosamente su cauhaiectiva; tal capacidad se muestra alterada
desde el momento que hubo pérdida de tejido ezglam que permite el anclaje de los parasitos en
sus hospederos tales como en el escolex, el rasirleu doble corona de ganchos y las ventosas.

8. 2. 1. 3. Adultos

Aun cuando se hicieron observaciones en amplidsreg del adulto, una demostracién de lo
gue se obtuvo es lo que se presenta en la figuraldeionada con una zona de la cadena estrobilar
de la tenia estudiada, donde se observa una adigtiilbucion de tubulina en todo el tejido, pero se
acentla en los bordes del tegumento (Fig. 14A)ntnaie que las fibras musculares que contienen a
la actina se distribuyen a lo largo del gusanmyalgunos momentos, se les encuentra en forma de
aglomerados en el interior del parénquima. També&abservaron fibras musculares que contenian
actina en los bordes del tegumento (Fig. 14B); lgan@s casos, debido a la colocalizacion con
tubulina (figura 14C), la marca fluorescente detgatfue amarilla. Sin embargo, en el mismo tejido
observado, se encontré que no siempre la actiadaupllina colocalizaron en las fibras musculares.
En lo referente a la distribucién de ndcleos, ppmarcaje fluorescente con el DAPI, se encontrd
gue hay una gran cantidad de células distribuidastquio el parénquima tisular por debajo del
tegumento (Figs. 14A, B y)ClLa observacion del tejido mediante DIC mostréd&ucturacion de
dicho tejido, como se observa en la figura 14Dde@mde se aprecian los plegamientos del tejido, e
incluso, dentro del parénquima tisular, se observéas fibras musculares que eran reveladas con la
faloidina rodaminada en la figura 14B.
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En comparacion con la 14, la figura dfiestra el criocorte de una tenia tratada con NI
al igual que en los casos anteriores, muestra camimportantes relacionados con la distribucién
de las proteinas marcadas fluorescentemente, rasi @ la constitucion del tejido. En la imagen D
de la misma figura se presenta el tejido visto amdi DIC, se observa que aparentemente hay
zonas de tejido que no corresponden a la contidddhatejido que se observa en la mayor parte del
criocorte; la apariencia del tejido, en generalepa ajustarse a lo que podria considerarse como un
tejido rasgado. También, en comparacion con eéatetla tenia que no recibié tratamiento (Figura
14D), se observa que hay pérdida de los plegansiel@idegumento. En lo que se refiere a la marca
fluorescente de los nucleos (color azul), su nunseraedujo en comparacion con el criocorte
control, aungque se observé una gran cantidad de kltalizados en el parénquima tisular (Figs.
15A, B y Q. Para el caso del marcaje fluorescente de lalihgbicolor verde), el marcaje
disminuyé dramaticamente en la zona del parénquinsiferencia de lo que se observo en el
tegumento en donde la marca se mantuvo intensal5#). Segin lo que se observa en la figura
15B, la expresion de actina que en el criocortepdedsito sin tratamiento se encontré asociada a
fibras musculares extendidas a lo largo del tepdoenquimatoso (Figura 14B) en el parasito
tratado tales fibras no se encuentran, han petdito su grosor como su longitud y parecen quedar
algunos remanentes de ellas en forma de punt@dasspor debajo del tegumento. En la figura
15C se muestra, también, que se ha perdido laaldacion entre la tubulina y la actina. Dentro de
la misma figura, con localizacién en la parte iieizquierda de las fotografias, se observa parte
del corte del tejido separado del corte princifl. tal corte, como se puede observar en las
imagenes de la figura, parece que el tejido nadsdffio alguno por el tratamiento y la disposicién
de las fibras, asi como de la colocalizacién delinéd y actina es clara.

La distribucién de las fibras musculares en las spieletect6 la actina, como se mostré en la
figura 14 esta relacionada con las necesidades de lositpardle efectuar los movimientos
musculares requeridos para parasitar el intesttngudhospedero. Por lo consiguiente, cualquier
alteracion como la que se muestra en la figurauEgo del tratamiento con NTZ, podria generar
que los parasitos no sean exitosos en las pailasitos producen. La comparacion entre el criocorte
de la tenia control, contra la muestra respectéevardparasito tratado, muestra que en presencia del
farmaco hubo la manifestacion de cambios en latitoci®n de los tejidos parasitarios relacionados
con la musculatura de tipo liso y ello podria danetivo de que los parasitos pierdan su capacidad
de movilidad, de la forma como se describié durahteatamientan vitro de los cisticercos con el
Praziquantéf, o bien, tal y como se observé con las teniasasmlie se hicieron los presentes
estudios antes de la obtencion de sus criocotigsgp de su tratamiento vitro con la NTZ (datos
no mostrados). Por los resultados observados didpéilel tejido parenquimatoso, asi como de la
disminucion en la expresion de proteinas del dfoeleto, ello podria significar que la NTZ debe
tener algun efecto sobre estas proteinas, ya gbeesabido que la forma y la estructuracion de
los tejidos es dependiente de la del citoesquéleto

8. 2. 1. 4. Distribucion en tegumento

Luego de la observacion de los criocortes marcéldosescentemente a bajo aumento (10x),
con la finalidad de tener una visiébn panoramicaeliies, se hicieron observaciones a mayores
aumentos, las cuales se enfocaron al tegumentaddeuna de las fases parasitarias en estudio. De
la misma manera, como se muestra en la tglde 2ompararon tales observaciones con los tejidos
parasitarios tanto en ausencia como en presencieatiamiento con la NTZ. En el tegumento esta
soportada la barrera de proteccion que los cestedpseren para contender con el medio externo
y, ademas, es a través del tegumento por donddigstde parasitos llevan a cabo sus funciones
que les permiten sobrevivir en sus hospederos @beso la adquisicion de nutrientes y la
eliminacion de sustancias téxicas.

En la_tabla e muestra la distribucion de las marcas fluordesepara actina, tubulina alfa y
los nucleos de la forma en que fueron detectad@slpa tegumentos de las tres distintas etapas de
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desarrollo de los parasitos. En el caso de logceisbs y cisticercos evaginados, las imagenes
corresponden al tegumento de la PV. Segun lo quebservd en la figura 1thay una baja
expresion de actina al nivel del tegumento de iticercos vy ello se refleja de la misma manera, a
lo encontrado en tabla 2 tanto para los criocatéesisticercos como para el del parasito adulto. A
diferencia de la actina, la tubulina tiene una maygresién en el tegumento y, seglin el marcaje
fluorescente con el DAPI, ésta parece estar masaalsocon tales ndcleos como ya habia sido
observado en la figura 10. La comparacion de edtssrvaciones con los tejidos parasitarios, luego
de haber sido tratados con la NTZ, muestra quevel die tegumento hay mayor expresion de
actina, sobre todo en los tejidos de los cisticerewaginados, mientras que los nlcleos se
observaron mas dispersos Yy la tubulina se obsemdnayor expresion que en el tejido parasitario
control. Bajo el tratamiento con la NTZ no se engba la faloidina fluorescente que marcara a la
actina en fibras musculares tipicas de estos pasa&simo se observo en ausencia del tratamiento.

Las imagenes del criocorte del cisticerco evagirsmladquirieron en una area del tegumento
de la PV cercana a la zona del cuello, el cual sii@ por donde evagina el escdélex. En el caso de
criocorte del parasito sin tratamiento se obsenlg actina estaba localizada en fibras musculares
muy cercanas al tegumento y por arriba de los né¢cle cual es distinto a lo que se observd para el
criocorte del parasito tratado con NTZ, ya que laraa fluorescente asociada a la actina se
distribuy6 por toda la superficie del tegumentoerads de que ya no se la encontré en fibras
musculares caracteristicas sino en fibras de nm@nmafio. Para la tubulina también sucedié algo
semejante: se la encontré redistribuida dentraajielo parasitario, como si estuviera agregada, y
bajo estas condiciones, también los ndcleos senglaton colocalizando tanto con tubulina como
con la actina dentro del tegumento parasitarioinkagen presentada en la tabla es semejante a lo
gue se observé en las figurag 9, tomadas mediante microscopia de epifluoresceesidpnde se
observan distribuciones semejantes de la fluoregxasociada a la actina, la tubulina y los ndcleos
celulares. También, como se describié en el cada figura 13 la distribucién de los marcajes
fluorescentes parece indicar que el tratamientadym® que el tejido tratado se altere, en
comparacién con el control y esto produce un readonde las proteinas del citoesqueleto de esta
region de los tejidos.

En el caso de los tejidos del parasito adulto esermeia de tratamiento, nuevamente se
encontraron resultados semejantes para lo obsed@&da distribucion de la marca fluorescente
asociada a tubulina descrita para la figurald4oroteina se encontr6 en la periferia del ¢gjid
delimita y su intensidad es mucho mayor que lo ask® para el resto del tejido subtegumentario.
También, como en el caso de los cisticercos evdgida marca fluorescente para la actina se
encontr6 asociada a fibras musculares, sin colaration el marcaje para tubulina y los nucleos.

8. 2. 1. 5. Distribucién en ventosas

Otra regién en la que se centr6 la atencion désemacion fue la correspondiente a la de las
ventosas. Estas estructuras que se encuentranprcian cefalica de las tenias, tienen formas
caracteristicas que le permiten fijarse a la parebtinal por succion. Estan constituidas por una
gran cantidad de fibras musculares cortas que nefalana a los labios de las ventosas y que
permiten su succidon como se demostrd por su maficajeescente tanto para actina como para
miosing® * La forma cléasica de las ventosas presenta urohuesral, el cual es el sitio mediante
el cual la ventosa genera el vacio que le permiedaje al epitelio intestinal. La comparacioh de
marcaje fluorescente para actina, tubulina y n&clen las ventosas de parasitos sin 0 con
tratamiento con NTZ se presentan en la tablaH3 se muestran las imagenes obtenidas tanto para
cisticercos sin evaginar (escélex invaginado), cgau@ un escolex evaginado. En las ventosas de
parasitos que no recibieron tratamiento, las fiomasculares de las ventosas contienen actina como
la principal proteina del citoesqueleto y se lesuentra tanto desde la superficie de la ventosa
como en el interior de la misma. Segun el mardagdscente, las fibras que contienen a la actina
son cortas y estan aparentemente orientadas Hastar@®r de la ventosa. Otras fibras musculares
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se distribuyen en un plano perpendicular a lassgudirigen hacia el centro de la ventosa. No se
encontrd colocalizacion entre el marcaje fluoreeede la actina, la tubulina y los ndcleos, aunque
el marcaje fluorescente asociado a la tubulifiae menor en comparacién con lo observado para la
actina filamentosa. Es de llamar la atencion quéahel interior hay una gran cantidad de ndcleos.

A diferencia de lo visto con los cisticercos quer@cibieron tratamiento alguno, los cisticercos
tratados presentaron alteraciones en las diferendesas fluorescentes ya mencionadas: ya no se
observa la distribucidn clasica de las fibras miases, tanto horizontales como verticales, en las
ventosas ya que sélo se vio la acumulacién detiaaaeplegada hacia las partes en que se pierde
la continuidad de la ventosa. Alun se mantuvo lalioé en el interior de la ventosa y bajo estas
condiciones, ésta colocaliza con la actina y loslaus celulares. Aun cuando se observa que la
ventosa no se cierra en los parasitos que no eegibiratamiento, esto se podria deber a la forma
en que se obtuvieron los criocortes, ya que ensatesos las ventosas se obtienen completas.
Ademas, en la ventosa de los controles se obsera&sta tiene un volumen que permite apreciar
su contorno, a diferencia de las ventosas queieegibtratamiento ya que éstas pierden volumen y
se las ve rasgadas en adicion a la alteracionesista distribucion de sus fibras musculares.

La expresion de actina en las ventosas es un thdicde la importancia que este tipo de
proteinas tiene para estas regiones de los pards&totamafio y la distribucién de las fibras
musculares que la contienen también estan relatdsneon la funcionalidad de estos 6rganos en
los parasitos y lo cual es distinto a la distriBnaile fibras musculares localizadas en otras pdetes
los parasitos como en el parénquima tisular y ledes también se ha demostrado que contienen
actina como se observa en las figuray/ I2. La disposicion y el tipo de fibras muscularedade
ventosas juega un papel importante para que esgands puedan realizar eficientemente la
contraccion y relajacion de las ventosas como sesstablecido para los parasitos que las
contieneh. Cabria la posibilidad que por el tipo de fibragsoulares que se encuentran en las
ventosas, las actinas que ellas expresan seamnedalistintas que las que se expresan en las
fibras musculares del tejido parenquimatoso o suistentarid®.

8. 2. 1. 6. Distribucion en células flama

En la_tabla 4ambién se hicieron observaciones de la distribude los marcajes fluorescentes
a niveles mas profundos de los tejidos parasitagio®este caso se puso atencién en el marcaje de
CF seleccionadas de las diferentes etapas de aésaos marcajes fluorescentes de las CF que
no recibieron tratamiento corresponden a lo queh@evenido presentando en las imagenes
anteriores. La distribucion de las proteinas delesiqueleto, asi como el marcaje de los nicleos,
corresponden a lo que se ha reportado para laseCpenacho de cilios con un alto contenido de
tubulinae se presenta en color verde, la hebilla de actilrrergdea a tal penacho, en rojo y la cual
se distribuye desde la base hasta la parte metlipedacho. La hebilla de actina muestra que
sobresalen del penacho ciliar. Las células tuvienmdidas semejantes, aproximadamente de 10
pm, cuando se les midié desde el nicleo tefiidaepDAPI hasta el apice del penacho ciliar. En
todos los casos se encontraron nudcleos tefiidonguecesariamente tenian correspondencia o
estaban en la vecindad de otros penachos ciligoes p cual presumiblemente se podrian tratar de
otros tipos celulares encontrados en el paréngtismar de los parasitos.

Al comparar las CF de los cisticercos tratados laoNTZ se encontraron alteraciones claras
debidas al tratamiento que se les dio a los pagaslto mas evidente es la pérdida de la
conformacién de la hebilla de actina, asi comaoodenlicleos. Sin embargo, a pesar de los cambios
notables en actina y nucleos, es de llamar la @erque los penachos ciliares parecen haber
permanecido de manera semejante a lo observadus ammibcortes de parasitos control. Segun la
tabla, es en los cisticercos evaginados en dorsd€HRasufrieron alteraciones incluso hasta en sus
penachos ciliares; éstos se observaron mas delgadtzsgados pero mantuvieron su forma. A
diferencia de los parasitos de esta etapa de disardas CF de los cisticercos y cisticercos
evaginados tratados con la NTZ sufrieron cambios @structuracion tanto de la hebilla de actina
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como en los nlcleos y, aparentemente, mantuvier@structura de sus penachos ciliares. En el
caso de las CF de las tenias, se encontr6 quensgamente la tubulina alfa mantiene su forma
ovalada y estrecha, pero la hebilla de actina &@rda y parece ser desplazada hasta casi la punta
de la flama. Los nlcleos en esta etapa de desad®llos parasitos parecen haber sido totalmente
alterados porque presentan discontinuidad y seldgesrvan con agujeros en su parte central. Por lo
presentado en la tabla, cabria la posibilidad deeajuratamiento de los parasitos con la NTZ haya
producido alteraciones principalmente en la hehlillaactina y que ello ocasionara que las CF
perdieran su estructura celular y sus penacha@sesliperdieran su estructuracién clasica como se
observa en las imagenes de los parasitos que ibierea tratamiento. La pérdida de estructuracion
de las CF seguramente produjo que los parasitaliepan la capacidad de filtrar o seleccionar lo
gue normalmente realizan para sobrevivir dentreugehospederos y que sufrieran una intoxicaciéon
que llevo a su muerte o su paralisis como se uwpla® parasitos tratados, los cuales perdieron su
movilidad. De acuerdo a estos planteamientos,tégiidad de la hebilla de actina en las CF tiene
un papel biologico relevante en la estructuraciértades células y si llega a sufrir algun tipo de
alteracion, esto produce que las células dejerudeidnar adecuadamente y por ello fallan los
sistemas de excrecion de los parasitos.

8. 2. 2. Miosina Il y Tubulinas

A continuacién se hara la presentacion de la iflemtion de miosina Il y la tubulina-en
diferentes estadios parasitarios. Inicialmentebeservaciones se hicieron a aumentos de 10x con la
finalidad de obtener observaciones panoramicassdmarcajes fluorescentes, luego, a aumentos de
60x, se hicieron observaciones a nivel del tegumeptrénquima tisular, cuello, tdbulos y
ventosas.

8. 2. 2. 1. Cisticercos

En la figura 16se presenta el marcaje fluorescente para miosi(ffudrescencia roja), la
tubulinae (fluorescencia verde) y los ndcleos celularesoffigcencia azul) en un criocorte de un
cisticerco. De la misma manera, en la figura 1@Dmsiestra el tejido sin tincién alguna observado
mediante DIC. Por lo que se observa en la imagsta,es el mismo tipo de estructuracién de tejido
gue se observé en la figura 10D

El patrén de distribucion de tubulina (figura 16#5) semejante al mostrado en la figura 10A, e
incluso, se observa que hay semejanzas en la fdendistribucion de los nudcleos, los cuales se
observaron principalmente al nivel del parasit@agimado. En el caso de la miosina (figura 16B) se
encontré que tiene una amplia distribucién a Igdadel tegumento, asi como en los contornos del
CE y en la capa germinal (CG). En la parte infeti®dla imagen se observa una ventosa en la que
también se encontré que contenia miosina. La cli#ac#n de las tres marcas fluorescentes se
presenta en la figura 16C, en donde se apreciatapie la tubulina, como la miosina estan
colocalizando tanto en el tegumento como en elnpaiiéna tisular. Como se muestra en la imagen
16D, en la iluminacion por DIC, el tejido parasibtaes homogéneo, excepto al nivel del canal
espiral. No hay marca en el tejido parenquimatasorqdea al canal espiral y lo cual podria ser un
indicativo de la naturaleza de dicho tejido quetieme isoformas especificas de miosina Il y
tubulina.

La distribucién de las proteinas en estudio erejdd de un cisticerco tratado con NTZ se
presenta en la figura 1€omo se observa desde la imagen obtenida medGtéFigura 17D),
debido al tratamiento parece que el parénquiméatidocalizado al nivel del CE y del escolex, no
es homogéneo y da la impresién que se encuengadasSegun la imagen, hay una pérdida
importante tanto de tejido a nivel del CE, como tdgumento y el marcaje fluorescente también
sufre alteraciones importantes en su distribuddm.se percibié una distribucion continua de la
tubulina tanto a nivel del tegumento como del Qycae en el caso de la miosina Il parece que
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sufrié leves alteraciones sobre todo a nivel del C&mo se observa para los nlcleos en las figuras
17A-C, el marcaje fluorescente parece que se etreupar todo el tejido y no asociado a ciertas
estructuras de los cisticercos. Sélo luego dedumanto para la miosina es que se logré distinguir
lo correspondiente al canal espiral, pero aunease<l tejido parasitario muy dafiado. También, a
diferencia de la figura 160 se encontrd que las proteinas tuvieran coiacabn alguna (Fig.
16C). El hecho de que hubiera pérdida de tejidagymp hubiera una distribucion adecuada de la
miosina muscular, podria ser un indicativo de aqiegd del tratamiento con NTZ hubo alteraciones
en la funcionalidad de los cisticercos y lo cualphaber afectado la viabilidad de los mismos.

8. 2. 2. 2. Cisticercos evaginados

En lafigura 18 debido al proceso de evaginacion, se notan éstascde la region cefalica de
los parasitos como el escolex y las ventosas \e et cuello de los parasitos (Fig. 18D). La
tubulina se encontré por todo el parénquima debleggy, principalmente, en la superficie de éste
como se vio en la figura 12/Entre el tejido superficial marcado fluorescerdgate y el canal
espiral del parasito, se observan puntos con @aftmsidad de marca fluorescente que, segun los
aumentos de, corresponden a células flama marc8dasin la figura 18B, la miosina esta mas
asociada a la superficie del escélex, delimitassuarno y colocaliza con la tubulina (Fig. 18C) por
el marcaje fluorescente amarillo. Cuando se hizalipacion de actina, (Fig. 1fabla 3 en cortes
semejantes, se encontré que aparentemente hay nmgosidad de la fluorescencia para esta
proteina que para la miosina y lo cual llama lacte porque, al menos en las ventosas, deberia
haber un mayor marcaje de miosina debido a la pecesée las fibras musculares de éstos drganos
de fijacién como se demostr anteriorméhte

Luego del tratamiento con NTZ de los cisticercaag@vados, como el criocorte que se muestra
en la_Fig. 19al igual que en la figura Ih la que se identificé a la actina, se enconiglgy una
pérdida importante de tejido de la porcion cefalisdemas de que las ventosas se observan
expandidas y abiertas, hay reduccién del tamafiestgllex, asi como una retraccion o pérdida del
parénquima asociado a esta porcion del parasitta Bmagen obtenida por DIC (Fig. 19D) se nota
claramente la alteracién del tejido parasitarioidielal tratamiento. Nuevamente, como en el caso
de la_figura 18las marcas fluorescentes muestran que la tubsdéireoncentra en la superficie del
escélex, en el tegumento de la PV y en la basestéllex evaginado. A diferencia del criocorte del
parasito que no recibid tratamiento mostrado digiaa 18A, en la figura 19A se encontré que la
tubulina tiene una distribucién difusa no homogémaintras que la miosina, a diferencia de lo
visto en la figura 18B, esta distribuida por tod@scélex y colocaliza con los ndcleos celulares
(Fig. 19B. En la figura 19C, se encontr6 que tanto la m@scomo la tubulina tienen
colocalizacion a nivel del cuello, el tegument@y,mayor medida, en la superficie del escélex. Se
encontré que los nucleos estan distribuidos en ¢bdgjido parasitario (Fig. 19C). La manera en la
cual se encontrd distribuida la miosina en el escpbdria estar asociada al estrés quimico al que
se sometieron los parasitos con la NTZ.

8. 2. 2. 3. Parasitos adultos.

En el criocorte del parasito adulto que no recttidamiento se observa que la tubulina, segun
el marcaje fluorescente, esta asociada a la saigedel tegumento parasitario, a diferencia del
parénquima tisular en que casi no se encuentraajpditaorescenteHig. 20A). A diferencia del
marcaje para la tubulina, como se ve en la figO, 2as fibras musculares que contienen miosina
se revelaron fluorescentemente y se observa dbeeen el que se distribuyen dentro del tejido
parasitario. También como en el caso de la tubuley marca fluorescente relacionada con
miosina en la superficie del tegumento y por deldajomismo, se observa el marcaje fluorescente
de fibras musculares de diferentes longitudes.itailolicion de las fibras en el parénquima parece

27



RESULTADOS Y ANALISIS

estar asociada a un patron de marcaje fluoresqeetéda la impresion que estas fibras se presentan
a lo largo del parénquima tisular. Se encontré,lpaisto en la figura 20C, que hay colocalizacién
de miosina y tubulina por el color amarillo fluazeate que se produce por la superposicion de los
marcadores fluorescentes asociados a estas pmteSoip en la superficie del tegumento se
presenta tal colocalizacién de proteinas del dioeleto, ya que en el resto del parénquima tisular
se encuentra Unicamente a fibras musculares quiemen miosina, asi como los nicleos celulares
que tienen una distribucion definida en la regiérotservacion y que parecen encontrarse en forma
de cumulos. Segun la observacién del tejido parésimediante DIC (Fig. 20D) el tejido esta
homogéneo y presenta ciertos plegamientos que spomden con lo visto en la superficie
tegumentaria marcada fluorescentemente y con lygse habia observado en la figura 14Da
visién detallada del tejido sin marcaje fluoresegmermite identificar las fibras musculares a las
gue se asociaria el marcaje fluorescente de micassi@omo la region del tejido que contiene a la
tubulina. Debido a la distribucion de las fibrasseulares que contienen a la miosina, cabria la
posibilidad de que ellas también presentaran atlazafilamentosa, las cuales también se desplazan
a lo largo del parénquima tisular. La asociacioiadmiosina y la actina en las fibras musculares
podria estar relacionada con las necesidades quentilos tejidos parasitarios para efectuar
movimientos de contraccién y relajacion muscular.cdolocalizacion de la tubulina y la miosina
podria estar asociada a las necesidades que fieeide de estos parasitos para internalizar
nutrientes, mediante vesiculas que se desplazaitaegb de los microtibulos o bien a lo largo de
filamentos actina y que utilizan a la miosina lim@motor bioldgico.

A diferencia de lo mostrado en la figura, 20 tejido de un parasito adulto tratado con NTZ,
como se muestra en la imagen vista por DIC (Fi)2&sta demasiado alterado: el ancho del
gusano ha disminuido, el tejido no es continuo ya parecen existir regiones en los que se pierde
parte del tejido y parece dividir al parasito. Eregumento hay cambios en la textura del tejido
parasitario ya que de una morfologia lisa contidahtejido parasitario control, la textura del
parasito tratado es rugosa, tiene varios plegaosede corto rango que dan la apariencia de
rugosidad. En el caso del marcaje para tubulinaaligue en el tejido del parasito control, se
encontrd que la fluorescencia es intensa en larfitipgegumentaria y que esta no se presenta de
forma significativa en el resto del tejido (Fig.A1En el caso del marcaje fluorescente para la
miosina, como en el caso del tejido del parasitotroh se le encontré6 en la superficie
tegumentaria, aunque también se le observa erré@hguama. Sin embargo, luego del tratamiento
con NTZ, las fibras gruesas y largas encontradasl égjido parenquimatoso del parasito control
(Fig. 20B) ya no se observan en los tejidos dedgtar tratado. Lo que pudiera corresponder a las
fibras musculares marcadas fluorescentemente gaevpresentan una longitud corta y son gruesas
(Fig. 21B). De la misma manera que en el invaginadoencontré que en el parasito adulto hay
colocalizacion de la miosina y la tubulina a nidell tegumento parasitario. Los nlcleos estan
asociados a las fibras musculares que contienann@dsina (Fig. 21C). Probablemente, la NTZ
tiene accion a nivel del tegumento y afecta lauesidracion de las fibras musculares. Nuevamente,
tales observaciones son un indicativo de que &aiton de la distribucion de las proteinas del
citoesqueleto en estudio produce alteraciones gpercuten en los procesos de absorcion y
excrecion del parasito y, ademas, los efectosflagare en la pérdida de movimientos musculares
de los gusanos.

8. 2. 2. 4. Distribucion en tegumento

Segln como se muestra en_la tahlgp&ece haber una distribucién distinta entre imioy
tubulina a nivel de la PV de los diferentes estdie vida del. solium; aparentemente, también
para el caso de los nucleos celulares, se enconadistribucion diferencial entre los diferentes
tejidos.

En el caso de cisticercos que no recibieron traatmialguno, parece que la tubulina presenta
una distribucién tisular semejante a lo que se mast la_tabla 2la marca fluorescente tiene una
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alta concentracién a nivel del tegumento sincicialientras que, en menor cantidad de
fluorescencia, se encontrd en el resto de la PMaHEnisma figura, para el caso de los tejidos del
cisticerco que recibio tratamiento con NTZ, se etr@oque la cantidad de fluorescencia asociada a
la tubulina disminuy6é dramaticamente en comparacidm lo observado con el parasito que no
recibié tratamiento. En este caso, da la impresjda los parasitos debido al tratamiento que
recibieron perdieron su tegumento marcado fluorgecgente en el tejido del parasito control,
observacion que podria estar soportada en lo queceaser la pérdida de la superficie del
tegumento al observarse el tejido desgarrado. Bntolwa la miosina, la marca rodaminada asociada
al reconocimiento de los anticuerpos fluoresceséesindarios, se encontré con menor intensidad
en el tejido del parasito control, a diferencia gtatado con NTZ en donde no sélo aumento la
intensidad de la marca fluorescente, sino que g&mbéarece que hubo un incremento en el nimero
de fibras musculares que se localizan en estarréigidar de los parasitos. Las fibras musculages s
encontraron mas empacadas, con grandes cantidadegle nlcleos como de penachos ciliares de
CF que se distinguieron por su fluorescencia vasbeiada a tubulina. El posible desprendimiento,
luego del tratamiento con NTZ, también estd sodort@or observaciones de microscopia
electronica de barrido, en donde se encontré qgegoludel tratamiento los parasitos sufren
desprendimiento de porciones de sus tejidos a devi PV y del tegumento mas especificamente.

En el caso del tejido del cisticerco evaginado rmbnse encontré6 que la marca fluorescente
asociada con la miosina aparentemente colocalizapda tubulina. A diferencia de los cisticercos
control, en este estadio de desarrollo hay un atarem el nimero de nulcleos celulares, los que
aparentemente estan en vecindad con el tegumerasitpgo. Luego del tratamiento con NTZ, en
una imagen adquirida de una zona cercana al cdellparasito, el tegumento aparentemente se
observa mas grueso, la marca fluorescente se dreusas compactada, pero parece que en el
tejido se ha dado una pérdida del marcaje fluordsagicamente asociado a fibras musculares y lo
cual es aparentemente diferente de lo que sucedifacubulina, la cual en los parasitos tratados,
parece que se incrementd en intensidad de maré@aja@o del tegumento parasitario y por debajo
de la zona marcada fluorescentemente y asociadasinga y que coteja con lo visto en la tabla 2
donde el tegumento presenta una gran cantidadbddirta en los cisticercos evaginados tratados
con NTZ. Una posible explicacién de la forma en tagproteinas del citoesqueleto en estudio
tuvieron un cambio en su distribucion tisular, padieberse a que los tejidos de los cisticercos
intentan eliminar el posible efecto de la accidhfélenaco debido al aumento de procesos como la
secrecion de sustancias téxicas mediante el tr&Bsicular del tegumento que necesariamente
depende de la tubulina en esa zona de los pard&itaamento en la intensidad de la fluorescencia
asociada a la miosina podria estar relacionado etohecho de que los parasitos requieren
incrementar la fortaleza del trabajo de sus fibnasculares.

A diferencia de los estadios parasitarios indicagloeriormente, se encontré que la marca
fluorescente para las proteinas mencionadas hasta rauestra que éstas podrian tener una
distribucién tisular distinta por efecto del tratanto con NTZ. Nuevamente, como en el caso del
cisticerco tratado, se encontré que en el adutado, el tegumento parece estar desprendido de la
PV ya que disminuy6 en intensidad la marca fluaetr asociada a este tejido y que comparada
con el adulto sin tratamiento se observa que de partejido que parece haberse desprendido. De
la misma manera, en cuanto a la marca fluoresesmigiada a miosina para las fibras musculares,
se observé que luego del tratamiento ellas se ottamom en el tejido parasitario. Tales fibras
musculares, en el tejido del parasito tratado piesl distribucion tisular caracteristica y algunas
de ellas cambiaron de tamafio y de direccion. Nuewmssn los cambios de las proteinas del
citoesqueleto que sufrieron en su distribucionldisastan asociados al efecto del tratamiento que
recibieron los parasitos.
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8. 2. 2. 5. Distribucion en cuello

Un criocorte efectuado a nivel del cuello de untigegsco evaginado que no recibio
tratamiento se presenta en_la figurg &2 dicho corte se alcanza a apreciar que elesaldl
parasito ha evaginado desde la vesicula que lceriagt mientras que la porcion cefalica esta
orientada hacia la parte superior de las imagdagsprcion central de ellas muestra al cuello, a
partir del cual se daria origen a la cadena eswobina vez que el parasito hubiera seguido
desarrollandose hacia su estadio adulto bien dié&do. La colocalizaciéon de tubulina, miosina y
los nucleos celulares se presenta con una gamalatesque muestran que en ciertas regiones del
tejido parasitario hubo expresién colocalizadaadeproteinas del citoesqueleto estudiadas, lo cual
se evidencio luego del marcaje fluorescente de cexdade ellas; la parte superior del cuello,
correspondiente ala base del escdlex, se encontntada fluorescentemente para tubulina
(fluorescencia en verde) y aparentemente en egt@ o una mayor intensidad de marcaje que
en el resto del tejido. Sin embargo, al nivel dglimento, se encontrd que la fluorescencia era de
un color parpura lo cual es unindicativo de quebddhwna superposicion de los marcajes
fluorescentes empleados en los presentes esttiida.figura 22B, en donde se muestra la marca
fluorescente de miosina yla iluminacion por DIG& ebserva que el pardsito aln presenta
invaginaciones del tegumento debido a que al mamgatsu fijacién se encontraba en proceso de
elongacion. En esta misma figura, como se obsawéagdluorescencia roja, aunque la miosina esta
expresada en todo el tejido del cuello, se encantis intensa a nivel del tegumento. En la figura
22C, que muestra al tejido parasitario del pardsitado con NTZ, se observa que en comparacion
con la figura 22Alas proteinas del citoesqueleto parecen col@ralie semejante manera; sin
embargo, parece que la marca fluorescente asoaid@aniosina y a la tubulina en el tejido del
parasito tratado con NTZ se incrementa con respatttejido del parasito que no recibid
tratamiento. En la figura 22D, la cual muestra &aa fluorescente de la miosina y su combinacion
con DIC, se observa que una parte importante dielot@sociado al cuello del parasito en
evaginacién aln se encuentra dentro de la paredulggs De la misma manera que en la figura
22B, la miosina se encontré distribuida por todotegido del cuello yla pared vesicular. Sin
embargo, aparentemente, el efecto de la NTZ sevebgee dafio la base del cuello, la cual podria
corresponder al inicio de la incipiente cadenaoegtr. En esta region del tejido parasitario se
encontr6 que parte del tejido se ha perdido y,iprav¥a obtencién de los criocortes del parasio, s
encontré ademas que el parasito no tuvo éxito exdginacion. Por el efecto que generala NTZ en
los tejidos de los parasitos en evaginacion, coemmastré en estas figuras, cabria esperar que el
farmaco produzca alteracion en el desarrollo deplrsisitos con lo que es posible que se logre
evitar su crecimiento y fijacion al intestino detmspedero.

8. 2. 2. 6. Distribucion en parénguima

En la tabla 6se muestran imagenes de colocalizacién de lagipast del citoesqueleto en
estudio dentro del parénquima tisular y se comfaadhstribucion del marcaje fluorescente en los
tres estadios de desarrollo en estudio, tantolpangarasitos controles como para los que recibiero
tratamiento con la NTZ. Se observa que, para @ gdakcisticerco control, la tubulina se encuentra
asociada al contorno del CE asi como en las CFsguencuentran en este tejido. La miosina se
encontrd asociada a fibras musculares cortas gmjaleel tegumento y en asociacién a nucleos
celulares revelados por la tincién con el DAPI. iferktncia de lo que se observa en los tejidos del
cisticerco control, en los del tratado con NTZ seomtré que las fibras musculares con miosina
presentan un patrén difuso en el que parece queaut@aycompactacion de las mismas y por lo
consiguiente la miosina parece encontrarse agti#ingBn el caso de la tubulina, ésta perdié su
distribucién caracteristica en el tegumento y smeimd mezclada, sin colocalizar, con la miosina.
De la misma manera en que se perdié la distribud@tubulina y miosina, los ndcleos celulares
parecen haberse dispersado por todo el tejido gaatjparecer, hubo pérdida de la morfologia
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caracteristica del CE. La redistribucion de la mimsn el tejido parasitario tratado con NTZ se

asocia a lo que ya se habia observado a causaeddidno tratamiento parece provocar que los
tejidos parasitarios se compacten o retraigan yefpporse pierde su morfologia como se observa en
los cortes de los tejidos de parasitos que noisgoip tratamiento.

En el caso del tejido del cisticerco evaginado robrge observa que, a nivel del CE, hay
colocalizacion de miosina y tubulina en el contodebtejido parasitario y, en el caso de tubulina,
junto con la tincion de los nucleos celulares, ls®eova que se asocia con las CF como las indicadas
con flechas. A diferencia de lo que se observal égjido del cisticerco control, en el del tratado
con NTZ, el CE y en la zona del parénquima los englcelulares estan integrados a las fibras
musculares marcadas fluorescentemente para mipgiasi no se observa el marcaje fluorescente
asociado a la tubulina de manera semejante a len@mo para el tejido del cisticerco. Una vez
mas, luego del tratamiento de los parasitos coNTd ello produce que se pierda el marcaje
fluorescente de las CF, al menos como se les absargus respectivos controles.

A nivel de los tejidos del parasito adulto que ecibid tratamiento se observa la colocalizacion
de los tres marcajes fluorescentes; como se vasdiglras la distribucion de los nacleos celulares
la miosina y la tubulina aparentemente esta acaddemorfologia de este tipo de tejido; mientras
gue la tubulina se distribuye hacia los extremdstegjalo, la miosina esta localizada en fibras
musculares que corren a lo largo del parénquimantye etales fibras se observa el marcaje
fluorescente correspondiente a los nicleos cehilda la imagen del tejido parasitario que no
recibi6 tratamiento se observa que las fibras niasesi estan empacadas en grupos de dos o tres
haces de fibras y tales grupos estan localizadosmalistancia definida entre uno y otro dentro del
parénquima. Sin embargo, luego del tratamientoNeba, se observa que hubo un aumento en los
grupos de fibras musculares y éstas disminuyerctamafio, hubo compactacion de los nucleos
celulares y parece que se perdi6 una parte imgeridel marcaje fluorescente de la tubulina.
Observaciones semejantes se obtuvieron y desaribpara la figura 21B, en donde se describid el
acortamiento de las fibras musculares. Como secdngara la actina filamentosa, luego del
tratamiento del parasito adulto (Fig.)15e encontr6 que también hubo una reduccion de la
intensidad de la marca fluorescente en las fibnascoiares que la contenian. La disminucién en la
cantidad de fibras musculares en las que se emaneanto la actina como la miosina es un claro
indicativo de que los parasitos han perdido la cidpa de realizar movimiento muscular y con ello
perdieron la capacidad de establecerse eficientendentro del lumen intestinal de su hospedero.

8. 2. 2. 7. Distribucion en tubulos

En la figura 23Ase muestra, luego de un acercamiento con el wbjdgé 60x, a los tdbulos
protonefridiales revelados por los marcajes flumeates empleados: a nivel de la capa germinal,
con vecindad al CE, se encontrd una gran cantidadFdmarcadas fluorescentemente para tubulina
en sus penachos ciliares, mientras que los tulutsnefridiales se observan con un centro libre
de marcaje fluorescente alguno. En la figura 23%respondiente al tejido del cisticerco control,
los tabulos protonefridiales se muestran con umeiéo aproximado de 20 micras y de formas
ovaladas o redondas. En el caso de los tejidos thatmmiento con NTZ, se observaron tabulos
protonefridiales sélo que éstos tenian un mayomelito, mas ovalados y, en algunos casos, se
encontraron fusionados entre ellos. En todos Isesabservados para la presencia de los ductos
protonefridiales se encontr6 que éstos estabanadssca las CF, las cuales se marcaron en su
penacho ciliar con el marcador fluorescente patadalina.

Las figuras 23C y Dcorrespondientes a los tejidos de los cisticeesaginados, se obtuvieron
mediante aumentos de 100x y de 60x con un aumegitaldle 5x respectivamente. Se observa que
el tibulo protonefridial de 20 um y redondo, estdeado de células flama (Fig. 23A) que se ven
mejor a un mayor aumento como el que se muestefegura 23C. En la figura 23D se nota que el
patron de distribucién de la tubulina por su mardhjorescente no presenta a las CF asociadas a
los tabulos y lo cual es otro indicativo de quératamiento dafia la estructuracién morfologica de
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las CF. Nuevamente, el tratamiento de los pardsitws la NTZ produce que el tejido sufra
alteraciones en las que hay una compactacion seladridejido parasitario y que los tubulos
protonefridiales se asocien unos a otros junto ncompactacion del tejido parasitario.
Nuevamente, con la alteracion del tejido parasitaor administracion de la NTZ a los parasitos se
refleja el envenenamiento que podrian sufrir laggtos al perder la funcionalidad de su sistema
de excrecién en donde las CF son las estructurasmpirtantes para llevar a cabo la filtracion de
lo que ello implica.

8. 2. 2. 8. Distribucién en ventosas

Como se presentd en la tabla éh la_tabla 7se muestra una comparacién del marcaje
fluorescente entre ventosas de distintos parésitolas cuales se hizo el marcaje para tubulina
(fluorescencia verde), miosina Il (fluorescencim)yy para los nucleos celulares (fluorescencia en
azul). En el cisticerco control, debido al nivel derte obtenido, la ventosa se aprecia incompleta;
aparentemente, segun el corte, hacia el centra dentosa se observa su fondo. La distribucion de
la tubulina en el corte se orienta al interior al@dntosa, mientras que hacia el exterior se efreuen
el marcaje fluorescente para la miosina; los néctaulares se encuentran en la interfase de las
fibras musculares que contienen a la miosina,ambda regién en la que se encuentra la tubulina.
En esta misma imagen, las fibras musculares quénen a la miosina estan distribuidas de forma
paralela a la marca correspondiente a la tubulomaun aparente sentido que va del fondo de la
ventosa hacia su exterior. A diferencia de la iistion de las proteinas del citoesqueleto
indicadas, en el caso de la ventosa del parasitadw con NTZ, en este tejido hubo una pobre
expresion de tubulina y las pocas fibras musculauescontenian a la miosina se les encontrd con
un menor tamario; pareciera que la ventosa ha ka&tada morfologicamente, de tal suerte que se
observa como si hubiese sido rasgada. En el casosd&icleos celulares, éstos se encontraron
hacia el exterior de las ventosas y no hacia etre@ethe ellas como se vio en ausencia del
tratamiento.

Aunque en el caso de los tejidos del cisticercajigaao control no se puede observar en el
interior de sus ventosas, hubo imagenes que moagpigmestas ventosas presentan la forma clasica
con que se les ha descrito en estos par&sit@smarca fluorescente asociada a miosina se #icon
sobre fibras musculares cortas y dispuestas derengne le dan forma a los labios de la ventosa,
mientras que la marca fluorescente asociada aimabyl a los nucleos celulares se encontré
insertada entre las fibras musculares. No hubocabi@acion con la miosina segun se vio en las
imagenes. En el caso del cisticerco evaginadodivatan NTZ, las ventosas sufrieron alteraciones
morfologicas en las que se les encontré con un n@igmetro de apertura, una pobre distribucion
de la marca fluorescente asociada a tubulinajdassf musculares con miosina se encontraron con
un menor tamafio y los nucleos celulares se encontiasertados en los labios de las ventosas.
Aparentemente, como se observa en las fibras naussiéstas se encontraron con una distribucion
diferente a lo visto en la ventosa del cisticenge go recibié tratamiento.

El hecho de haber encontrado tanto miosina comimaaen las fibras musculares de las
ventosas de los parasitos, es un indicativo desguesociacion esta relacionada con las funciones
de contraccion y relajacion que estos érganosjdeidn efectian en los parasitos. Debido a que
bajo el tratamiento con la NTZ las ventosas peodiasiu morfologia clasica y la distribucion de sus
proteinas del citoesqueleto, como se observl paradntosas de los parasitos que no recibieron
tratamiento, ello es un indicativo de que el tragsmo podria haber producido que los parésitos no
tuvieran efectividad en su anclaje al intestinmy ello que esta pueda ser una forma de accién del
farmaco para favorecer el tratamiento de las ind@es intestinales que producen estos parasitos en
su hospedero.
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8. 3. Reconstruccion en tercera dimensién

Luego de la adquisicion de las imagenes medianteoebscopio confocal, con un enfoque a lo
que se presento6 al nivel de las CF, los cortesimliie en Z se procesaron para su reconstruccion en
3D como se muestra en la figura. 2&s reconstrucciones obtenidas mediante el progrde
computo del equipo de microscopia confocal permoitie hacer observaciones de las
reconstrucciones en diferentes angulos y posiciobas figuras 25A y Dcorresponden a lo
observado por delante y por detrds de las imagendaanto que las 25B y C muestran una rotacién
de la imagen y se observa de perfil. Como se ohsemvdichas imagenes, la hebilla de actina
parece envolver al penacho de cilios marcado fhommtemente para tubulina y, en el caso de los
ndcleos celulares correspondientes a las CF, &sosncontraron que aparentemente estan a
diferentes profundidades del tejido.

AuUn cuando se puede observar en las reconstruscginele las imagenes que se logra apreciar
la distribucion de las proteinas del citoesquedet@studio, la resolucién del programa de computo
no es suficiente para lograr una mejor definicggor, ello hubo necesidad de buscar una forma que
permitiera una mejor visualizacion. Para esto serr® a la reconstruccion de imagenes que
ofreci6 el programa AMIRA de la sala Ixtli de la BGA-UNAM. Con este sistema se encontrg
gue no s6lo hubo una mejor reconstruccion, sinosgupudo efectuar una inmersién virtual en el
modelo creado, ya que la imagen pudo visualizanséiferentes planos, con volumen y color
artificiales como se muestra en_la figura E@ dicha figura se observa cémo el penacho dsscil
en color verde, esta rodeado de la hebilla deaetincolor rojo, mientras que en azul se presentan
a los nucleos vy, todo el resto del tejido (el pgqoéma tisular) en el que estan inmersas las CF
reconstruidas se presenta con un color beige. hsasreaciones en 3D de esta figura muestran que
el parénquima no es homogéneo ya que esta disperestoma de relieve en el que se alcanza a
observar que las CF estan incrustadas dentro deciespen los tejidos de los parasitos. Estas
observaciones se presentaron muy claras duranteet@mstrucciones hechas en la sala de
visualizacion IXTLI.

Luego de la observacién de la reconstruccién dedBsy su incrustacion en el tejido
parasitario, se procedié a seccionar transversaditaies imagenes virtuales con la finalidad de
observar de qué manera se podria hallar la distdbiespacial de la tubulina y la actina a nivel de
las CF como se muestra en la serie de imagenesnpaidsas en la figura 2En estas imagenes se
busc6 segmentar a la CF desde la base de su pewdino(figura A) hasta la porcién
correspondiente a la mitad, al nivel de la helifaactina (figura F). Mientras que en la figura 27A
se ve claramente que la actina forma una hebilllm @andado perfectos alrededor del penacho
ciliar, se le observa que se extiende desde la @glspenacho hasta su parte distal. Cuando se
realiza el seccionamiento como se indicé (Figuias 2 la E) se observa que la hebilla de actina
desaparece hacia el centro del corte de la CFoyqétda una parte de ella en los costados del
penacho y luego, hacia la parte inferior con didetbacia el nicleo, se preserva como si fuera una
capa protectora. En la figura 27F, seccidon queesponde a lo que podria considerarse como la
parte media del penacho, se observa que la aginawsnula nuevamente y esta seccién se podria
considerar como el sitio en el que se limita aglailla 0 candado de actina.

El seccionamiento virtual que se aplico a las Gfemstruidas permitidé observar la forma en
gue la hebilla de actina estaba estructurada etidiurdel penacho ciliar de las CF. Segun las
observaciones, la hebilla de actina parece seestmactura completa que se encuentra incrustada
en el interior del penacho. Estas observacionesuesdan con las obtenidas por Valverde-fslas
quien describi6 y propuso que la hebilla de aati@atiene en su sitio al penacho de cilios con la
finalidad de permitir los movimientos de los cilipara dar direcciéon al movimiento de los fluidos
en los que estan incluidas las sustancias de édwarée los parasitos.

Luego de haber hecho las reconstrucciones tridiimesies de las CF del cisticerco evaginado
en ausencia de tratamiento con NTZ, se decidi@apla misma estrategia computacional para las
CF de un cisticerco tratado con NTZ. Segun lo dbiterel seccionamiento en Z se hizo a un total
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de 14 cortes de los cuales la imagen final se mauestla figura 28Como se observa en la imagen,
aparentemente el tratamiento con NTZ produjo laseon de la hebilla de actina de la CF, de la
gue aun se observa completo el penacho ciliar yjaelparece también estar separado el nucleo.
Las marcas fluorescentes rojas podrian correspcandas hebillas de actina de diferentes CF,
mientras que los penachos ciliares parecen tenadalyazamiento en su forma en comparacion
con los observados en la imagen de las CF det@isb que no recibié tratamiento. Como en la
figura 24 se hizo una reconstruccion tridimensional quansestra en la_figura 2%egun la
imagen, uno de los nulcleos esta incrustado a un@rmmofundidad del tejido, mientras que
aparentemente la actina, la tubulina y el nlcleouda CF se encuentran al mismo nivel de
profundidad, sélo que parece que se encuentranaskEzade acuerdo a la imagen obtenida. Luego,
como lo que se hizo para las figuras 287, se procedié a la reconstruccion y seccionamiento
computacional de las imagenes como se muestra figula 30 Las imagenes obtenidas bajo
distintos planos corresponden: en A, desde la rafgdor de las CF. En B, desde una vista lateral
de la parte superior o frontal. En C y D, desdenisma cara so6lo que en diferentes posiciones.
Como se observoé en tales imagenes y su compare@iolas obtenidas en las figurasy229, hay
pérdida de la estructuracion de las CF ya que hajesarreglo de las estructuras del citoesqueleto
en estudio. Segun lo que se observa en las imagerigy D de la figura 30os penachos ciliares
presentan un hueco que presumiblemente correspandesitio en el que estaria integrada la
hebilla de actina, la cual ha perdido toda su foynsa ha desprendido de la célula. La actina se ve
totalmente disgregada.

Las comparaciones de las CF en ausencia (A) oemempeia de la NTZ (B) se muestran en la
figura 31 como se indic6 para la figura anterior, la acpeadié su forma, se separé de las CF y
aparentemente ello produjo un cambio en la morfalog dichas células. En el caso de las CF en
ausencia del tratamiento, se encontr6 que la fderla célula es la clasica reportada

Segun las imagenes de reconstruccién tridimensidaahictina o alguna de sus proteinas
asociadas podrian ser blancos de ataque de la NOZ penachos ciliares se ven alterados por la
pérdida de la hebilla de actina. En las imagenéginates obtenidas mediante la microscopia
confocal, se observd que una parte importante dereSHIt6 afectada por el tratamiento, sin
embargo, algunas otras no fueron afectadas padirelato. Sin embargo, aquellas células que
resultan afectadas parecen haber perdido su estciéin y ello les ha provocado la separacion de
los penachos de tubulina de sus cuerpos celul@sasihles podrian estar unidos a ellos mediante la
hebilla de actina.
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Con los resultados del presente trabajo se ha adosior el empleo de la microscopia de
fluorescencia, tanto de epifluorescencia como aatfola forma en que las proteinas del
citoesqueleto estudiadas se localizan en los tejiddos parasitos (Figuras 7-23), ademas de como
se distribuyen de acuerdo a las diversas etapadedarrollo deT. solium (Tablas 2-7); la
combinacién de la observacion de la fluorescenuigida por los marcadores empleados y el uso
de la técnica de Nomarsky (DIC) fueron estrategises permitieron determinar la distribucién de
dichas proteinas en el tejido (Figuras 10-22). €am observo, la ventaja de haber empleado la
microscopia de fluorescencia es que hubo la paklilde hacer la observacién, en un mismo
instante, de diferentes marcadores fluorescenteslemismo tejido y ello revelé que en
determinados momentos las proteinas del citoedquadesentan una colocalizacion (figuras 9-22,
C) o bien, que se encuentran distribuidas en difesdlugares de los tejidos parasitarios estudiados
(figuras 9-22, Ay B) y lo cual es una de las viaganaximas que produce el uso de esta tecnologia
de observacion como ha sido establetido

De las proteinas del citoesqueleto estudiadasctinaafilamentosa revelada por la faloidina
rodaminada se encontré presente en todos los gejidm todas las fases parasitarias, lo cual ya
habia sido evidenciado en la fase larvAriSe encontré que en los cisticercos, esta protstia
principalmente expresada en fibras musculares zena del tejido subtegumentario (figuras 10-15,
B), en los bordes del canal espiral y las ventdshgscolex (figuras 10-13) y a nivel de las célula
flama (tabla 4). Por lo observado, la actina F res proteina de amplia distribucién tisular&n
solium, lo cual es un indicativo que esta proteina esoitapte para la estructuracion tisular de
estos parasitos y que ello podria tener importaenida sobrevivencia de los parasitos en sus
hospedercd * La actina en su forma filamentosa, aparte dedbrinas caracteristicas de
estructuracién de las células, tiene un papel aaleven su fisiologia, como el servir como puente
de union de proteinas del metabolismo como laa déutdlisis, la formacién de nuevas estructuras
celulares como las gemaciones en hongos, el trekespe RNA mensajero durante la sintesis de
proteinas, el trafico vesicular en el interior de télulas durante los procesos de endocitosis y
exocitosi€®. Por ello, en la actualidad existen determinadastascias quimicas que se ha
encontrado tienen efecto especifico en la poliraei@n de la actirfdy lo cual se ha establecido
podria servir como base del desarrollo de farmariparasitarios especificos para este tipo de
organismo¥. En los presentes estudios, se encontré que lathékZun efecto aparente al nivel de
la estructuracion de la actina filamentosa (fig@atl, 13 y 15, B; tablas 2-4), lo cual podriawser
indicativo de que esta sustancia quimica tambiéctafal citoesqueleto de actina; no existe
certidumbre del mecanismo de accion de la NTZ, ger@ostula que actda por inhibicién de la
funcionalidad de la piruvato ferredoxina oxido-reisa (una enzima del metabolismo celular). Si
la NTZ altera la estructuracion de la actina Ftp &5 necesaria para la estabilidad y funcionalidad
de las enzimas del metabolismo celular, cabriaokibpidad de que la NTZ, cuando altera la
estabilidad de la actina F, produzca una alteragidirecta de la funcionalidad de la enzima
mencionada. Ademas, se asegura que otras enzinhasedabolismo anaerobio podrian ser
afectadas por NTZ, y en ambos casos, el dafio sobre actina podea @sivocando el efecto en
todo este grupo de enzimas. En el laboratorio se dlstenido evidencias experimentales
adicionales, no presentadas en este trabajo exg@dinen las que por microscopia electrénica de
barrido se encontré que los tejidosTdeolium resultaron alterados en su estructura por el@fiet
la NTZ y los filamentos de actina estuvieron aptmewnte involucrados (Ferrer A, datos no
publicados).

En el caso de la miosina Il, revelada por el marcan los anticuerpos anti-miosina @e
solium, se encontr6 que esta proteina al igual que lmaaé estuvo localizada en las fibras
musculares de los tejidos ya mencionados (figuBa3l tablas 5 y 6). No se hicieron experimentos
de colocalizacion de estas dos proteinas, pero sarsaencontraron principalmente en fibras
musculares como también ya se habia dedtriasi como se les encontré en diferentes estadios
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parasitarios como habia sido demostrado en ex$raEcasitarios muscularés® De la misma
manera que en la distribucion y la funciéon de lanacF, la miosina Il muscular podria estar
involucrada en importantes funciones celulares ake parasitos que se requieren para su
sobrevivencia en sus hospederos y, por lo consitpjigoodria ser una proteina blanco para el
desarrollo de farmacts

El marcaje fluorescente de la tubulimanostré que esta proteina tiene una amplia distidou
en todos los tejidos parasitarios y, aparenteméantghién se le encontrd colocalizando junto a las
fibras musculares que contenian tanto actina comsima (figuras 9-23). Sin embargo, no siempre
se le encontrd a nivel de fibras musculares. Aursguia necesario el continuar con la deteccién de
la tubulinae. en los tejidos de los parasitos™esolium, principalmente para definir si se encuentra
esta proteina en fibras musculares, la distribuqgid® se le encontré en los tejidos parasitarios es
algo nuevo para este tipo de parasitos ya que ha sescrito nada al respecto en la literatura. De
acuerdo a lo visto en la literatura, la importardgaestablecer la distribucion de la tubulina en lo
parasitos muestra que esta proteina es esencialgsaparasitos en lo referente a su sobrevivencia
en sus hospederos, asi como a la patogenia quacgro@n ellos. Esta proteina, al igual que la
actina y la miosina, por ser una proteina del sgaeleto se presenta como un excelente blanco de
accion farmacolégica como lo muestra el emplecadadicos antiparasitarios de amplia accion que
afectan la estructuracion de la tubulina como eraslo de los derivados de la molécula del
bencimidazct ¥ por lo que es necesario continuar con los estud caracterizacion de las
proteinas del citoesqueleto de estos parasitosguga se ha encontrado que estas presentan
isoformas de las proteinas especificas de losifmsasde su estadio de desarr8licEl marcaje
fluorescente mas importante de tubulina se encamtnivel del tegumento de los tres estadios
parasitarios analizados. Sin embargo, también sndentr6 de manera importante a nivel del
parénquima tisular, especificamente en el canalakspen las ventosas del escélex invaginado. Sin
embargo, por las imagenes obtenidas por el micpisomonfocal (figuras 14, 15, 20 y 21) se
encontré que en el estadio adulto aparentementeuhaymenor expresion de la tubulina en
comparacién con los otros estadios parasitariosdiestos. El que se haya encontrado una
importante expresién de tubulina en el tegumentiipastar en relacién con lo que se conoce para
los cisticercos del. crassiceps en los cuales se establecid que a este nivek elflectian un
dinamico e intenso trafico vesicular, el cual sagqente incluye tanto a procesos de endocitosis
como de exocitosis que van desde la superficiesppana al tejido laxo o el parénquima tisular y
vicevers&. El tratamiento con farmacos derivados del berdamol altera de manera importante
dicho tréafico vesicular, también en cisticercosTderassiceps?® y seguramente esto motiva que los
parasitos sean dafiados por el hospedero y pieadeaphcidad de sobrevivir en ellos porque no
logran obtener nutrientes ni logran sacar los prmgutoxicos. La tubulina-también se encontré
en otras regiones de los tejidos parasitarios glides destaca su presencia a nivel de las células
flama, especificamente en lo que se refiere alqhende cilios como ya se habia reporfadn
este sitio, se encontrd que la tubulina esta Histta desde la hebilla de actina y se encuentra al
interior de los cilios (tabla 4), pero nunca sebiservo al interior del cuerpo celular de taleslesl
Como se indico para el papel bioldgico de la tutaylen el caso de los parasitos, cualquier estado
que altere su dinamica o estabilizacion produceb@asrimportantes en las células u organismos,
motivo por el cual les puede conducir a sufrir daifieeversibles, e incluso su muerte.

La utilidad del DAPI como marcador fluorescenteniéit identificar los nicleos celulares en
las diferentes capas de los tejidos parasitaridegddiferentes estadios de desarrollo estudiamos;
encontrd, como se ha publicado al respegt® una parte importante de células se encuepdran
debajo del tegumento en la capa germinal y queasan a diferentes tipos de células como las de
fibras musculares, subtegumentarias y células fl&egun observaciones realizadas con DAPI al
maximo aumento del microscopio confocal empleafa)(§ con aumentos digitales que van desde
los 5x hasta los 9x, se observé que los nucleosextimdos con diametros aproximados de 4 pmy
segun el marcaje fluorescente son densos y conp@étp 24; tabla 4). A diferencia de los nucleos
de parasitos que no fueron tratados con NTZ, sengmc que en aquellos en que si hubo
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tratamiento, los nucleos perdieron sus caractemistmorfolégicas ya que se vieron difusos, de
tamario variable, perdieron su forma redonda clasiEagregaron en el tejido y se encontraron en
mayor cantidad en los campos observados (figuragd 3,115, 17, 19, 21; tabla 4). Es posible que
debido al efecto del farmaco en los tejidos deplgsitos, se haya producido una compactacién del
tejido que hizo que las células se aglomeraraney suobservé mas notoriamente en la pared
vesicular de los cisticercos y de los cisticero@g@ados. En los parasitos adultos, aparentemente,
no hubo una agregacién tan marcada de los nuctaus se observé en los metacéstodos. Los
ndcleos observados, luego de las reconstruccioidémensionales, permitieron dar una idea de la
disposicién espacial de las células, lo cual pérdiefinir qué tanto dafio se presentd en las cglula
luego del tratamiento con la NTZ.

Luego de la obtencién de las imagenes mediantecebsgopio confocal, éstas se editaron de
manera que se las pudiera observar en cuanto iatsbution en tercera dimension. Sin embargo,
aun cuando la resolucién de tales reconstruccionepermite ver las imagenes con un mayor
aumento ni permite mejorar la definicién de lasgeries, se pudo observar que la distribucion de la
marca fluorescente también se presenta en un pkpaxial (figuras 25 y 29). Estos problemas de
reconstruccion se lograron sobrellevar cuandonteégénes se procesaron mediante el programa de
computo AMIRA y las observaciones se efectuarofaesala IXTLI. Con tal programa no sélo se
hicieron mejores observaciones, sino que se logronar la nitidez de las imagenes y lograr la
reconstruccién completa de las células flama paraetaje fluorescente de sus nucleos, de actina 'y
tubulina. No se hicieron reconstrucciones con l@rcajes fluorescentes para la miosina. Los
resultados obtenidos permitieron establecer la doen que se distribuyen las proteinas del
citoesqueleto en estudio en las células flama yetlm corroborar lo que se habia obtenido al
respecto para cisticercos Tesolium®; en los presentes resultados se encontrd quéldina esta
asociada a los cilios de las células, los cualesstran una forma ovalada y alargada (figura 26),
envueltos de forma semejante por la hebilla deadti marcada fluorescentemente con rodamina y
asociados a nucleos tefiidos por DAPI. Segun lagan&s en 3-D, los nlcleos pueden estar en el
mismo plano del penacho ciliar o bien, pueden estayectados en un plano perpendicular,
incrustados en el parénquima tisular. Las inmeesogue se hicieron en las reconstrucciones
tridimensionales, en diferentes planos de obseimagiig. 27), mostraron que las CF estan al
interior de un espacio que les ofrece la matrigrgticial en la que se encuentran incrustadas, v,
aparentemente, se encontré que las CF estan amadco en conexion con ductos relacionados
con el sistema protonefridial de los cisticercosneose ha descrito para otros invertebrados
Gracias a la reconstruccion que se realizd parebosajes fluorescentes, las imagenes de la CF se
seccionaron mediante el programa AMIRA (figura 28e lograron obtener observaciones de la
distribucién de la marca fluorescente al interi@ lds células en diferentes niveles: de las
observaciones obtenidas, se encontré que la helkilkctina filamentosa esta incrustada al interior
del penacho de cilios y, aparentemente, la forméadecrustacién permite que el cuerpo celular
esté anclado o unido al penacho ciliar. Es posjotela funciéon de la hebilla de actina en las CF no
s6lo sea para estructurar el soporte de uniénud®po celular y el penacho ciliar, sino que esta
hebilla podria tener un papel importante en lo$rigeanos de contraccion que estas células realizan
al eliminar o seleccionar las sustancias que pasdravés de ellas con la finalidad de ser
redistribuidas al interior de los parasitos o bjgara la eliminacion de los mismos. Observaciones
adicionales que se han obtenido en el laboratdumnte los marcajes fluorescentes con miosina,
han mostrado que a nivel de la hebilla de actiyapnesencia de la miosina Il, lo cual habla de la
presencia de un sistema de acto-miosina cuya fampxidria estar relacionada con los movimientos
de contraccién o movimientos celulares que ested@células podrian requerir y que también ya
se ha establecido que podria darse en célulasaee;

El papel importante que la estructuracion de linadilamentosa juega en las células flama
podria ser ejemplificado con el efecto encontrad@sta proteina de los parasitos tratados con la
NTZ. Segun las observaciones mediante 3-D, laastnsepara de las CF y ello produce la pérdida
de su estructura clasica, asi como la separaciopeti@cho ciliar del cuerpo celular. Se observé
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que de todas las CF, el penacho ciliar fue la Oedtaictura celular que aparentemente se mantuvo
intacta luego del tratamiento con NTZ, por lo gabréa la posibilidad de que uno de los efectos de
la accién de la NTZ sea a nivel de la actina Fprdéeinas asociadas a actina o bien, también, del
sistema acto-miosina. Esta propuesta aparentenuemtizasta con lo descrito para el posible
mecanismo de accion de la NTZ, para la cual serbpupsto que actla a nivel de enzimas del
metabolismo del parasito como la piruvato ferredaxbxido-reductada *’ Si se comprueba la
relaciéon entre actina y esta enzima, la idea deagtiea pueda ser el blanco de NTZ, lo cual, a su
vez, provocaria un efecto sobre dicha enzima, tmdayor validez y aumentaria el conocimiento
gue se tiene del modo de accion de NTZ. Sin embéwgmntrario también es plausible: el hecho
de que NTZ tenga como blanco a la enzima, y ésta, ez, afecte a la actina; es por eso que mas
estudios deben ser hechos para conocer cual ®eiadcion entre NTZ y actina u otra proteina del
citoesqueleto.

La importancia de definir cudl es el efecto de [BZNen parasitos céstodos de importancia
médica comoT. solium es necesaria para la blsqueda de nuevos farméexis/as para el
tratamiento de las enfermedades parasitarias queu@en este tipo de patégenos. Aun en la
actualidad, con los conocimientos actuales y ladiegia que existe para el desarrollo de nuevos
farmacos, se ha puesto poca atencién en el ddsadelfarmacos antiparasitarios que sean muy
efectivos, de facil adquisicién por la poblaciérequadece las enfermedades y que su sintesis y
produccion sea simple y a gran escala. La NTZ ssidera que cumple con todas esas expectativas
y su sintesis se ha basado en un disefio racion@lird®co. Este disefio ha venido mostrando que
la sustancia quimica es efectiva para tratar digeagecciones producidas por agentes pardsitos, asi
como agentes de tipo bacteriano, por lo que pgmexzentan un amplio intervalo de accién. No se
han hecho muchos estudios relacionados al efeedigue la NTZ sobre parasitos céstodos que
afectan al hombre, sin embargo, los pocos estugliesse han hecho indican que este farmaco
podria ser uno de eleccién durante las quimiotasagntiparasitarids?® Sin embargo, para que se
haga un uso racional del farmaco y en el que squaptoda la efectividad que pudiera ofrecer, es
necesario ampliar los estudios concernientes amsoaf de accién y sus blancos farmacol6gicos
reales con lo que podrian encontrarse otras vasafectivas para este tipo de compuestos, ya que
paraddjicamente el farmaco se disefié para aliviiars dipos de afecciones y ha resultado ser
excelente para tratar enfermedades parasitariassds. Con los estudios realizados en el presente
trabajo y otros que se han hecho en el laborateeidja encontrado que la NTZ altera de forma
importante la morfologia de los cisticercos, c&stios evaginados y los parasitos adultosT.de
solium. No se ha determinado si los dafios en los tejidoasitarios se han presentado por efecto
directo o indirecto de la NTZ, pero estos son eviele en la morfologia de los parasitos, sus tejidos
y sus células como las CF, asi como en la estagtur de las proteinas del citoesqueleto
estudiadas. Al respecto valdria la pena evaluafesito de estas sustancias quimicas sobre otras
proteinas del citoesqueleto que podrian estarcg@tido en la acciém vitro de esta sustancia.
Segun lo observado, los dafios méas evidentes smndienivel de la capa germinal en donde hubo
afectacion de estructuras importantes como los ooemies del sistema protonefridial. Esto
seguramente produjo en los parasitos un procesautbenvenenamiento por falta de elementos
para la eliminacién de las sustancias de desecdticagdque producen los mismos parasitos. Asi
también, se encontraron alteraciones en los sistéméijacion de los parasitos adultos, tales como
las ventosas y el rostelo armado, en conjunto téegemento y las fibras musculares asociadas,
con lo que los parasitos no podrian producir infeten sus hospederos y sobrevivir al ambiente
gue éstos les pudieran presentar.

Por lo visto en el presente proyecto, el empletadeicroscopia de fluorescencia, asociada a la
reconstruccion tridimensional mediante la tecn@odé cémputo indicada, es una herramienta
experimental poderosa para visualizar no sélofam#ode estructuracién de los tejidos parasitarios
sino para evaluar la importancia de estructurasnas de las células como el caso de las proteinas
del citoesqueleto y también, para evaluar el efdeteustancias con potencial farmacoldgico en los
parasitos como la NTZ. Aln mas, mediante esta tegfeose pudo visualizar la estructuracion de
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las proteinas del citoesqueleto marcadas fluorémmemte en diferentes estadios de desarrollo de
T. solium. La tecnologia presentada de microscopia y reaxatsdn por 3-D permite, a falta de un
sistema de visualizaciébn a nivel ultraestructun la resolucion que tiene la microscopia
confocal, hacer una aproximacién a este nivel deotestitucion de los tejidos parasitarios y del
efecto que en ellos se produce por la acciéon deaf@os. Ejemplos de esto han sido estudios hechos
sobre la distribucién de vasos y nucleos en eldejiardiact, de la posicién de 6rganos en un
gasteropodt o para ver el dafio sufrido en diferentes regiateshueso cortical. En este caso,
esta técnica sirvi6 para dilucidar la ultraestreectdel sistema protonefridial eh solium y su
componente mas importante, las CF.

Lo obtenido en este trabajo de investigacién, cotmus que se han efectuado en el laboratorio
con estrategias similares, permite ampliar estuctimso lo que se ha hecho para la NTZ. Esto no
solamente puede ser aplicado a lo que se estuthacgatodos de importancia médica como
solium, sino que también se puede extender para otragsisrgos parasitarios o células en general.
La combinacion de las estrategias que se presamfiagincon lo que en el laboratorio se efectia
(tales como microscopia electronica y el emplecaddlisis proteémico) podrian definir cual es el
mecanismo de acciébn de compuestos como la NTZ yegté#n asociados a los cambios que
produjeron en los tejidos de los organismos tratado

Cabe ser mencionado que los efectos que se ermmonfrara la NTZ estuvieron asociados a
exposicionesn vitro del compuesto, en tiempos definidos de maneraranibitcomo los 5 min de
exposicion para el caso de tenias hasta 23-28 Iparaslos cisticercos evaginado y no evaginado,
respectivamente. Sin embargo, adn con estos tiesgescontraron dafios que podrian reflejar el
efecto de la NTZ bajo condiciongsvivo. Por lo consiguiente, es necesario el evaluafeet@ del
compuesto bajo condicionéa vivo en modelos experimentales como la cisticercosisinau
producida por cisticercos de crassiceps para determinar si las alteraciones en los pags@n las
mismas observadas en estos estudios o bien, stdmpios importantes por la fisiologia de los
animales que contienen a los parédsitos. Los efaptesla NTZ podria tener en los parasitos,
podrian tener acciones distintas por la biodispbaéa o biotransformacioén del farmaco en los
organismos tratados y esto podria ser diferentéodg observado. Existe evidencia como lo
obtenido en casos de tratamientosEabbinococcus multilocularis, otro céstodo de importancia
médica, en donde otras concentraciones de NTZ femtado a los parésit’t?so bien, como con
cisticercos dd. crassiceps™®, en donde una concentracién de 0.06 pg/mL fueisuate para alterar
de manera notable la capa germinal de los parasitoembargo en estos estudios, el efecto del
compuesto quimico se observé hasta los 11 dias@eniento. No obstante, es urgente evaluar la
concentracion de la NTZ ideal, que afecte a lofigitrs debido a que se tiene que evitar la
presencia de efectos secundarios importantes peoale este farmatfo
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Fig. 1. Corte macroscépico de un cisticedmTaenia solium. A. Esquema del corte transversal, B. Esquema de la
ultraestructura del corte. C. Microfotografia tomalkl microscopio electrénico de barrido que madstultraestructura

de Taenia solium (arriba, el tegumento; en el centro los tubulagqrefridiales que contienen células flama). A. adm

de Slaié". B. Tomado de Biodidac, University of Ottawa. @rada por A. Zepeda (Dpto. Biol. Cel. Fac. Med. WA
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Fig. 2. Sistema protonefridial de los platelmintds. Tabulos protonefridiales que terminan en c&ull@ma (Tomado de:
Barne$). B. Esquema de una célula flama y sus componéhtesado de: Walker JC, Anderson TD. 1998. TheyRiiminthes,
Nemertea, Entoprocta and Gnathostomulida en: AndebS (Ed.). Invertebrate Zoology. Oxford UniveysRress, Australia, p.
68.
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Fig. 3. Tenia adulta no gravida, recuperada de infexcion experimental en hamster dorado inmunadsugo. Se
muestra el escélex con el rostelo y su doble codenganchos, las ventosas y el estrébilo conforrpadearias unidades
conocidas como proglétidos (obtenida por: BidlvialiReynoso).
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FIGURAS

Taenia solium
CICLO DE VIDA

La tenia se adhiere

8 la mucosa

del intestino delgado
¥ crece

Cisticercosis en el ser humano

Consumo
Los progl6tidos de huevos
gravidos en condiciones
con huevos insalubres

son expulsados
con las heces

El ser humano
consume la carne
mal cocida

con cisticercos vivos Huevos

Los huevos

Los cisticercos
s6 establecen
n misculos

son consumidos
por cerdos

Fig 4. Ciclo de vida d&aenia solium. El ser humano es el hospedero definitivo del girdalbergando la forma adulta
en el intestino. Ahi, ésta forma huevos que somllegpos en las heces, los cuales pueden ser catosupur los cerdos,
los que desarrollaran la forma larvaria (cisticgeo los tejidos musculares. El ciclo se cierrandgael humano consume
la carne de cerdo infectada con los cisticercos guel intestino, evaginan para desarrollar lenfoadulta(Tomado de
Flisser y Pérez-Tamayo, 20065}.
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FIGURAS

I High prevalence (endemic areas)
[E Moderate prevalence

[ Low prevalence (imported cases)

B Endernic areas within USA O

[INo information available /

Fig. 5. Areas con cisticercosis endémica en el mRdente: OMS, 2002).

Fig. 6. Estructura quimica de la nitazoxanida. O&ZNe compone de una benzamida unida en la posicagrupo
acetoliloxi (encerrado en circulo), y en la posicig al 5-nitro-2-tiazolil (encerrado en cuadi)
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FIGURAS

Fig. 7. Criocorte de un cisticerco evaginado mascfidorescentemente para tubulina. La imagen maesdtmarcaje
fluorescente a nivel del tegumento de la parectutssi del parasito que no recibi6 tratamiento yeokesdo a un aumento
de 20x (A) y del parésito tratado con NTZ, a 40% B marcaje fluorescente en los tejidos del paragie no recibié
tratamiento es uniforme a lo largo del tegumenti@niras que en el tejido del parasito tratado ssequta en forma de
aglomerados de marca fluorescente (sefialados ecmafl), asi como la presencia de vesiculas sitesdissuperficie
del tejido. FV: Fluido vesicular, PV: Pared vesaui

Fig. 8. Criocorte de un cisticerco evaginado mascidorescentemente para miosina tipo Il. La imagamestra el

marcaje fluorescente que se localizé a nivel sulsbegtario en las fibras musculares del tejido [iarés en el caso del
parésito que no recibio tratamiento alguno se ertcada fluorescencia en fibras musculares quanestaadas a lo largo
del tejido parasitario (A), mientras que en el cdsbtejido del parasito tratado, se observa queaetaje fluorescente
también se localiza en fibras musculares que saneat®r longitud y no presentan el patron de mamagentrado en el

control (B). Las observaciones se hicieron con bjetivo de 40x. FM: Fibras musculares, FV: Fluidesieular, PV:
Pared vesicular.
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FIGURAS

Fig. 9. Criocorte del cisticerco evaginado tratado NTZ. Se observa la pared vesicular situadaacéecun sitio de
evaginacion del escolex. Las imagenes son semsjasti que en una de ellas se muestra el matoajescente para
tubulina (A) y en el otro se muestra el marcaje@atina filamentosa (B). La combinacién de mascfij@rescentes y la
observacion del tejido bajo la técnica DIC se preseen las figuras C y D, respectivamente. En #8echegras se
evidencian los manchones cercanos a la pared \@stts figura 7. Las observaciones se hicieronuwonbjetivo a 20x.
P: Parénquima, PV: Pared vesicular.
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FIGURAS

Fig. 10. Criocorte de un cisticerco. En la imagemsiestran las observaciones que se obtuvieroma&misma region
del metacéstodo. Mientras que en A, B y C se maiestmarcaje fluorescente con anticuerpos secaisda@arcados con
fluoresceina (A y C), con faloidina rodaminada (E) y con DAPI para tefiir ntcleos (A, B y C), ers® muestra al
tejido sin marcaje fluorescente observado bajo ictmtes de iluminacion DIC. La imagen se tom6 a,lxla que la
linea corresponde a 250 um. CE: Canal espiral G&hilas flama, PV: Pared vesicular, T: Tegumentoisial continuo

de la PV.
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FIGURAS

Fig. 11. Criocorte de un cisticerco tratado con NC&mo en la figura 10, las imagenes obtenidas traresl marcaje
para tubulinae (A), actina-F y nucleos (B), la colocalizacion lds marcas fluorescentes (C) y el criocorte obskrva
mediante DIC (D). Aun cuando se observa por DIC logye pérdida de tejido parasitario, el nivel defeascencia por
tubulinae. se incrementd en el tegumento sincicial continerdepeciente a la PV y segln la imagen en C, losadares
fluorescentes se encuentran localizados en las asiszonas de tejidos. Luego que los parasitos sgeraron, se
mantuvieronin vitro en presencia de NTZ (2.5 pg/mL). Imagen tomadanaeatos de 10x. La barra corresponde a 250
pum. CF: Célula flama, FV: Fluido vesicular, PV: &&wesicular, T: Tegumento sincicial continuo, \éntbsa.
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FIGURAS

Fig. 12. Criocorte de cisticerco evaginado. Lasaaafluorescentes corresponden a las mismas eraplaateriormente;
A. Tubulina en verde B. Actina en rojo, C. Colozatiion de los tres marcajes fluorescentes y Dcarie bajo
observacion por DIC. El DNA tefiido en azul por DAfelpresenta en A-C. La barra corresponde a 25Q@imagen se
obtuvo por observacion con un objetivo 10x. C: @U&E: Canal espiral, E: Escolex, V: Ventosa.
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FIGURAS

Fig. 13. Criocorte de un cisticerco evaginado trat@on NTZ (2.5 pg/mL). De la misma manera, los aaj@s
corresponden a: A. Tubulina, B. Actina, C. Colazation actina y tubulina y D. lluminacién DIC. Eruhse marcan los
nucleos (A-C). Escala 250 pm; objetivo 10x. C: Quét: Escolex, T: Tegumento, V: Ventosz.
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FIGURAS

Fig. 14. Fragmento del estrobilo inmaduro de unatadulta control. Los marcajes fluorescentesespwnden a tubulina
alfa (A), actina filamentosa (B), la colocalizacide actina y tubulina (C) y las imégenes sin mardhjorescente
observadas mediante DIC (D). El marcaje en azuksponde a los nucleos celulares (DNA) hechos i@zaiccon el
DAPI (A-C). Las flechas estan situadas a nivel @k ihvaginaciones del tegumento parasitario. Lagmhciones se
efectuaron con un objetivo 10x. La barra correspan@50 um. FM: Fibras musculares, P: Parénquimanggumento.
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FIGURAS

-3
i

Fig. 15. Criocorte del estrébilo inmaduro daenia solium adulto tratado con NTZ. Las marcas fluorescentes
corresponden a A. tubulina, B. actina, C. coloeaii@n actina y tubulina y en D. la iluminaciéon @iC. En azul se
observa el DNA, mayoritariamente marcando nuclée€). Notese la gran cantidad de pliegues sefialadoechas.
Escala 250 pum; objetivo 10x. CF: Células flama, Filbtras musculares, P: Parénquima, T: Tegumers.
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FIGURAS

B ST

Fig. 16. Criocorte de un cisticerco. Las marcasorflacentes empleadas en estas imagenes correspanti&en
identificacion de la tubulina alfa (A), miosina de Taenia solium (B), la colocalizacién de ambas proteinas (C) y la
distribucion del tejido parasitario observado metialuminacién por DIC (D). Los nucleos celulasesevidenciaron por
el marcaje fluorescente azul sobre el DNA (A-C)s imagenes se obtuvieron mediante un objetivo l@barra de la
escala corresponde a 250 um. CE: Canal espiral0@@a germinal T: Tegumentc.

52



FIGURAS

i

Fig. 17. Criocorte de un cisticerco tratado con NT&mo en la figura 16, las marcas fluorescentesesponden al
marcaje para tubulina alfa (A), miosina Il (B), dalocalizaciéon de estas marcas (C) y el DNA (A-&i como la
observacién del tejido parasitario mediante DIC. (s observaciones se hicieron bajo las mismadiciones descritas
en la figura anterior. CE: Canal espiral, FM: Fébnausculares, T: Tegumen®s.
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FIGURAS

Fig. 18. Criocorte de un cisticerco evaginado antComo en las figuras anteriores, las marcasrdékaentes
corresponden a Tubulina (A), Miosina (B), la colaion de ambas proteinas (C) y se observa ahmisorte bajo
condiciones de DIC (D). En color azul se muestna@icaje del ADN debido a su reaccion con DAPI (Afscala 250
pm. Objetivo 10x. C: Cuello, T: Tegumento de lagolavesicular, V: Ventosas.

54



FIGURAS

Fig. 19. Criocorte de cisticerco evaginado tratado NTZ. Cisticercos que evaginaron espontaneansnigocesaron
para observar la fluorescencia emitida como se@en las figuras anteriores: Tubulina (A), Miog[B$ Colocalizacion
de miosina y tubulina (C). ElI mismo corte se obadygjo DIC (D). La fluorescencia en azul corresgoadmarcaje con

Py

DAPI (A-C). Escala 250 pum. Objetivo 10x. C: Cueln,Escdélex, V: Ventosas, P: Parénquima.
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FIGURAS

Fig. 20. Criocorte de un segmento de tenia adultaral. La porcién del estrébilo observado corresfgma una region
cercana al cuello. Como en las figuras anteridessmarcas fluorescentes corresponden a TubulipaMsina (B),
colocalizacion miosina y tubulina (C). En D se nireela misma imagen observada por DIC. Las fleahdisan los sitios
en que la superficie del segmento estrobilar sgalde manera profunda. La fluorescencia en azrdsgpnde al DNA
marcado por el DAPI (A-C). Escala: 250 pum. ObjetitOx. FM: Fibras musculares, P: Parénquima, uiento.
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FIGURAS

Fig. 21. Criocorte de un segmento de tenia adrdtada con NTZ. La porcién de la cadena estrobdaresponde a una
porcion cercana al escélex. Como en las figurasrianés, las marcas fluorescentes correspondenbalifia (A),
Miosina (B), Colocalizacion de miosina y tubuli§@) y en D se observa el tejido mediante DIC. llashfas indican las
zonas en que el tejido sufre una invaginaciéon proiaaa. El color azul corresponde al marcaje fleceate del DNA
debido al DAPI (A-C). Escala: 250 um. Objetivo: 168: Fibras musculares, P: Parénquima, T: Tegumert
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FIGURAS

Fig. 22. Comparacion de criocortes de cisticero@gi@ados a nivel del cuello. Corte de parasitotrobrfA y B) y
tratado con NTZ (C y D). En A y C se muestra laocalizacion de las marcas fluorescentes asociadaesina (rojo),
tubulina (verde) y de DNA (azul). En B y D se muada marca fluorescente debida a miosina juntoladluminacion
del tejido mediante DIC. Escala: 250 pum. Objetil@x. C: Cuello, E: Escélex, PV: Pared vesicularT@gumento.
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FIGURAS

Figura 23. Criocortes de parénquima asociado d@lesale cisticercos y que muestran los tibulosopedtidiales. Se
observa el tejido asociado al escdlex invaginadocidécercos (A y B), asi como del de cisticercomginados

espontaneamente (C y D). Los cisticercos del gogmirol se observan en Ay C, mientras que loadia con NTZ se
observan en B y D. En todos los criocortes, debidmarcaje fluorescente asociado a la tubulinad@erse encontro la
presencia de células flama (indicadas por flechasyriadas a los tubulos protonefridiales (TP). Camdas figuras
anteriores, la marca fluorescente roja esta asam@ald miosina, la verde a la tubulina y la azuDBIA. Debido a los

diferentes aumentos de observacion, se muestrasdatas numéricas. Las imagenes de A y B se ebtuvimediante un
objetivo de 60x, mientras que C se obtuvo con wnd0Dx. En D, la imagen se obtuvo con un objetoy6se aplicé un
aumento digital de 5x. CE: Canal espirii.
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FIGURAS

Figura 24. Células flama de un cisticerco evaginaafdrol La imagen corresponde a uno de los segmentos aertes
realizados en Z en el microscopio confocal. Lascamifluorescentes corresponden a actina (rojo)izack en las
hebillas; tubulina (verde) localizada en los penadtiliares y el DNA (azul) asociado a nucleos legas. Escala: 10 um.

Fig. 25. Reconstruccion en 3D de células flama argdiel microscopio confocal. A partir de los segiog obtenidos en
la imagen anterior, las imagenes se procesaronamtedel paquete computacional OLYMPUS FLUOVIEW Vise
observa la evolucion de la reconstruccién de lagenaA a la D en diferentes angulos de observacic:
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FIGURAS
- ________________________________________________________________________ ]

élnl o = .J:___'_‘-ﬂ. e & e s 1-_
Fig. 26. Reconstruccién en 3D de células flama amediel sistema de visualizacién de la sala IXTé.ladlUNAM. Las
imagenes obtenidas, como se presentaron en lasdi@4 y 25, se procesaron mediante el programautaional
Amira V. 4.0 y se proyectaron en la pantalla dedka. Se aplicaron colores ficticios corresponégiat los descritos en
las figuras referidas. La reconstruccion del tejakociado a las células flama se presenta en eoharillo y la

profundidad de los relieves se muestra con unalidawmhdistinta. Se observa que las células flamaerssientran
incrustadas en dicho tejidc.
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FIGURAS

Fig. 27. Seccionamiento digital de células flan@onstruidas mediante el sistema de visualizacida dala IXTLI. Una
vez que las imagenes se reconstruyeron como sdrmeesla figura 26, se procedio a realizar codesipo transversal
para observar el interior de una de las célulavdly del tejido asociado a ellas. Las imagenes tnaesle manera
secuencial las observaciones obtenidas a diferpméisndidades de corte; en A se muestra el cofiegarcano a la base
de la célula, mientras que F corresponde a la znéa distal, donde se cierra la hebilia.
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FIGURAS

Fig. 28. Células flama de un cisticerco invagingdmatado con NTZ. Como en la figura 24, se obttworiemagenes en Z
mediante microscopia confocal y una de ellas sestraud_os marcajes fluorescentes corresponden a serdescribié en
la figura referida. Se observa que las célulasipend su morfologia clasica; la hebilla de actinel ypenacho ciliar se
separaron de las células, evidenciadas por logogicy el tejido parece estar alterado por numeragojeros. Escala: 10
pm.
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FIGURAS

Fig. 29. Reconstruccion en 3D mediante el microscaonfocal de células flama de los cisticercosenaginados
tratados con NTZ. Como se indicd en la figura 25 tortes se procesaron para su visualizacion ymiacajes
fluorescentes corresponden a lo indicado en ladig@é. Se observa la secuencia de imagenes radgdastde A hacia D.
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FIGURAS
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Fig. 30. Reconstruccion en 3D mediante el sisteengislializacion de la Sala IXTLI de la UNAM de dékiflama de
cisticercos tratados con NTZ. En la imagen, de éiehB, se observa una secuencia de imagenes adaestt diferentes
angulos de observacion. Los colores falsos correfpo a los ya indicados. Los penachos ciliares asit@actos y
presentan el hueco correspondiente al sitio dedigede las hebillas de actina, las cuales seesian separadas de las

células.
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FIGURAS
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Fig. 31. Comparacién de la reconstruccion en 3Dgb@istema de visualizacion de la sala IXTLI deiles flama de
cisticercos control y tratado con NTZ. Las imagesepresentan bajo diferentes dngulos de observd@s células flama
de cisticercos evaginados sin tratamiento se oaseem A y C, mientras que en B y D se observartdadas de los
cisticercos tratados con NTZ. Se observan camhbipsitantes en la morfologia de las células flantadideal tratamiento

con NTZ.
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TABLAS

Xl. TABLAS

TABLA 1. REACTIVOS UTILIZADOS PARA EL MARCAJE FLUOESCENTE DE PROTEINAS DEL
CITOESQUELETO DETaenia solium.

Estructura por revelar

Anticuerpo primario
(dilucion)

Anticuerpo secundario
(dilucion)

Fluorocromo

Actina F

Alexa-Fluor,
Faloidinag, rodaminada
(Molecular Probes)

1:40

Miosina Il

Policlonal anti-
miosinaT. solium
(1:1000)

anti-lgG de conejo—
biotina (Vector; 1:30)

Avidina-rodamina
(Vector; 1:150)

Tubulinaa

Monoclonal antie-
tubulina DM1-A
(Sigma; 1:100)

anti-lgG de conejo-
fluoresceina (Zymax
Grade; 1:30)

DNA

DAPI (4',6-Diamidino-
2-fenil-indol; Sigma)

50 pg/mL
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TABLAS

TABLA 2. COMPARACION DEL TEGUMENTO EN LOS TRES ESTMOS PARASITARIOS DET. solium EN
AUSENCIA Y PRESENCIA DE TRATAMIENTO CON NTZ.

ESTADIO DE VIDA CONTROL NITAZOXANIDA

CISTICERCO i

CISTICERCO
EVAGINADO

ADULTO

Nota: La barra en las imagenes corresponde a 3GUnkluido vesicular; P: Parénquima; T: Tegumento.
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TABLA 3. COMPARACION DE LAS VENTOSAS DEL ESCOLEX DECISTICERCOS Y CISTICERCOS
EVAGINADOS DET. soliumEN AUSENCIA Y PRESENCIA DE TRATAMIENTO CON NTZ.

ESTADIO DE
VIDA

CONTROL

NITAZOXANIDA

CISTICERCO

CISTICERCO
EVAGINADO

NOTA: La barra en las imagenes corresponde a 30 pum.
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TABLA 4. COMPARACION DE CELULAS FLAMA DE DISTINTOSESTADIOS PARASITARIOS DH. soliumY
EVALUACION EN ELLAS DEL EFECTO DE LA NTZ.

ESTADIO DE CONTROL
VIDA

TRATADO CON NTZ

CISTICERCO

CISTICERCO
EVAGINADO

TENIA
ADULTA
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TABLA 5. DISTRIBUCION DE MIOSINA Y TUBULINA EN EL TEGUMENTO DE LOS DIFERENTES ESTADIOS
DE DESARROLLO DET. solium.

ESTADIO DE CONTROL
VIDA

TRATADO CON NTZ

CISTICERCO

CISTICERCO
EVAGINADO

ADULTO

Nota: Las flechas sefialan los sitios en que senadram células flama.FM: Fibras musculares, T: Teguoto. Escala: 30
pm.
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TABLA 6. COLOCALIZACION DE MIOSINA Y TUBULINA EN PARENQUIMA DE TRES ESTADIOS DE
DESARROLLO DET. solium.

ESTADIO DE
VIDA

CONTROL

TRATADO CON NITAZOXANIDA

CISTICERCO

CISTICERCO
EVAGINADO

ADULTO

Nota: Las flechas sefialan los sitios en los quebservaron células flama. Escala: 30 um, objetdax. CE: Canal
espiral, FM: Fibras musculares, TP: Tlbulos prdiidiales
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TABLAS

TABLA 7. COMPARACION DE LA DISTRIBUCION DE MIOSINA, TUBULINA Y DNA EN VENTOSAS DE

DIFERENTES ESTADIOS DE DESARROLLO DE CISTICERCOS DEsolium.

ESTADIO DE
VIDA

CISTICERCO

CISTICERCO
EVAGINADO

Escala: 30 um. CE: Canal Espiré.

CONTROL

NITAZOXANIDA
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