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LISTA DE ABREVIATURAS

Ac Anticuerpo

Add Agua destilada y desionizada

ADN Acido desoxirribonucléico

Ag Antfgeno

ARN Acido ribonucléico

ATC Acido tricleroacftico

EDTA Tris (hidroximetil) aminometano
tetracético
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HC1 Acido clorhidrice

LPS Lipopolisacfirido

PHA Fjitohemaglutinina

rpm Revoluciones por minuto

SDs Dodecil sulfato de sodio

'l‘imidina-3H Timidina tritiada

U.v. Luz ultravioleta
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I. INTRODUCCION

Se ha observado gue muchos par8sitos entre ellos el cisticerco
de Taenia solium, pueden inducir una respuesta inmune en sus hospederos,
sin embargo, algunos de &stos son capaces de sobrevivir por largos perfo-
doé de tiempo. Esta prevalencia puede deberse a diferentes factores tan-

to del hospedero como del par3sito, o bien a su interrelacién.

En lo gue se refiere a los parfsitos, &stos pueden evadir la -
respuesta inmune al adquirir en su superficie antigenos del hospedero, de
-tal forma que impidan el reconocimiento del pardsito como antigeno -

{Margni, 1982). Esto ge ha visto en Ascaris lumbricoides que fija cier—-

tos grupos de aglutininas del hospedero {(Soulsby y Coombs, 1959), en ———

Schistosoma mansoni cuya fase adulta que se encuentra en los vasos mesen-

téricos del hombre, es capaz de adsorber sobre su superficie antigenos de
eritrocitos del hospedero {(Clegg y cols., 1971), al igual que Echinococcus
______ s34

ija immuncglchkulinzs cohre Su cuperficie (Vavela-Diaz

r oy -
Coltorti, 1973). Asi también, se ha reportado gue scbre la superficie —-
del cisticerco de Taenia solium pueden quedar adsorbidos antigenos de hié
tocompatibilidad & inmunoglobulinas del tipo IgG de cerdo (Willms y Arcos,
1977). Otros mecanismos por los cuales los parfsitos pueden evadir la —-
respuesta inmune son: la induccidn de sintesis de anticuerpos bloéueado-
res & facilitadores, que interfieren con la combinacién de anticuerpos -~

especificos a los determinantes antigénicos del pardsito (Margni, 1982),

lo cual se ha observado en Taenia saginata, Taenia solium (Varela-piaz y

Coltorti, 1973) y en esquistosomas en los que se han encontrado IgGl, 1IgG2a,



IgGb, IgG3, IgA e IgM sobre la superficie de 1l forma adulta del pardsi
ro (Kemp y cols., 1977}. O bien, la secrecidn de sustancias anticomple

mentarias como la producida por el cisticerco de Taenia taeniaeformis =--

que inhibe la accidn del complemento y evita el dafio al tegumento del —-—

céstodo (Musoke y Williams, 1975; williams, 1979).

Tambi&n, algunos parfsitos son capaces de inducir estados de
inmunosupresién hacia antigenos relacionados y no relacionados en el hos
pedero, lo cual puede contribuir para que el pardsito sobreviva por lar-
gos perfiodos en el hospedero (Ogilvie y Wilson, 1976 y Bloom, 1979). Ex
perimentalmente, la inmunosupresidn ha sido estudiada en infecciones cau

sadas por protozoarios del g€nerc Plasmodium, Trypanosoma y Leishmaniaj;

¥y en helmintiasis causadas por Schistosoma mansoni, Trichinella spiralis,

Taenia crassiceps y Taenia solium.

En parasitosis causadas por Plasmodium berghei yoelli las --—

reacciones de inmunidad celular parecen normales, sin embargo, las res——
puestas que requieren una funcién de cdlulas T cooperadoras tales como —
respuestas a eritrocitos de carnero, gamaglobulina agregada a toxoide -~

tetinico estin marcadamente desacopladas (Weinbaum y cols., 1978). En -

el caso de ratones infectados con Plasmodium berghet, Estos preéentan una
respuesta inmune deprimida hacia una variedad de- antfIgenos y en especial
hacia aguellos gque son Timo~dependientes como hemoeclanina dinitrofenilada
y eritrocitos de carnero (Khansari y cols., 1981), Asf también, Cox y —
HAyes (1985) confirmaron gque el suero de ratones infectados con Plasmédium

chabaudi suprimia - la‘:produccifin de anticuerpos y la respuesta de linfoci



tos a mitSgenos 5 antigenos; la actividad supresora no fué influenciada -
por la inactivaci&n del complemento, por lo gue se sugiere gue esta supre
sidn es en parte inducida por complejos inmunes presentes en la sangre de

los animales con malaria.

Del mismo modo, se han demostrado alteraciones en la produc--
cidn de c&lulas T supresoras en hamsters y ratones infectados con -
Leishmania (Liew y cols., 1952: Blackwell y Ulczak, 1984), que da como -
resultado una produccién elevada de inmunoglcobulinas, ya que, se encuen—;
tran concentraciones muy altas de IgG e IgM en el suero (Stauber y --—
cols., 1954; Stauber, 1955 y Stauber, 1958). Ademds los animales infec--
tados padecen de anemia (Rgu y cols., 1985); y abatimiento de la respues-
ta cutdnea del tipo de hipersensibilidad retardada hacia antigenos no ==
relacionados (Levy y Mendes, 1981; Liew y cols., 1982 y He y cols., 1983),
1o cual es provocado por la aparicifn de c&lulas T supresoras especificas

caracterizadas en ratones infectados con Leishmania tropica. En ratones

con infecciones diseminadas debidas a Leishmania donovani y Leishmania --—

tropica se ha observado una suprésian de las respuestas hacia mitSgenos -
de c&lulas T {Murray y cols., 1982; Scott.y Farrel, 1981; Reiner y Finke,
1983 y Nickol y Bonventre, 1985) y hacia mitSgenos de células B (Scott y
Farrel, 198l). Porx otro lado, los ratones infectados crdnicamente con -=-

Leishmania tropica manifestaron una supresifn de la respuesta humoral y -

celular contra antigenos del pardsito (Arredondo y Pérez, 1979), asi como
una inhibicifén especifica de la respuesta linfoproliferativa hacia &stos
mismos antigenos, la supresifn de la respuesta proliferativa de linfocitos’

es mis pronunciada conforme aumenta el grado de infeccifn (Nicko'y -



Bonventre, 1985).

Asi también, las infecciones debidas a tripanosoma producen un
estado de inmunosupresidn en el hospedero. Con respecto a esto, Clinton
y cols. (1975) observaron una supresifn de la respuesta humoral a eritro

citos de carnero en ratones infectados con Trypanosoma cruzy, 1a cual fué

mds pronunciada cuando el grado de parasitosis era mayor. cCunningham y -
cols. (19785 tambidn reportaren una inmunesupresidn de la raspuesta humo-—
ral durante la infeccifn de ratones con T. cruzy y adcmis, una sustancia
supresora presente en el suero de 8stos mismes animales. Rowland y Kuhn
(1978) encontraron supresifn de las respuestas hacia fitohemaglutinina h's
hacia antigenos relacionados en ratones infectados con T. cruzy. Poste—-
riormente Ramos y cols. (1979) encontraron una poblacidn de células T su
presoras en ratones infectados con T. cruzy gue inhibia las respuestas de

células de bazo a mitBgenos de c&lulas T (Con A) y B (LPS).

Por otro lado, se ha establecido que algunos pardsitos pucden
producirx diversas sustancias que suprimen la respuesta inmune del hospe--
dero © de manera alterna los mecanismos normales de resistencia (Fudenberg,

1983). En cuanto a esto, la infeccibn por Schistosoma mansoni induce la

supresién de varios par@metros inmunol8gicos en el ratdn, como disminucidn
en la funcidn de c€lulas T cooperadoras (Ramalho-Pinto y cols., 1976} y -
una reduccifn en la respuesta in vitro de linfocitos hacia mit&genos -
{Pelley-Ruffier y cols., i976). Esto se puede explicar porque el parSsi-
to produce factores de bajo peso molecular que inhiben la proiiferacién -
de los linfocitos murinos (Dessaint v cols., 1977) 8 por la generacién de

células T supresoras (Coulis y cols., 1978). Mis adelante, Attallah y ~-



cols. (1979) encontraron que en esquistosomiasis murina aguda, la capaci
dad funcional de los linfocitos B y T para responder a estImulos mitogé-—
.nicos y la respuesta humoral a antigenos dependientes e independientes -
de timo estaban severamente deprimidas y sugirieron que tanto las cé&lu--
las Supresoras como los complejos inmunes contribuyen a esta inmunosupre
sidn. Cottrell y cols. (1980) trabajaron con monos infectados con -

Schistosoma manfoni y observaron que el suero de estos animales suprimia

la respuesta in vitro de los linfocitos de monos normales hacia Concana-
valina A, ademds, observaron que los factores inmunosupresores son com--—
plejos inmunes estables al calor, no dializables y de alto peso molecu-=
lar que aparecen en el suero de monos infectados. Posteriormente, Aune
y cols. (1985) demostraron la presencia de una linfocina soluble, supre
sora de la‘respuesta inmune en el sucro de ratones con esquistosmniasis
crdnica, que es producida por los linfocites T supresores activados y =

que aparece despu@s de veinte secmanas de iniciada la infeccidn.

En ratones infectados con Trichinella spiralis se ha reporta-
do una respuesta humoral Qeprimida hacia eritrocitos de carnero —;
{(Lubiniecki, y Cypess, 1975; Faubert y Tanner, 1971 y Barriga, 1975),
hacia el rechazo de injertoév(Svet-Moldavsky ¥ cols., 1970) hacia anti-
genos no relécionados (Strickland y cols., 1973). Faubert y Tannex -
(1975) reportaron factores leucoaglutinantes y leucotdxicos presentes --
en el suero de ratones infectados con T. s iralis, que probablemente -—-
eran derivados del helminto. Y ademds, inhibicién dg ;a respuesta de an
ticuerst hacia eritrocitos de carnero por inyeccidn de este mismo suero.
Posteriormente Faubert (1976) reportd que los productos liberados por la

larva de T. spiralis son supresores de la respuesta primaria de anticuer



pos hacia erxitrocitos de carnero in vitro. Los experimentos en los gque -~

se utili;a.ron esplenocitos de xratdn infectado con T. spiralis demostraron

una respuesta deprimida hacia fitohemaglutinina y Concanavalina A (Kirchner

y cols., 1974 y Kasahara y Shiodiri, 1976).

En parasitosis con céstodos, Good y Miller (1976) obsexvaron

en ratones infectados intraperitonealmente con larvas de Taenia crassiceps

una disminucidn ’en la respuesta primaria y securdaria de anticusrpes ha—-
cia eritrocitos de carnero in vivo. Por otrxo iado, Willms y Merchant -—-—
(1980) reportaron que cisticercos de Taenia solium implantados en la ca--
vidad peritoneal de ratones, indujeron en las células de bazo una supre——
sifén de la respuesta hacia Concanavalina A. Meolinari y cols. {1983) en-
contraron que‘ cerdos masivamente parasitades con la larva de Taenia solium,

Ppresentaron una importante disminucidn en el nimerc de clulas T, y que a

mayor niimero de larvas implantadas menor nimero de linfocitos T.

Con base en io ant ; se podria pensar que la interaccidn -
entre el parésitouy los anticuerpeos & las ‘células del hospedero puede sex
un factor importante para estimular la liberacidn de antigenos por parte’

del pardsito, los cuales a Su vez son responsables de la immunosupresidn

y de otros efectos sobre el sistema inmune del hospedero que permiten la
. <

sobrevivencia del parZsito.

Otro mecanismo por medic del cual un pax@sito puede evadir la

respuesta inmune es la capacidad que tienen aléunos de éstos para indu--
cir una proliferacifn no especifica de linfocitos B. Abele y cols. -~
(1965) observaron que las infecciones malariales en el hombre y en anima

le experimentales se acompafian por un maxcado incremento en el nivel de



inmunoglobulinas séricas. Del mismo modo, Greenwood (1979) obtuve eviden

cias en ninos enfermos de paludismo de que Plasmodium falciparum produce

un mitdgeno. Por otro lado, Esuruoso {(1976) mostrd in vitro, los efectos

mitogénicos de antigenos obtenidos de Trypanosoma brucei sobre células de

bazo de ratdn normal & atimico; y Assocku y Tizard (1976) obtuvieron un --—

mitSgeno de c@lulas B producido por la lisis de Trypanosoma congolense. —

Posteriormente, Kobakayawa y cols. (1979) demostraron una activacidn no

especifica de linfocitos B en ratones inoculados con Trypanosoma brucei.

Hallazgos semejantes obtuvieron Weintraub, Gottieb y Weinbaum (1982), -—-
quiehes réportarcn experimentos que apoyan la asociacidn de un mi;égeno -
-de c&lulas B derivado de Leishmania con una activacidén policlonal de c&lu
las B en ratones con leishmaniasis cutd@nea experimental. ~ Finalmente, --—
Sealey y cols. (1982} han presentado evidencia de que un extracto obteni
do de la larva de Taenia solium induce una proliferacién de linfocitos ——

B en cultivo.

La {inalidad del prescate trabaje, kasadz on los antecedentes
mencionados fue separar e identificar un producto de secrecién (FC) obte.
nido a partir de larvas de Taenia solium; describir su capacidad mitogéni
ca sobre linfocitos humanos de sangre periférica estimulados con PH@ me——
dida por la incorporacidn de Timidina—BH, asi como estudiar la respuesta

humoral de ratones inmunizados con FC y con base en esto tratar de expli-—

car su participacidn en la inmunidad del hospedero.



II. MATERIALES Y METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO .

Los cisticercos de Taenia solium fueron disecados de los miscu
los esqueldticos de carne de cerdos parasitados, confiscados en el rastro

de Texcoco, Méx.
2.  OBTENCION DEL MATERIAL DIALIZABLE

I.os-cisticercos se lavaron durante 2 hr con solucidn salina ——
0.15 M que contenia: 0.05 gr de sulfato de estreptomicina (Lakeside) y -
400 000 UI de penicilina G (Lakeside) por cada 100 ml, se decantd el so--—
brenadante y se repitid el proceso. Despué&s se incubaron en solucidn sa-
lina est&ril 0.1l5 M o en agua destilada y desionizada (add) est&ril duran

te 12 hr a 4°C, finalmente el material se concentrd por liofilizacidn.

El material se resuspendid en 10 ml de solucidn salina isotdni
ca estéril o en add estdril y se dializd durante 12 hr contra 100 ml de -
la solucién espectiva a través de una membrana Spectrapor 3 (Spectrum -~-—
Medical Industries Inc. ILos Angeles). El material internoc (material no
dializable) y externo (material dializable) de la membrana de diﬁi;i.sis se

liofilizd y se guardd a 4°C hasta su uso.

2.1 ‘An3lisis Espectrofotom@trico

Se resuspendieron 9.0 mg del material dializable en 2.0 ml de
solucibn salina 0.15 M y se le hizo un espectxo de absorcidn de 200 a’300

en un espectrofotdmetro Zeiss {moaé}o M4 QIII 29482).



3. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DEL MATERIAL DIALIZABLE

3.1 Determinacidn de Acidos Nucléicos

La determinacidn de #cidos nucliicos se basa en el hecho de gue
estos, pueden ser sepa.‘rados de otros componentes tisulares por su solubilg’._
dad preferencial en &cido tricoloroacético (ATC) caliente. ILa concentracidn
de dcidos nucléicos es entonces cuantificada por reacciones colorimlietri—-

cas gue involucran su componente de pentosa (Schneider, 1945).

3.1.1 Determinacidn de ARN

La concentracidn de ARN del material dializable se determind --
utilizando el método del orcinol (Ashwell, 1957). Se resuspendieron 100 y
200 ug del material dializable en 0.5 ml de add cada uno y se le agregaron
1.5 ml de ATC a'l 5%, las muestras Sc incubaron durante 30 minutos en ebu-——
11icidn y se centrifugaron para eliminar la prxoteina desnaturalizada. A -
1.0 ml de los sobrenadantes se les afladieron 2.0 ml de una solucién guc --
contenia: 40 mg de orcinol por cada 10 ml de cloruro férrico al 0.05% en
HCl concentrado, se calentd hasta ebullicidn durante 15 minutos y despuls
5 minutos en agua fria. La estimacidn de ribosa se hizo de acuerde é la -
intensidad del color leida a 660 nm. Para la curva est@ndar se utilizaron

concentraciones crecientes de ARN {Sigma), se incluyeron blancos.

3.1.2 Determinacifn de ADN

La concentracidn de ADN se determind usando el método de Welbs

v Lury (1960). Se resuspendieron 2 y 4 mg del material dializable en add
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Y se les agregd a cada uno 1.0 ml de ATC al 5% vy 0.1 ml de P-nitrofenilhi-

drazina al 0.5% en alcohol etilico al 95%, se incubd en ebullicidn durante

20 min, se dejd enfriar, se agregaron 5.0 ml de acetato de butile a cada

muestra agitando vigorosamente durante 15 min; se centrifugd a 1,500 rpm

durante 5 min, la capa superior se elimin®, se tomaxron 1.5 ml de la infe-
rior y se les agregd 1.0 ml de hidrdxido de sodio 2 N, se agitd para mez-—
clar y se dejd reposar 1 min. La estimacidn de ADN se hizo de acuerdo a la

i

intensidad del color leida a 560 mm. Se utilizaron para la cuxva csténdar

concentraciones crecientes de ADN 9Sigma)}, se incluyeron blancos.

3.2 Determinacibn de Proteina

La concentracibn de proteina del material dializable se determi

16 utilizando el m&todo descrito por Lawry ¥ cols. (1951); se resuspendie-

ron 100 y 200 ug del material dializable en 0.4 ml de solucidn salina, se

afiadieron 2.0 ml de una solucidn que contenia: 49.0 ml de carbonato de -

sodio al 2% en hidrfxido de sodio al 0.1 N; 0.5 ml de sulfato de cobre al

1% ¥ 0.5 ml de tartrato de sodio y potasio al 2%. Las muestras se agitaron

durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se les agregd -

. 0.2 ml del reactivo de folin (1:1), nuevamente se agitaron y se incubaron

durante 30 minutos a temperatura ambiente. 1La estimacidn de proteina se

hizo de acuerdo a la intensidad del color leida a 500 nm. Se utilizaron

para la eurva patrdn concentraciones de Albiimina Bovina (Sigma), se incluye

ron blancos.



4. FRACCIONAMIENTO DEL MATERIAL DIALIZABLE

Con el objeto de eliminar material desnaturalizado, 40 mg del
material dial_izable resuspendidos en 4.0 ml de add, se centrifugaron a —--
15 000 rpm durante 15 minutos, se tom-ron 1.5 ml del sobrenadante Y se —-
aplicaron a una columna de 0.9 X 27 cm (Pharmacia, Suecia) de Bio0Gel p-6
{Bio-Rad Laboratories) previamente equilibrada con add. La muestra se —-—
eluys con add ; un f£lujo de 60 ml/hr, el material se colectd en alicuotas
ae 3.0ml y la salida del material se estimd por absorbancia a 260 nm. E1
material de los tu_bos correspondientes al pico mas alto se mezclaron, lio
filizaron y se g’ué.rdos a 4°C hasta su usc. A este material se le denomi-

nd Factor de Cisticerco (FC).

5. DIGESTION DEL-FC CON ARNasa "A"

5.1 Preparacién de la ARNasa "a"

Para eliminar la ADNasa que generalmente contamina la ARNasa -
comercial, se disolvieron 10 mg de ARNasa "A" en 1.0 ml de acetato de so—
dio 0.2 M pH 5 y se hirvieron durante 15 minutos, esto se dejd enfriar ~-

lentamente a tempratura ambiente y se guardd a -20°C hasta su uso.

5.2 Ensayoc de Digestifn

La digestifn del FC con la ARNasa se 1lev3 a cabo de la siguien
te forma: 12 mg del FC resuspendidos en 1.0 ml de add se incubaron duran
te 1 hr a 37°C, con 0.25 ml de amortiguador Tris (hidroximetil) aminometano

tetracético (EDTA) 0.02 M y 0.1 ml de ARNasa "A", de acuerdo al método de. o



Tsumeko (1967). Postefiomente se dializd a través de una membrana —

Spectropor 3 contra 100 ml de add durante 12 hr y el material dializable
se liofiliz& para despu@s hacerle un espectro de absorcidn (200 a 300 nm)
¥y aplicarlo a una columna de Bio-Gel P-6 en las mismas condiciones sefiala

das anteriormente.

6. ELECTROFORESIS EN PLACA DE AGRROSA

La presencia de dcido nucl@ico en el FQ digerido y sin dige——
rir se estudid siguiendo el método de Maniatis (1982) por electroforesis
en geles de agarosa al 2%, se usd un amortiguador de: Tris-~HCL 0,082 M,

'écido bSrico 0.088 M v EDTA 0.002 M, pH 8. Las muestras se resuspendieron
en 2 ul del mismo amortiguador y se les agregaron 10O ul de Gna solx_;cién -
que contenia: f£icoll al 35%, SDS al 0.5% xileno y cyanol al 0.1% yi azul -
de bromofenol al 0.1%. Posteriormente las muestras se depositaron en el -

- gel y se aplicd una corriente de 100 V§ltios durante minutos a tem pératura
ambiente. Después el gel se tifid con uuna sclucifn gue contenia 500 ug de

' promuro de etidio por cada milil.itro de acetato de amonic 0.5 M a tempera-—

tura ambiente. 1a presencia de ARN se pone de manifiesto al hacer incidir

luz UV sobre la preparacidn, el dcido nucléico aparece como-una banda fluo

rescente o

7. ENSAYO DE MITOGENICIDAD

7.1 Cultivo de linfoclitos.

Se tomaron muestras de 5.0 ml de sangre periférica de humano,

con una jeringa humedecida con solucidn de heparina de 1.000 UL/ml, los ~

cultivos se llevaron a cabo segin modificacién a la microtécnica de -



Arakaki y Sparkes (1963). Losllinfocitos se cultivaron en medio TC-199
(Difco) adicionado con 20% de suero fetal de ternera (Gibco) previamente
inactivado por calor (60°C durante 30 minutos), glutamina (Difco al 0.5%
100 UI de penicilina y 100 ug de estreptomicina (Difco) y 300 unidades -
de heparina (Abbot). Se utilizaron frascos &Smpula de 10 ml que contenfan:
1 ml de medio completo y seis gotas de sangre periffrica equivalentes a
0.3 ml. A cada frasco se le afladieron 0.4 mg/ml de fitchemaglutinina (PHA)
(Difco) . Todo este material se incubf a 27°C junko con dosis variables -
de FC, asi como FC digerido con ARNas "A", como controles se utilizaron -~

cultivos con PHA sin FC.

7.2 cCultivo de Linfocitos Aislados por Ficoll-Pague

Se obtuvieron 20 ml de sangre perif€rica de humano, con una —-
jeringa humedecida con solucidn de heparina de 1.000 UI/ml, los linfoci~-
tos se aislaron siguiendo el método de Boyum (1968). Se colocaron 3 ml -
de Ficoll-Pagque (Pharmacia) en cada uno de los tubos de centrfIfuga a los
gue después, se les anadieron sin mezclar 4 ml de sangre periférica pre--
viamente diluida (2 ml de sangre mis 2 ml de solucidn salina isotdnica).
Se centrifugd durante 40 minutos a 1,500 rpm a una temperatura de 18 a
20°C. Después se tomd la interfase correspondiente a los linfocitos, los
cuales se lavaron por centrifugacidn a 1000 rpm durante 10 min, con 6 ml de
solugidn salina isotdnica con el objeto de eliminar el exceso de Ficoll-
Pagque y protefnas contaminantes del plasma. Este (ltimo pasc se repiti8
dos veces mds. Finalmente, se evalud la viabilidad celulaxr por exclusidn

del colorante azul Trypan y se cultivaron 3 X 106 linfocitos/ml en medio



TC—l?B en las mismas condiciones sefialadas anteriormente, A cada Erasco
de cultivo se le afiadieron Q.4 mg/ml de PHA. Todo este material se incu
bd a 37°C junto con dosis wvariables de FC, asf como FC digerido con -~
ARNasa "A" y se usaron como controles cultivos con PHA sin FC y con ma-

terial dializable de mfisculo esquel€tico de cerdo normal con PHA.

3
7.3 Incorporacifn de Timidina-"H

Existen varios parfmetros para determinar el comportamiento d;
las poblaciones celulares, En este trabajo se utiliz8 la incorporacidn -
de Timidina—3H que es un Tndice de la actividad de las c8lulas gue dupli-
can su ADN durante el periode final de incubaci8n, Se agregd 0,1 ml equi
valente a 1 uCi de Timidina—aH (New England Nuclear Net. 027 A, actividad
especifica de 2.0 Cci/md) por frasco, 15 hr antes de la cosecha. Al térmi
no del periode de incubacidn, el contenido de cada éfasco se cosech8 me——
diante la técnica de Moorhead (1953), gue consiste en agitarlo y centrifu
garlo durante 10 minutos a 800 rpm, el sobrenadante se elimind y el sedi-
mendo se resuspendi8 en fijador a base de metanol-fcitdo acBtico en propoy.
cidn de 3.1, con un volumen de 5.0 ml y se incubd a temperatura ambiente

durante 15 minutos.

Posteriormente se centrifug8 a 80D rpm durante 10 minutos, se
desech8 el scbrenadante y se repitiS el paso anteritor dos veces mis, aho-
ra sin incubar, de tal forma gque el botdn guedf libre de hemoglobina y -~
restos celulaves., Despu€s de la segunda fijacibn el sobrenadante se dese
chd y se aéregﬁ ATC frio al 7%, hasta un volumen de 5.0 ml. se dej8 en in

incubacibn a 4°C durante 1 hr. Una vez tranacurrido este tiempo, se cen-

‘



trifugd a 2,000 rpm durante 1Q minutos, el sobrenadante se desechf y el -
sedimento se resuspendi en 5.0 ml de ATC frio, se hizo pasar el conteni-
‘do del tubo a través de un filtro Millipore de 0.65 um de poroc, se agregd
un volumen igual de ATC y se repitid el filtrado. EL filtro se colocd en
~un vial de contador de centelleo al gque se le agregd 0.4 ml de SDS al 2%
¥y se incubd 30 minutos a 60°C. Se le afiadieron 10 ml de liquido de cente
lleo (Bray) para registrar como cuentas por minuto la actividad del ele-—-
mento radiczactivo incorporado al ADN de las células gue entraron a la fa-
se S, que es la Gnica etapa del ciclo celular en la gue ocurre la sinte--

sis del ADN. Se utilizd un contador de centelleo liguido Packard autom&-

tico modelo 2425. Los resultados de la incorporacifn se reportan como =-~
porcentaje de incorporacidn de Ti:nidina-3H. La significancia se estimé -~

cuando la prueba de t de Student.
8. PRUEBAS INMUNOQUIMICAS

8.1 Antisuero

Se prepard antisuero contra el material no dializable del cis-
ticerdo de Taenia solium, mediante la inoculacidn de seis ratones machos
de la cepa CD-1l, con 100 ug del material resuspendidos en 0.1 ml de solu-—
cidn salina isot8nica est&ril. los animales se inocularen por via sbubcu-‘
tinea y se les administraron cinco dosis en un intervalo de cuatro dias -
entre cada inmunizaciBn y al cuarto dia despu@s de la Gltima dosis se san

graron por puncidn intracardfaca.

Para obtener antisuero contra el material no dializable m&s FC



de la larvg de T. solium, se inocularon sels ratones de la misma cepa con
100 ug de material no dializable junto con 200 ug de FC, se siguid el mis

mo esquema de inmunizacidn de los ratones anteriores.
8.2 Inmunodifusidn

La reaccidn antfgenoc-anticuerpo se estudid por inmunodifusidén,
siguiendo el método de Ouchterlony (Clausen, 1971) para lo cual, se prepa
rd agar purificado al 1% (HMerck) cn cmortiguador de fosfatos de sodio --
0.05 M pll 8.6 y se colocaron 4 ml del gel sobre cada portacbjetos a utili
zar. Los geles se dejaron solidificar en cSmara hfineda a 4°C durante 24
hr e inmediatamente después se perforaron con un sacabocado., Se deposita
ron 10 ul de los sueros a probar en los pozos centrales y en los pozos ——
exteriore se puso cl antigeno. Como antigeno se utilizd material no dia~
lizable a diferentces concentraciones resuspendido en 10 ul del mismo amor
tiguador. Las placas se dejaron en cadmara hfimeda a 4°C durante 48 hr para
que se llcvara a cabo la reaccidn. Los geles se lavaron durante cinco --
dias con cambios f£recucntes de splucién salina isctfnica y posteriormente
se tifieron con una solucidn do amido negro (0.1%) en adcido acdticco al 10%
durante 20 minutos, el exceso de colorante se elimind lavando el gel con

cido acético al 10% y por fltimo se dejaron secar a temperatura ambiente.

8.3 Inmuncelectroioresis

Las pruebas de inmunoelectroforesis se realizaron de acuexdo a
la técnica de Clausen (1971). Los geles se prepararon en portaobjetos a
los que se les agregd agar purificado al 1.0% (Merck) en amortiguador de

fosfatos de sodioc 0.05 M ph 8.6. Tas placas se dejaron solidificar a 4°C



en cdmara hfimeda durante 24 hr e inmediatamente despufs se perforaron, se
colocaron 20 ul del antigeno (Material no dializable) a diferentes concen
traciones en los pozos respectivos. ©La electroforesis se realizd en una

cdmara CAMAG, usando 2.5 mA por laminilla durante 2 hr; despufs se deposi
taron 200 ul del suero a probar en los canales correspondientes y se in--
cubaron en cdmara hiimeda durante 48 hr a temperatura ambiente. E1 lavado

la tincidn se realizaron en las mismas condiciones gue se mencionaron pa-

ra la inmunodifusibn.

8.4 Prueba de Hemaglutinacidn

Esta prueba se efectupo con el objeto de estimar la concentra-
cifn de anticuerpos inducidos por la inoculacidn de eritrocitos de carne-
ro en el ratdén y para estudiar la influencia del FC scbre la producciédn -

de anticuerpos anti-eritrocitos de carnero.

Se utilizaron seis ratones por grupo, ; cada grupo se le ino--
uld FC a dosis crecientes (100, 200 y 300 ug) a cada dosis se anadid -—
1.8 X 10" eritrocitos de carnero. Se incluyeron tres grupos controles --
inoculados con 1.6 X 108 eritrocitos de carnero y otros tres con las do-—
sis de FC sefialadas arriba. Todas las inoculaciones se hicieron por via
subcutfinea, se administraron tres dosis a cada grupo en un intervalo de -

cuatro dfas entre cada inmunizacidn y al cuarto dias después de la Gltima

dosis se sangraron por puncién intracardfaca.

Los eritrocitos de carnero que se utilizaron para la prueba de
hemaglutinacidn se obtuvieron por puncidn venosa, se mezclaron con solu--—

cién de Hanks compuesta por; NaCl 8 mg, KCl, 400 mg, Na2P04.2H20 60 mg,



KHZPO 60 mg, MgSO4.7H20 100 mg, CacCl 140 mg, Glucosa 1 mg, MgClz.Gﬂzo -
100 mg, Ncho3 350 mg ¥ rojo fenol 2.5 mg, todo aforado a un litro con -~
add. En el momento de su uso, los eritrocitos de carnero, se lavaron tres

veces por centrifugacidn a 1,500 rpm durante 10 minutos solucifn salina -

isotdnica y se diluyeron al 4% en la misma solucifn.

La prueba de hamaglutinacifn se realizé ae acuerdo a la t&cnica
descrita por Boyden (1951). Para la determinacifn del titulo de anticucr-—
pbs se hicieron diluciones seriadas de cada suero, se partid de 1:2 hasta
1:128, en placas para hemaglutinacifn (Cooke Microtiter) y con voliimenes
finales de 25 ul. A cada dilucidn se le agregd un volumen igual de eritxo
citos de carnero al 4%, la placa se agitd suavemente -y se incub8 a 4°C en=-
tre 4 y 24 hr y se procedif a su lectura., El criterio de positiv:i.dad es -
la Gltima dilucibn en gue se cobserva la :x;alla de aglutinacién precipitada
v en la siguiente diluqién donde se observa la precipitacién en bptén de ~

oz eritrocitos de carnero.

9. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE sné

El peso molecular de las proteinas del material no dializable
del cisticerco de T. solium, asf como el de la enzima ARNasa "R, se esti--
maron por electroforesis en dgeles de poliacrilamida en presencia de dodecil
sulfato de sodio de acuerdo al método de Weber vy Osborm (1969). Las mues-
tras por duplicado se depositaron en geles de acrilamida al 10%'y se les
aplict una corriente de 8 mA por gel durante 7 hr a temperatura ambiente.

ALos geles se tifieron con azul de Comassie y.se destifieron con la solucifn

destenidora estfindar (75 ml de Scido acBtico, 50 ml de metanol y 875 ml «



de aqua), Las proteinas de referencia usadas para estimar los pesos mo—~
leculares fuerons; galactosidasa (116,000 4), albGmina bovina (66,000 4),
albimina de huevo (45,000 d), gliceraldehido 3 fosfato (36,000 d4), anhi--
drasa carbdnica (29,000 d4), tripsinSgenc (24,000 &), inhibidor de la trip

sina (200,000 4) y lactoalblmina (14,200 4) (Sigma).




RESULTADOS

1. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DEL MATERIAL DIALIZAELE

Con el objetoc de car;cterizar que tipo de material era el ‘que
habia sido obtenido después de incubar a los cisticercos de Taenia solium
en solucidn salina isotdnica estéril o en add estril, se hizo un andlisis
éspectrofotomét;:ico, el cual reveld, en los dos casos, un sdlo pico de ab-

sorbancia mixima de 255 nm de longitud de onda (Fig. 1).

Con base en elresultado anterior, Se procedid a caracterizar bio
quimicamente el material dializable obtenido con solucifn salina isotdni-
ca o con add. bPicha caracterizacidn incluyd la estimacidn de ARN, ADN y pro
teina cuyos resultados fueron los siquientes: para el material obtenido
con solucidén salina isotdnica la concentracidn de ribosa, ADN y proteina
peor miligramo de peso seco fue de 115.6 ug, 5 ug y 4.4 ug respectivamente
sr para el material obtenido con add la conceniracidn 3z ADM £ue de 100 vo/mg
de peso seco, la de ADN de 4.06 ug/mg de peso.seco ¥ 3.8 ug de proteina/mg
de peso seco. Debido a que pricticamente no hubo diferencias entre estos -
resultados, se decidid utilizar para todas las pruebas tinicamente el mate—-—

v rial dializable obtenido con add, puesto qué de esta forma se evitd traba-

jJar con exceso de sales.

.

Pespués de haber caracterizado el material dializable de la -~
larva de T. ‘solium, Se fracciond mediante una cromatografia en Bio-Gel P-6.
Dicho fraccionamiento mostrd que este material debe estar constituido por -
moléculas de diverso tamafio, como lo ilustra el pérfil de elucidn en la --

Fig. 2. Aqui se aprecian al menos cuatro subfracciones (11, IIf, IV y V) -
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de las cuales, las subfracciones II1, IV t V deben tener pesos moleculares
muy prSximos entre sf, ademis se obtuvo una subfraccifn pequefla que fue -—
eluida en el volumen de exclusidén (I). EL material de las subfracciones

III, IV y V se reunid, liofilizd y se denomin® "FC". Posteriormente, se —
le determind la concentracidn de ribosa (reaccifn de oxCinoi, 72 ug/mg de

peso seco) Yy con base en esto se utilizd para las pruebas de: digestifn --—
con ARNasa "A", incorporacién de Timidina—sﬂ por linfocitos humanos esti--—
mulados con PHS, asf como para experimentos in vivo en los gue sSo inmuniza

ron ratones con diferentes dosis.

2. . ANALISIS BIOQUIMICO Y ELECTROFORETICO DEL FC

Los resultados obtenidos por absorbancia (255 nm) y reaccidn
de orcinol (72-ug/mg de peso seco) sugirieron que la naturaleza del FC po-
dria ser un &cido nucl€éico de tipo ARN. En virtud de esto, este material

s¢ sometid a digestidn con ARNasa "“A".

Previo a la digestidn, la enzima se prepard con al obhieto de -
eliminar la ADNasa contaminante>y para comprobar su pureza se realizd --
una electroforesis en gel de poliacrilamjda en presencia de dodecil sul--
fato de sodio (Fig. 3, B). En la cual se observa una sola banda con un

pess molecular aproximado de 17,000 4.

Para determinar si el FC habia sufrido algiin cambio al ser --
tratado con la enzima se procedid a realizar una cromatografia en Bio—Gel
P-6 cuyo pérfil §e elucidn se presenta en la Figura 4, la cual muestra la
desaparicién del pico comprendfdo entre las fracciones 11 y 14, que apare

ce en el pérfil de elucién‘del material sin tratamiento con ARNasa "A" --
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B:  ARNasa "A".
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(Fig. 2), lo cual apcrta una fuerte evidencia para pensar que el FC es ARN.

- Para observar el comportamiento electroforético del FC, se rea=-
1izd una electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de eti-

dio (Fig. 5).

El patrén electroforético del FC muestra una banda de aproxima-
damente 27,000 d de peso molecular, esta banda se puede evidenciar a dife
r‘entes.concer‘\traciones de FC: 200, 100 y 50 ug (Fig. 5 carriles 3, 4y S
respectivamente) pero desaparece cuande el FC es tratado previamente cen

ARNasa "A" (Fig. 5 carril 2).

Por otro lado, el FC también se sometid a electroforesis en un
gel de poliacrilamida en presencia de dedecil sulfato de sodio, el cual -
no presentd alguna banda cuando se tifid con azul brillante de Coomasie --—

(Fig. 6, C).

3. ACTIVIDAD MITOGENICA DEL FC SOBRE CULTIVOS DE LINFOCITOS DE SANGRE -
PERIFERICA

Para observar si el FC tenfia alguna actividad mitogénica sobre
células linfoides, se cultivd sangre completa de humano en presen

cia Ge FC mds EHA & LPS.

Los resultados mostraron que el FC indujo una incorporacidn de
Timidina—3ﬂ adicional a la inducidapor PHA. Esta incorporacidn fue dosis
dependiente y la inducida con la dosis de 20 ug fue significatival;\ente -
mayor a la inducida por la PHA sola (P<C 0.0l1). Por otro lado, ninguna

dosis de FC en ausencia de PHA fue-capaz de inducir incorporacidn de Timi-~



Fig. 5 Patrdn electrofordtico del Factor de Cisticerco

en geles de agarosa al 2% y tefiidos con Bromuro
de Etidio. Carril 1: ARN de transferencia -
(10 ug); Carril 2: FC digerido con ARNasa "A" -

{200 ug); Carril 3: FC (200 ug): Carril 4: FC -
(100 ug); carril 5: FC {50 ug)l.
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ble de la larva de Taenia solium (100 ug). C) FC
(200 ug).
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dinal’s (Fig. 7).

Con el objeto de observar si la actividad mitogénica del FC su
fria alguna alteraciBn cuar.xdo éste se trata con la enzima ARNasa "A™, se
cultivd sangre periférica completa en presencia de PHA y el FC digerido ob

" tenido de las fraccione 9 -~ 12 de la cromatograffa en Bio~Gel P-6 que se -
ilustra en la Figura 4. ILos resultados indican una pérdida total de la ac
tividad mitogénica "aditiva™ del FC. En cambio, el material no tratado -

mantuvo su actividad (P< 0.02) (Fig. 8).

Cuando se cultivdé sangre periférica completa en presencia de -
LPS (50 ug/ml) y FC (20 ug/m_l) , se observd una gran disminuecidn (80%) en -
la incorporacidn de Timidina—aﬂ con respectoc al control (c8lulas con LPS -
inicamente) . Sin embargo el FC en presencia de PHA mantuvo. su efecto acti

vo con un valoxr altamente significative (P< 0.01). (Fig. 9).

Con el f£in de descartar que sustancias provenientes del hospe-
dero con aciividad mitogé@nica estuvieron contaminando el FC, se tratd teji
do muscular de cerdo normal de manera semejante a los cisticexcos de -
T. solium (ver materlales y métodos) y se estudid su absorbancia (Fig. 10)
y reaccidén de orcinol (174.3 ug ARN/mg de peso seco), tales resultados mos
traron similitud con losg _oﬁtenidos para el FC, pero se encontraron diferen
cias en cuanto al p&rfil de elucién en Bio-Gel P-G (Fig. 11). Ademés, se
observd gue Este material no indujo significativamente la incorporacidn --—

3
"aditiva” de Timidina-"H con respecto al control con PHA (Fig. 12).

Por otro lado, los linfocitos aislados a partir de sangre perifé

rica y cultivados en presencia de PHA y FC a concentraciones de 20 'y 200 ug
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Fig. 8 Efecto del FC digerido con ARNasa "A" sobre
la incorporacidn de Timidina-3SH por linfoci
tos humanos estimulados con PHA. 71 C, célu
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ocbtenidas de la cromatograffa en Bio-Gel P-6
del FC digerido con ARNasa "aA™.
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Influencia del FC sobre la incorporacibn de
Timidina-3H por linfocitos humanos estimula
dos con LPS de Salmonella typhimurium. -
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FC + LPS.
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mostraronuna estimulacidn adicional mucho mayor que la encontrada en san-

gre total con una significancia estadistica muy alta (P 0.001) y dosis
de 0.2 y 2 ug no tuvieron el mismo efecto sobre los linfocitos. Parale-
lamente se probd FC digerido con ARNasa "A", el cual no tuvo en ninguna -
de las concentraciones utilizadas (0.2, 2, 20 y 200 ug) efecto alguno so-—
bre la incorpofaciBn de Timiaina—BH por los linfocitos aislados y cultivados
con PHA. Los cultivos de linfocitos aislados en presencia de PHA mas

material dializable de cerdo normal revelaron una incorporacidn de Timidi

na—3H no significativa con respecto al control con PHA {inicamente (¥Fig. -

13).

4. EFECTO DEL FC EN LA PRCDUCCION DE ANTICUERPOS ANTI-ANTIGENOS NO RELA-
CIONADOS Y RELACIONADOS CON LA LARVA DE Taenia solium

Antigenos relacicnados. Con el objeto de observar si el FC po

dfa influir en la produccidn de anticuerpos hacia antigenos relacionados

con la larva de T. solium (material no dializable, ver material y m&todos)
se realizaron las pruebas de inmunodifusidn e inmuncelectroforesis con los
antisueros provenientes de: ratones inoculados con antigenos relaclonados

y ratones inoculados con antigenos relacionados més FC.

nos‘resultados de la inmunidifucién indicaron que el FC afecta la pro-
duccidn de anticuerpos anti-antigenos relacionados. La Figura 14A muestra
1a$ baﬁdas que precipita el suero obtenido de ratones inmunizado§ con antz
genos relacionados. En cambio, el suero obtenido de ratones inoculados --

con antigenos relacionados ms FC no presenta banda alguna Fig. 14B.

“ Para. corroborar lo anterior se realizaron pruebas de inmuno--—

electroforesis. Los resulﬁados indicaron gue de ocho bandas que apare~-—
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14a

148

Inmunodifusidn del material no dializable de la larva de
Taenia solium v.s. suero de ratdn anti-material no diali
zable. E1 antigeno se utilizd a dosis de: 7.5 ug (I);
15 ug (II): 30 ug (TII); 45 ug (IV}; 60 ug (V) y 75 ug —
(V1) .

B

Inmunodifusidn del material no dializable de la larva de
Taenia seolium v.s. suero de ratdn anti-material no diali
zable + FC. El antigeno se utilizd a dosis de: 30 ug -=
(1); 45 ug (II); 60 ug (IIX} y 75 ug (IV). NEtese que -
¢en ninguno de los casos se formaron bandas de precipita-
cidn.



cen por electroforesis en geles de poliacrilamida de los antigenos rela-
cionados {(Fig. 6, B), seis son antigénicas ya gque se evidenciaron seis
sistemas antigeno-anticuerpo que migraron hacia ambos lados del sitio de
aplicaeién de la muestra, como se puede cbservar en la fotografia y el -
esquema de la Figura 15A, Sin embargo, en el caso del suero anti—antigenos
relacionados mds FC no se formd ninguna banda de precipitacién contra los

antigenos relacionados (Fig. 15B).

Antigenos no relacionados. Teniendo como base la participa=--

cidn del FC scbre la produccidn de anticuerpos hacia antigenos relaciona—
dos con la larva de T. solium, se realizd un experimento con un antigeno
no relacionado, como son los eritrocitos de carnero. Se obtuvo un anti-
suero anti-eritrocitos de carnero y otro proveniente de ratones inmuniza-
dos con eritrocitos de carnero mias FC, €stos antisuercs se probaron por -
hemaglutinacién. Los resultados mostraron gque el suero provenienfe de lcs
animales inoculados con FC did una reaccidn positiva hasta una dilucidn
de 1:64 en tanto gue el suero de los animales inmunizados con eritrocitos
de carnero mds FC a diferentes concentraciones (100 200 y 300 wug),
no formd ninguna malla de aglutinacién precipitada afin con diluciones de

1:2 (Fig. 16).



——rs

Fig. 15a

Firm, 158

I

Inmunoelectroforesis del material no dializable de la -~
larva de Taenia solium usando suexrc de ratdnm anti-mate-
rial neo dializable. *n el esguema y la fotografia se -
puede observaxr 1a distribucidn de los seis sistemas an-
tigeno anticuerpo. Pozo 1, 15 ug. Pozo 2, 30 uy).

Inmunoelcctroforesis del material no dializable de la -
larva de Taenia solium usando suero de ratdn anti-mate-
rial no dializabkle + FC. Pozo.l, 15 ug. Pozo 2, 30 ug.
Nétese gque no hay formacifin de sistumas antigeno-anti-—
cuerpo. .



/.
W
)

o

/

\

Y

N, /.-

o

K (')/ ‘ lg.}

1}
A

¥
~

T T

-

N
o

Fig.

1

B

INC S
7

9

0

4

29
NN

F10))

/ \5\'? Y

QY
N/
_?j\

/!

10
AN N A N AN
N NS NS
{00 o
v rﬁ\‘“;/\g
ﬁ”cj}.
¢

-

NN
1
{

N,
N TN

)

>

e
3 - \ f ‘\ .
N

)

{
N

\/ N ,\_\/.- ; }\/,
Y

1y

"y

”

i
\

N,
AN PN AN
™

Determinacion del titulo de anticuerpos en
suero de ratdn mediante la prueba de hema-—
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Diluciones seriadas a partir

A: Suero
B: Suero
C: Suero
D: Igual
E: Suero
F: Igual
G: Suero
H: Igual

(132 -~ 1:64).
FC = Factor de cisticerco de Taenia solium
EC =

de ratdn normal

de ratdn inmunizado
de ratdn inmunizado
que C mas 1.6 x 108
de ratdn inmunizado
que E mas 1.6 x 108
de ratdn inmunizado

de 1:2

con 1.6 X 10a
con 100 ug de
EC .

con 200 ug de
EC -
con 300 ug de

de G més 1.6 x 108 EC
N&tese que donde se observa la malla de aglu-—
tinacidn precipitada es Qinicamente en B

Eritocitos de carnero

EC
FC

rC

FC



DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran que el producto de -~
secrecidn de la larva de Taenia solium tiene un papel importante en la —-
modulacidn de la respuesta inmune; por un lado, induce inmunosupresién en
ratones, y por el otro, tiene una actividad mitogénica sobre linfocitos -
humanos en cultivb. Se ha reportado que otros parfsitos tales como —

Trichinella spiralis, Schistosoma mansoni y Trypanosoma cruzi producen sus

tancias de-secrecidn que inducen una inmunogupresidn (Capron y cols., -——

‘ 1977; Faubert,  1976; Barriga, 1975; Albright y cols., 1978). También se

han reportado algunos pardsitos (Tripanosoma cruzi y Leishmania tropica)
que inducen una respuesta policlonal en cé&lulas B que resulta en una scbre
produccidn de inmunoglobulinas no especificas (Hudson y cols. 1976; Assoku

-y cols., 1978; Kabakayawa y cols., 1979 y Weintraub y cols., 1982).

Sin embargo, es importante hacer notar que en estos trahajos
no se purificaron ni se caracterii;roh biéquimi”amente las sust
beradas respcnsablés de tales actividades, mientras que en el presente tra
bajo se obtuvieron evidencias que llevaron a pensar que el producto secre
tado es un 3cido nucldico del tipo ARN. Tales evidencias fueron que: el
FC tiene un solo pico de absorcidn a 255 nm, el cual es muy semejante al
patrén de absorcidn de los dcidos nucléicos (260 nm); la reaccidn de orci-
nol mostrd un alto contenido de ribosa (72 ug/mg de peso seco); el FC se -
tifie positivamente con g;pmnro de Etidio, colorante especifico para nucleé
tidos, cuando se eérgé‘en geles de agarosa, Yy la susceptibilidad del FC a

la accidn enzimitica de la ARNasa "A". Ademds el peso molecular aproxima-—



do del FC es de 27,000 4.

También se observd una actividad mitogfnica adicional del FC
sobre linfocitos humanos cultivados en presencia de PHA. Este hallazgo ——
sugiere gque el FC es capaz de inducir en el hospederc una respuesta linfo~
proliferativa que afecta principalmente a c&lula T, activando probablemén—
te a clonas de c&lulas T supresoras. Tales clonas inducirian en el hospe-
dexo un estado de inmunosupresidn, lo cual le permite sobrevivir al para-
sito. Ademés, es importante hacer notar que cuando los linfocitos humanos
se cultivaron en presencia de LPS mas FC ne hubo incorporacidén de Timidi--—
na-3H. Lo cual corrobora la idea de gque el FC act{ia scbre los iinfocitos
T, induciendo la proliferacidn de clonas supresoras. En este sentido, =-
Diamantstein y cols. (1980) reécrtéron gue un extracto cbtenido de -
Entamoeba histolytica es capaz de inducir i1a” proliferacidén de clonas de -
células T supresoras, asi mismo, Ferrante y Smithe (1984) reportaron un -

extracto de Naegleria fowlery con actividad mitogénica para linfocitos .

Por otra parte, el FC al ser tratade con la cnzima ARilasa —-
pierde su actividad mitogénica adicional sobre los linfocitos cultivados
con PHA. Dichos resultados concuerdan perfectamenée al obs;;var'el com==
portamiento clectroforético del FC en geles‘de agarosa, en los que la ban
da fluorescente presente en el FC sin digerir, desapa;éce cuando el FC es
digeride con la ARNasa, lo cual denota la destruccidn total del FC y por

ende la destruccidn de su actividad mitogénica adicional.

Un hecho importante que llevé 2 la conclusiSn de gue el F¢ es
un producto verdaderamente liberado por el pardsito y ademds con capacidad

de infiluir en la proliferacidén de linfocitos cultivados con PHA, fué que -



el material obtenido de la misma forma gue el FC pereo proveniente de cerxdeo
sin par8sitos no mostrd efecto alguno sobre linfocitos humanos cultivados

en presencia de PHA, es decir, no poseia un efecto mitog&nico adicional.

Con respecto a la capacidad inmunosupresora del FC en ratones,
esta se puso en evidencia por dos caminos: El primere fu€ el inocular un -
grupo de ratones con FC mis antigencs rolacicnados, dichos ratenes no produ
je:on_anticuerpos; y otrc grupo de ratones inmunizades @Gnicamente con los
antigenos relacionados, los cuales si produjeron anticuerpos. ELl segundo -
camino fu€ al inocular ratones con FC mids un antigeno nmo relacionado timo -
dependiente {eritrocitos de carhero), y se observd que a ninguna dosisg de -~
FC ensayada hubo produc¢idn de anticuerpos anti eritrocitos de carnero, sin

embargo, el grupo de ratones inmunizado Gnicamente con eritrocitos de car--

nero si produjeron anticuerpos (tftulo 1:64).

a Los resultados anteriores concuerdan ¢on leos obtenldos por ——-
otros investigadores quienes han demostradeo que en algunas parasitosis los
hospederos estin inmunodeprimidos hacia antigenos relacionados y no relacio
nados con el pari3sito (Arredonde y Pérez, 1979). En lo que respecta a la -
depresifn de la respuesta inmune del hospedero exclusivamente hacia antige-
nos no relacionados, se ha reportado que los ratones infectades con Trichinella
spiralis, presentan una respuesta humoral deprimida hacia eritrocitos de caxr
nexro (Barriga, 1975; Faubert and Tanner, 1975 y Lubiniecki and Cypess, 1975)

y hacia el virus B de la encefalitis japonesa {(Cypess y cols., 1973), la --
cual ha sido atribuido a un gran nimero de causas incluyendo competencia an-

tigénica y sustancias inmunosupresoras elaboradas por el parfisito. En el ——



fendmeno de competencia antigénica la respuesta inmune esti deprimida por
accidén de un primer antigeno hacia un segundo no relacionado (Cypess y -~

cols., 1973).

En la literatura se han citado trabajos cuyo objetivo es ocb--
servar sobre que tipo de c&lulas inmunccomptentes (B 6 T) puede actuar al-
gfin agente inmunosupresor proveniente de un parfsito, como en el caso de -

ratones infectados con Plasmodium beghei los cuales presentan una respues-—

ta inmune deprimida hacia una variedad de antfigenos timo dependientes como
eritrocitos de carmero y DNP-KLH y no asf a los gue son timo independientes
como DNP-Ficoll, lo cual sugiere que las c€lulas B no son las que partici-
pan en la ihmunosupresi&n pero si las T cooperadoras (Khansari y cols., ==
1981). Al aplicar este mismo criterio, en el presente trabajo se ensayd

la respuesta humoral hacia un antfgeno no relacionado timo dependiente ob-
teniendo como resultado una inmunosupresidn, lo cual puede sugerir que las
©8lulas T cooperadoras estin suprimidas, prcbablemente por la accidn de —--

células T supresoras gque fueron activadas por el FC.

Recientemente se ha sugerido gue el cisticerco de Taenia solium
evade la respuesta inmune del £uésped al cubrirse de proteinas del mismo -=
como consecuencia de una activacidn policlonal de c&lulas B (Willms y Arcos,
lé77). Por otra parte Musoke y Williams (1975) han sugerido la presencia de

" un faétér anticonplemento en el fluido del cisticerdo de Taenia taeniaformis.

Ahora bien, la liberacifn del FC por parte del cisticerco de Taenia solium
puede ser ‘otro mecanismo de evacidn de la respuesta inmune; el FC liberado -

en el hospedero estimularfa c€lulas T supresoras que inducirian un estado de



inmunosupresién hacla antigenos no relacionados timo dependiemtes, y hacia

antigenos relacionados.

Los hallazgos presentados aqui abren otras posibilidades de es
tudioiéon el objeto de entender la relacifn hospedero-parfisito. Para lo --
que seria conveniente probar el FC scbre células de Bazo y de Timo en pre--
sencia de su mitdgeno correspondiente, asfi como observar su participacidn -
frente a un antigeno timo independiente. BAdemds de la evaluacidn de la pro

poreidn Cilulas T cooperadoras / Células T supresoras en ratones tratados -

' -con FC.




CONCLUSIONES

Se puede concluir gue el producte de secrecidn (FC) del cisti
cerco 8e Taenia solium obtenido en este trabajo, es capaz de estimular —
aditivamente la incorporacidn de Timidina 3H por linfocitos humanos culti

vados en presenéia de PHA.

Que el FC es un dcido nucléico del tipo ARN, y quec pierde su

actividad al ser tratado con ARNasa "A".

Ademis de lo anterior el FC inmunosuprime la produccidn de an
ticuerpos anti antigenos relacionadeos con la larva de Taenia solium y de

anticuerpos anti antigenos no relacionados timo dependientes.

Finalmente, se puede concluir que el FC es capaz de modular la
respuesta inmune y evadir, asi el ataque inmunoldgico del hospedero diri-

gido a destruir 2l parfisito.
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