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RESUMEN



INSTALACION PARASITARIA SIN INMUNOSUFRESION: INFECCION SIMUL-

TANEA CON VARIEDADES ORF E HYG DEL CISTICERCO DE Is2nia

y ORF) czan diferentes velocidades de crecimisnto en el
ratan. 5i @l establecimiento y reproduccidn del pardsita es
resul tada de una Inaunosvpresidn, entonces, en una infac-
cion simultinea en ratén Balb/c, la especie mas virulenta
wde ribino de S 2cimienta mavor) aucnentard el crecimiento de
la vartedad Ienta,

Los resultados indican que las veloucidedes de crecimiento
de loe pardcitos son independientes entre si. Concluimos
que no axiste tal inmunosupresidon o que ésta es sumamente

easpeci fica, Ratificamos esta conclusion midiendo la res—

puas cortra glabalos rojns de carnero en animales infec—

tadng.
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INTREDUTTICN,

"Una verdad cientrfica ~o %“riunfa porgue

se logra canvarcer a suz ogzositcores ¥y  ha-
cer 3 w2 cosas con claridad, sice
mds hian peorgque los opositores acaban por
mori:; y surgoT una nueva goeneracién que se
familiarizard con la nucva verdad."

Max Flanck.
La cisticercosis constituy= un grave probleme Jde salud o
ecandmico., Es una tvanosis que afecta a les cerdes <+ al buma-
na. En el humano se manifesta en su forma mas grave como

neurocisticercosis, aunque también existen las infeccia

nes an

tejido muscular y en el ojo. En los cerdos, la cisticercosis
muscular afecta la porcicultura y propicia l1a trasmision del

ciclo de videa ol pardsibo,

Cuando la farma larvaria del ¢estodo Taenia s

m, conuci-
da como cisticerco, se instala en el hospedera, pareciera -
que el sistema innune no recccionara anke la invasidn, pues

-nao existe una inmunidad efectiva.

Muchos pardsitos se instalan en los hospedadores sin gue
aparentemente sean obstaculizados por el csistema inmune. Las
mecanismos de este tondneno no son bien conocidos en Yodos

los casas.

8in embarqgu, se han descrito mias de velnte mecanismos Jdislin-
tous que canty thiuya2n a 1a rnstalacidn detl pardsito en el
hospedero (apéndice 1), las gue funcionalmente puzden rosu-
mirse en tres tipos: La pdrdida aparente de inrunogenic:dad,

la evasian de la raspuecta inoune vy la resistencia contra



1a respuesta inmune del haspedera.

Entre los mecanismos de pérdida aparente de inmunogenicidad
astdn la inmunusupresion, 21 aimeti ono ‘fen que @l pardsito se
rocubt @ cun proteinas del hospecvador?, similitued antigénica

cnn proteinas del organismo infactado, etlc.

Serian de evasidn loz factores anbicomplemestarios y las

sustancias antiinflamatorias, las antigenos saolubles, etc.

Faor Uultima, entre los mecanismos de2 resistencia 2stir las
caracteristicas del pardsito gque le contieren urna resistencia

a los ataques inmunes del hospedador.

En la enfermedad humana se han letectado anticez2rpes espeoci-

firps anti-cisticerco (Larralde,C, et al.198&), lo que indica

gque el pardsito sl oes reconceeoido como inmunagano. Far eilo as
plausible suponer gque al menas en {orma ygeneral, la respuesta

inmune del hospedero es contrarrestada por el parédsito.

Para investiger mejor los factores involucradeos en el esta-—
blectmento del pardsito, es converiente teraer upn modelo de
mds f4cil manipulacidn que el gue reprosent. el cerde o el

humano. Este modela existe.

El ratdn es infectada por un céhstads conoacido como Tae

qrassiceps en su forma larvaria, o cisticerco. El pardsito se
aloja en la cavidad peritoneal principalmerte, lu gue bhace
pos:ble su Fdcil detaecion @ inzlusive su conteo,

Y, también se ha visto que 2l cisticerca Jde

Liane consn antigontco cuin wi correspandian b Jo

lo



lium (Apéndice 2).

Ademds, existen dos variedades en el cisticerco murino, denn-—
minadas ORF e HYG, cuyas velocidades de crecimiento son
diferentes, ORF se reproduce mas rapide que HYG (Apéndice 2).
Esta diferencie sugirid gque la variedad mas répida debia
tener una propicdad bioldgica diferente, que la permitiera
crecer con mayar facilidad. S1 wsta propiedad se tratara de
la capacidad de producir un factor supresor de la inaunidad,
entonces en una infeccidn simultdnea, la variedad ORF le
“abrirfia las puertaz" al pardzito mdsz lento, observdndose

entonces que la multiplicacian de HYG aumentaria.

Es materia de esta tesisz mesztrar observaciones al respecto
de: a) la velocidad de crecimiento de cada uno de los pardsi-—
tos {DRF e HYG) on el raton en forma independicnte; b) el
efecto de una de las cepas sobre la otra on una infeccidn
simultanea y; cr estableocer si el m=caniswmo de instalacian

parasitaria se ‘acompaMa de inmunasupresidn,

|
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DISEMC ExTETIMENTAL.

Se elabord un proyecto experimental dividido en dos partes.
En la primera se estudid ¢l efgcto que tenfa una infeceidn
simultanes sobre la velucidad de crecimnionto de cadd una de
las cepas por separado, wutilizdndose como pardmetro el numero
de pardsitos totales a un tiempo dado, v la respuesta inmune
par anticuerpas contra las des variedades. En la segunda
parte, se hizo un seguimnento de la respuesta pur anticuerpos
contra globulas iojus de carncro, a lo largo de una infeccidn
con la variedad ORF, como medida de una inmunesupresian. (Ver

diagrama 1.).

1. INFELCION SIMULTANEA

A)PARASITOS

La formas larvarias de Taenia cre que s utilicaron en

este estudio se obtuvieron de lotes de ORF e HYG mantenidos

por inoculacidn seriada 20 racdnes Balb/c, hembras. Las lar—
vas se extrajeron de los ratones donadares y se lavaron tres
veces con PBY, para posteriormente utilizarse en la inocula-

cidn,

BYANIMALES DE EXFERIMENTACION.

Se utilizaron ratones de la cepa Balb/c, propercionados por
el Instituto de Investigaciunes Diomédicas, UNAM. So escogid
esta cepa par resulbtar 13 mas susceptible de acuerdo a astu-

fios cresios (ver apéndice 2.)



Se requiriercn 120 ratones: &0 hembras y 40 machos, que se
dividieraon en dos grupas: El grupo inmunizado (INM.)} al que
se le aplicd un extracto crudo de la variedad ORF y que
estaba constituido de 0 ratorzs de cada sexo; el resto fué
el grupo no inmunizado. En la sxggxente tabla se resume el

diseflo experimental.

_RATONES _____________
i ! HEMBRAS H MACHOS H
' PARASITOS ! Hd H
i TINM.  INO IMMJUINM. PND OINM.
fmmm e ! H ' §-= !
! aRF ! i i H i
H -t Had [ H !
i HYG ! l 1 i H
i ' ! ' i i
' OURF + HYG H ' ! i H

TAILA 1. Grupos de oxperimentaclén para el cexperi-
menty d2 Infeccidn Simultdnes.

) IMMUNTIZACION
La immunicacidn se realicd mediante la inyeccidn de win ev-
tracto crudo de la variedad ORF, preparandolo en PBS vy ajus
tando la cancentracidn de protelinas a S00uy/ol.,
Los ratones +ueron inoculades con 0.2 ml del extracto (100ug
por ratdn) adicionado can adyuvante (G.OTTmy de AL (OH) D par

mg.de protefnal y por via intraperitoneal.

D) INFECCION.

Tanto a las ratones inmunizados <omo a 1os no inmunizados sa2
les inccularon por via intraperitonezl 10 o 20 pardsitos
menares a Znm du diam&tru sin yemacicnes, elegidos al azar.
g

Se inyectarar 10 pardsitos por animal cuandn se trataba de la

infeccidn independiente en 0,2ml de PBG. En la infeccien

"W



simultAnea se inyectaron 10 cisticercos de cada cepa, en 0.2
ml de amortiguador de fosfatos (PBS). Los ratones se coloca-

ron en jaulas en grupos de 10 y fueron alimentados con Purina

E)RECOLECCION DE MUESTRAS.

Al término de 30 dias de infeccidn los ratones se gneste—
siaron con eter y se sangraron a traveés del plexo retroorbi-
tal. Se separaron y colectaron los sueros. Luego los ratones
se sacrificaron por dislocacidn cervical y se abrid la cavi-
dad abdominal para retirar a los parésitosxhasegurAndose que
no hubiera cisticercos en el tejido subcutaneo. Se lavé con
PES la cavidad. peritoneal y los d4rganos internos extraidos,
con el fin de tener la totalidad de los parasitos. Se revisb

el resto de las cavidades adyacentes (toracica y en su caso,

escrotal). (Fotografias 1 y 2).

Se muestra el aspecto del animal parasitado, y la forma en
que se obtienen los pardsitos de la cavidad peritoneal.

e



Se contéd el numeroc total de parasitos y el volumen ocupado
par estos, para cada raton (Fotografia 3). En la infeccién
mixta se separaron y contaron por separado las dos varie-—

dades.

Fotografia 3. Se observan los pardsitos dentro de un tubo
graduado, utilizado para medir el volumen ocupado por los
cisticercaos dentro de cada animal infectado.

II.EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE.

A} INTRODUCCION

La cuantificacidn de anticuerpos se realizd por el método de
ELISA. Esta es una técnica muy sensible cuyo fundamento es la
interaccidn Ag-Ac especifica, evidenciada por un segundo
anticuerpo acoplado a una enzima que ulteriormente rea:éiéna
con un sustrate adecuado péra la obtencidn de colar (Mohg—
mmed,I.N. et al, 1984) la reaccién se mide espectrofotomé-
tricamente, siendo la ahsorbancia aproximadamente proporcio-—

nal a la concentracién de anticuerpos.



En este ELISA se utilizéd gamma-glohbulina anti-1g6 de ratén

acoplada a biotina y conjugado estreptoavidina-peroxidasa,

placas para ELISA Dynatech Immulon y un detector-lector BEH~

RING ELISA-PROCESSOR M.

B)METQDA. %

B.1

Eensgibilizacidn de las placas.

Se utilizaron dos grupos de placas, uno sensibilizado

con liquide vesicular de cisticerco (LVC) variedad Orf

y el atro con LVC variedad Hyg.

Para ello se agregd a cada pozo 1 ug de proteina conte-
nida en 100ul en PBS. Se incubaron una hora a temperatufa
ambiente y a 4'C durante toda la noche. En forma parale—
la, como control de unidn inespecffica,vse incubaron
placas con albumina sérica bovina (ASB) al 1%.

Bloqueo de las placas.

Para minimizar que las proteinas séricas de ratdn se
unieran a las placas, se bloquearan con ASE al 1% en PBS,
adicionando 100ul a cada poze, y manteniendo las placas a

temperatura ambiente durante dos horas.

3 Reaccidn inmunoldgica.

Se wyregarnn 1ne suwros diluidas 1720 en PBS-ASE (0.17),
por duplicado a las placas, coleocando 100ul en cada pozo

2 incubendo ¢ 77°C durante dos haras .

*NOTA: Decpuds de cada paso entre Pt y'g.b, lag plagaj S
sometieron a lavados por tripiicado con PBES-Tween al 1.0%,
para eliminar los crcesos de reactivo.

1



B.4 Sequndo anticuerpo.
FPara revelar la reaccidn Ag-Ac entre el antigeno parasi-
tario y los anticuerpos seéricos del ratdn se agregd un
anticuerpo anti-Igh de ratdn acoplado a biotina, Se agre-
garon 100ul de una dilucidn 1{2000 de anti-IgG de ratdn
biotinilada o cada pozo y se incubd durante una hora a 37°C.

B.5 Adicion del conjugado.
Se adiciond el conjugado dilufdo 1/2000 de Estreptoavidi-
dina-peroxidasa a cada pozo (100ul) y se incubd durante
una hora a 37°'C.

B.6 Sustrato.
Se adicionaron 100ul/pozo del sustrato de orto-fenilen-—
diamina (0.04% en amortiguador de citrato-faosfato pH=S y
S0ul de purduido de hidrdgeno al 30%4), y se incubd duran-
te 30 minutos a 37GC.

B.7 Detencidén de la reaccion.
Para detener la reaccidn enzimdtica se agregaron Soul de
Acido sulfurico 4N a cada pozo.

B.8 Lectura.
Inmediatamente despude del paso anterior se procedid a la
lectura a 492nm, en el lector para placas de ELIGA de la

casa Behring.

III.ESTUDIO DE LA INMUNOSUPRESION.

A) INTRODUCCION.
Para evaluar el fendmend de inmunosupresidn se eligid un

método Que reflejara el estado global de la respuesta inmune

3]



del haspedador. Para este fin es convencién elegir la cuan-~
tificacién de anticuerpos contra un estimula de glabulos

rojos de carnero, por medio de la hemaglutinacidn directa.

BYANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizarcn ratones de la cepa Balb/c, proporcianados por
el biaoterio del Instituto de Investigsciones Bicomédicas de la
UNAM. Se emplearon 70 ratones divididos en siete grupos, cada
uno de las cuales estabha integrado de S5 hembras y 3 machos.
El primer grupo se denaminéd grupo control, el cual no seria
infectado con T, crassiceps, v a los & restantes se les llamd
grupos de euperimentacion. Los animales se dividieron por
sexa y se colocaron en jaulas con diez ratones cada una: para
diferenciar un grupo de otro, la mitad de los ratones en cada
caja se marcaron mediante una perforacién en la oreja. Se
alojaran en 21 hioterio del Instituto y se alimentaron con

Furina Rat Chow vy agua ad 1

-

itum.

C) ANTIGENO
Se utilizaron gldbulos rojos de carnero, recieén extraidos con
aguia estéril vy suspendidos en solucidn de Alsever estéril.
Se lavaron tres veces en PBS y se prepard una suspenéidn al
10% en solucidn salina aﬁcrtiguada. Antes de ser inoculada a
loe animales se combind esta suspensidn con otra de Al (OH)

3

1 mg/ml) en proporcidn 1:2 para canseguir una concentracisn

final de eritrocitos del 5%.

D) DESAFIO-INFECCION

Los ratones de =xperimentacidn se inyectaron con 10 pardeitos

19



de la variedad ORF, y los ratones control permanecieron sin
ser infectados. Los grupos de experimentacidon se dividieron
en & grupos de 10 ratones, 5 hembras y 5 machos. Divididos de
esta forma s2 fueron desafiando suscesivamente los 7 grupos
con gldbulns rojos de carnerao, de‘acuerdo al siguiente esque-
ma.

__DIA_FOST-INFECCION_ __
04! 6 121 20! 241 30!

1T TBROPG Y

P R e Tt R

tCONTROL.
l ____________
tGRUPO 1
O P,
{GRUFD 2

IGRUPO 3

N

.
{SRUPOD 4
Yo

IGRUPD S

T
)
'
H
b !
S PR SRS DUV
! i
[
! !

H
!
i
!
'_._._
i
i
i
'

con eritrocitos de carnero en el
estudia dz2 la inmunosupresién.

El desafio se realizd inyectands 0.2 ml. de la suspensién de
glébulos rojos al 5 % (con adyuvante de hidroxido de alumi-
nia) por tres vias hasta completar la dosis: cajinete plan-

tar, intramuscular e intraperitaneal.

E)RECOLECCION DE SUEROS

Dos semanas después de la inoculacidn con los eritrocites,
los ratones se anestesiaron con éter, y se sangraron por el
plexo retraarbital, recolectindose la sangre para la separa-—
cion posterior del suera. Estos sueros se almacenaron en
refrigeracidn a 4'C para ser procesados todops juntos 24 h

después de recolectar los correspondientes al Jdltime grupo.

20



ESESTUDIO DE LA CONCENTRACION DEL ANTIGEND

Con el fin de obtener una sensibilidad adecuada, y observar
la especificidad del metodo se realizd un estudio previo para
datar minar la concuntracién adecuada del antigeno para ser
utilizads on 1la prueba de hemeglutinacién, Se probaron dos
conrentr aciones del antigeno, 2% y 3%, Como suera positive se
ut1lizd el suero de uno de lus ratunes inmunizados y no
infectadas, y como control negativo el suero de un ratén no

inmunizado y no infectadax,

FIDESCRIPCION DEL METODO

Los sueros chtenidos de los ratones control y de los ratones
del grupu esperimental se wometieron a calentamienta a 56°'C
durante 30 min, para inactivar al complemento. Luego se
diluyeron con solucidn salina amortiguada con fosfatos (dilu-
cinn 1:2). En una placa de microagluti nacidn con 12 pozos de
largo por 8 de ancho, se hicieron diluciones seriadas con el
migsmo amortiguador hasta tener en el altimo pozo (12) una
dilucién da 1:2048, El volumen final en cada pozo fué de

25 ul. Una vez preparadas las diluciones de todos los sueraos,
agreqd a cada pozo 25 ul. de la suspensidn de eritrocitos de
carnero al 2%. Se incubaron las placas durante 2 horas a tem—
peraturia cmdiente v se leyeran los resultados, considerindose

positiva la prueba con aglutinacién total.

*lnmunirado significae haber sido inoculedu —va 1nos ant{genas
eritrocitar ins, e Infectado es haber sido inyectado cun tos
cighirarcos de T, cu RS

se
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1. INFECCTON SIMULTANER

A continuacidn se presentan los resultados de la infeccidn
simultdnea, incluyendo el ndmero de pardsitos de cada
variedad por ratdn y por grupe, 12 media y la desviacidn

estdndar (Tablas T a 6).

RATGNES NO INMUNIZADOS

i !
TABLA T.Resultados del experimenta de infaccidn simult
nea, Se musstra el ndmera de paridsitos por atén
Lta media (M) y desviacidn estandar (DLE.) corresponden
2l ndmera e ciskticercos. a dltims coluona eshta roa-
ferida a la i1nfeccidn simultdnea par la que se anosta al
numero de pardsitos de cada variedad, ORF(0) e HYG (H),
en cada uno de los ralones.

| sero:HEMBRAS {  HEMBRAS ¢ HEMERAS 1
{ parasito: ORF | HYG 1 ORF e HYG H
{———— { i !
H NUMERD { NUMERO i NUMEROD i
! : i 0 H H
t - H 1
it 72 H 10 {128 0 H
H H i t
P2 26 H 21 { 51 3 H
e metd { ! t
13 101 i () V36 S !
Pom o H ! H
H ) 113 ! 0 10 ] {
! ! i i
HE] 100 ' 3 P70 10 H
H { - -1 H
[ 117 H 12 122 1 H
i~ i ! {
17 o] i (o] V76 b i
i ' i {
i 8 22 i 20 {4 0 H
| H ! §
19 9 l 0 [T} ] H
H H - H ~ 1
P10 0 ! L] L~ Q H
! ! H !
H ] 895.6 | bob i 48 2.7 !
! D.E 49.56 H 8.55 { 37.89 3.9 |
: : :
&—
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RATOMES NO INMUNIZADOS

{ sexo: MACHOS | MACHOS i MACHOS §
i parasita: ORF | HYG i ORF e HYG !
! H H -1
{ Nua. ! No, i No. H
' H [] H '
i H | H
[ 34 3 ] 4 i
! ! ! !
12 S L) vo10 o §
H H H H
13 29 H 14 i3 3 H
! i H !
i 4 11 [ VLz S !
i -1 -1 i
195 8 -1 112 > 1
i fom e — fmm e e o
L) 17 1 ot 1 H
H H H H
17 13 H 1 P13 2 !
i -——1 ! i
!B 2 i 24 2 ‘
H H i H
i 9 17 H 13 2 '
H i H ———— i
{10 41 i 10 110 i H
H H i l
H ] 17.7 iS.7 P13 2.4 '
! D.E. 12.94 1 4.16 ! §5.57 1.50 H
) ' . '
! H i H

TABLA 4.Resultados del experimento de infeccidn simulta-~
nea. Se muestra el nGmerc de pardsitos por ratéan
la media (M) y desviacién estandar (DVE.) son del
nimero de cisticercos . La ultima columna corresponde
a la infeccidn simulkdnea por 1o gque se anota el
numero de pardsito:r de cada variedad, ORF(3J) e
HYG(H), de cada uno de los ratones,

Como podrd ocboervarse &n las tablas, el adaecro de pardeitos
recuperadas on las hembras es casi eieanpre mayar que el
recuperada de2 los mnachos, wsto es consistente para cualqguier
variedad del cisticerco. e independiente del estado inmune

del hospedador.
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RATONES INMUNIZADOS

PP e em rm e e he 4h ae i v o o a tn - . A s me ve e m Sn e o e —— an e

sexo: HEMBRAS { HEMBRAS 1 HEMBRAS
parasite: ORF ! HYG t ORF e HYG
-: ————————— e
No. { Na. ! Nn.
: 10 H
H ]
1 293 {0 1163 57
H i
2 382 [R5 [ ¥-1 40
1 3
3 336 122 i 323 33
'
! !
4 17 114 {137 17
i i
3 292 [ i 88 14
H =
& 276 i 32 {75 3
H i
7 210 1 10 1197 18
1 H
8 448 t 42 { &3 15
H {
? 122 i &8 ! 258 23
) s
' H
10 156 LI} {121 10
{ {
M 253.2 1 21.6 1 164.1 23.0
D.E. 128.81 i 21.7 i B0.58 14.05
.
H

—

nea. Se muestra el namero de parasitos por ratén
La media (M) y la desviacién estandar son del na-
mero de cisticercos. La ultima columna corresponde
2 la infeccion simulténea por 1o que se anota

‘4 numera de pardsitos de cada variedad, ORF (0)

v HYG (H), de cada una de los ratones.
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RATONES INMUNIZADOS

! sexo: MACHOS ! MACHOS tMACHOS
| parasito: ORF | HYG { ORF e HYG
| ! ! H
{ No. { No. ! No. !
H H H [n} H {
i { H H
i1 36 i o i 10 2
i H 1 ¢
f 2 40 t 7 ! 5] 3 !
H H i H
13 o] t o t 11 2 '
i i H !
14 23 V2 § 12 2 {
i i H !
15 26 ) { S 2 H
! et ! -1
1 6 60 L. ¢ 9 t
i ¢ H H
i 7 a8 117 H 4 0 H
i i H i
| 8 22 [ H 4 4] H
i H ! t
19 &b 0 t16 3 H
! H { i
i 10 42 {5 i 4 3z 1
i 1 H !
t M 2&6.3 i S i 8 1.8
{ D.E. 18.65 i 7.28 to4.21 113
! i ' H
TABLA &4.Resultados del axperimento de infeccidn simulta—

nea. Se muestra el namero de parasitos por ratén

la media (M) y desviacién estandar (D.E.})son del namero
de parasitos. La dltima columna corresponde a la
infeccidn simultdnea por lo que se anota el

ndmero de pardsitos de cada variedad, ORF(D) e

HYG(H), en cada uno de los ratenes.

iceps tienen velocidades distintas
de reproduccidn, diferencias que se mantienen en la infeccidn
simultdnea. ta variedad mds répida es ORF, esto puede user
constatado ohservando que =n la mayoria de los casos se
presentan mayor numero de pardasitos de esta variedad, en
promedio de 3-15 veces mds que HYG. €s decir, gque la veloci-

dad de reproduccidn de las 2 cepas es independiente entre si.
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Al abservarse el numero de parasitos encontrados en las
ratones inmunizados y no inmunizados se notard la diferencia
que existe entre estos dos grupos, destacamos el hecho de que
en las ratones inmunizados el numero de parasitos == mayor.
Sin embargo, estas diferencias no son estadisticamente signi-

ficativas, como se verd mas adelante.

I11.TECNICA DE ELISA

En la ohtencidn de los resultados de ELISA, en el momento de
correr todas las muestras, simultdaneamente se analizaron
sueras negativas, vy algunos controles de adhesidN inespeci-
fica, con alhamina =2n lugar de antigeno. Con las datos de
abhsorbancia que praporciona el lector automatirada, se cons-—
truyeron les graficas, donde se observan las diferencias en
la cuncentracion de anticuerpos anti-cisticerco entre los
ratunes de experimentacidn y los ratones que no fueron infec—
tadus, tante del grupo inmunizado, como del grupo no inmuni-—
cado. Fara la construccidn de estas grificas se restaron a
taodos las valores obtenidos, el valor de la sxtincidn de las
pozos con albdmina, gque corresponden a los controles de
adherencia inespecifica, para posteriormente poder comparar
los resultadus entre el grupo control y el grupo de experi-
mentacion. En las siguientes pdginas se muestran estos resul-

tados.

Se utilizaron dos grupos de placas (ver metodologia), por
lo que apirece indicado en la parte superior de 1s grafica

el antigeno utilizado en la sensibilizacidn de cada una.
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fas graficas estdn divididas en dos sectores, el primero
corresponde al grupo no inmunicado y #l segundo al grupo in-—
munizado. La determinacidon se hizo par duplicado y en la

parte superior de cada grdfica se seffala el sexo del animal.

Coma puede nbservarse en todas las graficas, =1 titulo de
anticuerpos, medido como la absarbancia a 492nm., siempre es
mayor en los animales parasitados que en los ratones libres

de infeccion.

Los ratones infectados con ia variedad HYG peseen anticuerpos
contra el extracto de ORF, coma puedz observarse =2n las
qraficas que presentan 103 resultados del titulo Je anticuer-—

pos contra el antigenoe de ORF { Graficas 1y 2).

LI1.HEMAGLUTINACION DIRECTA

Se considerd como &1 titulo de ac’s a la mivdime Jilocion
donde se presentd aglutinaciéon totel de los eritrocitos de
carnero. Fara poder comporar los datos de los ratones infec-—
tados con los no infectodos, se recierid a la aelebaracidn de
graficas que permitieran la aproeciacion objehive de las dite-
rencias entre loc £#ftulios de los dos grupos a coeparar,

Para ello se graficd el inverso de la dilucion nitima donde
se presentd aglutinacivn, contra nl liempo do infeccidn, lo
que nos permitiria detectlar inmunosupresidn, &n catso de exis-—
tiv, o simplemente las diferencias en vl tituleo do los dos
grupos.

Es conveniente recordar, que ostas determinsciones se hicie-

ron por triplicado, realizAndose un estudio previn, donde se
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determind la concentracién adecuada de antigeno. (ver foto-

grafia 4.)

‘IFECTO DE LA CONCENTRACLION

DE LOS GLOBDULOS ROJOS DE CARNERO.

Fotograffa 4. Estudio de la concentracidn optima
de eritrocitos de carnera para el
estudio de la inmunosupresidan.

Observese que el titulo de los animales de experimentacién,

infectados, consistentemente entra dentro del intervalo que

fijan los titulos de los animales no infectados :Ebntrul—.
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DISCUSION

A. INFECCION SIMULTANEA.

En la tabla 7. estdn reunidos los resultados del ndmerc de
pardsitos en la infeccidn simultdnea. Para el andlisis esta-
distico se calcularan media aritmética, desviacidn estdndar v

coeficiente de variacidn.

Como se observa, la interpretacidn de estos datos implica una
comparacidn: es decir, nos interesa conocer la existencia de
diferencias entre varios grupos. Primero conocer el efecto

que resulta de la infecciodn simultdnea —una de las variedades

sobre la otra-. Segunda, si la inmunizacién previa con un

{GRUPD H INMUNIZADOS ' NO INMUNIZADOS 1
i i el - i
| Akttt ! MACHOS { HEMBRAS | MACHDS { HEMBRAS H
{PARASITO | H Rt} ! }
| M. 26.3 1 253.2 i 17.7 I 95.4 |
{  ORF ¢t D.E. 18.4645 | (28.81 V12,94 t 49,56 ¢
i { C.v. 0.70 | 0.50 H 0.73 ! 0.89 |
i { i { H
i { M. 5.0 | 21.6 ! 5.7 ! 4.4 '
i HYG t D.E. 7.28 % 21.7 ' 4.16 ' 8.35 H
H tCuv. 1,45 4 1.01 H 0.73 ! 1.264 i
H ! fm—m— ' H i
t ORF EN ! M. B.0 | 164.1 to11.3 i 48.0 i
! INFEC. ! D.E. 4,2t | 80.58 ! 5.57 t 37.8%9 i
! SIMULTA.! C.V., 0.52 1} 0.49 H 0.49 H 0.78 i
! i H Hi i- i
{ HYG EN | M. .8t 23, H 2.4 H 2.7 H
t INFEC. ! D.E. 1.13 ! 14.05 ! 1.5 H 3.5 H
I SIMULTA.1 C.V. 0.62 1 0. 69 H 0.6 H 1.31 !
. ' ' ' '
' i H H

! PO - N
Tabla 7. Resultados del experimento de infeccidn simultanca.
Se muestran en el orden acastumbrado: Media (M4.), Desviacidn
Estandar (D.E.) y el Coeficierte de Variacien (C.V.).
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extracto de ORF es efiraz para gue el sistema inmune controle
un segundo desafio. Y por Gltimo, nas interesa saber si
existen difersncias entre sexos. Amén de corrcborar que la

velocidad de crecimiento de las cepas es distinta.

Fara realizar estas caomparaciones se utilizé la prueba de
t de Student de dos colas, considerandose significativa la
diferencia a p<0.05. El valor critico de t= 2.101, con 18 gra-

dos de libertad. (Snedecor,G.W. y Cochran, W.G.,1968).

Las comparaciones de las muestras estan incluidas en las

tablas 8 a 19.

MACHOS HEMBRAS
GRUPD COMPARADO k1 Signific. £tl Signific.
ORF ve.0RF# 1.436 N.S. N.S.

HYG vs.HYG*

ORFTINM v ORFINM* 3.020 p<0.001 1.850 N.S.

HYGINM vo. HYGINM® 1.370 N.S. 0.164

N.S.

[o3
]
a
u

! '
H !
1 !
i §
H H
2.3460 | p<0.05 1.330 1 N.S.
' ,
H i
i i
H H
H H
H !

Tabla B. Zxperimento de Infeccidn sinultdnea. Comparacién
entre ol grupo experimental (Infeccién simultanea) y el grupo
control (Infeccién simple). * Indica infeccidn simul ténea.

De la romparacién entre los grupos con infeccién simultansa
contra los de infeccidn simple se observa que salvo en dog
grupns, ambos de los animales machas, no parvce existir
ninguna diferencia entre las muestras. En los grupas donde!se

detectd diferencia, d¢sta consiste en la disminucidn del nd-
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mero de parasitos contados en la infeccién simulténea, en
comparacitn con los pardsitos esperados de acuerdo a la

infeccion simple.

En cambio, cuando observamos las diferencias entre el grupo
inmunizado y no inmunizado, en las hembras existe un efecto
relevante, siendo nulo en las machos., En las hembras inmuniza-
das existe un claro aumento del ndmero de pardsitos espera-
dos, en referencia al grupo no inmunizado. La variedad menos
virulenta, HYG, parece no ser afectada significativamente por

la inmunizacidn previa.

; SEX0O: ; MACHOS : HEMBRAS :
§ GRUPQ COMPARADD g [tl | Signific. : el Signific.:
i F § i i
! ORFINM vs.0ORF 11.190 ¢ N.S. f 4.520 | p<06.001 !
: HYGINM vs.HYG ;0.2&0 ; N.S. ; 2.030 ; N. 8. :
: ORF* vs,ORFINM# ;1.490 g N.S. : 4.120 ; p<0.001 ;
2 HYG#* vs.HYGINM* 51.010 i N.S. ; 3.900 ; p<0.01 i

Tabla 7.Experimento de Infeccidn simultdnea. Efecto de la
inmunizacién sabre la infeccidn con metacéstodos de Taenia
-grassiceps. #indica infeccidén simultanea.

Por ultimo, el efecto del sexo sobre 1a susceptibilidad a la
infeccidn es dramdtico, observandose que solo en animales
inmunizados, infectados con la variedad HYG, éste efecto

parece no existir.



{MACHOS vs. HEMBRASIMACHOS vs. HEMBRAS!

: f NO INMUNIZADGS E INMUNI ZADOS

'

; TIPO DE PARASITO S ftl | Signific. ; Ctl t Signific :
| ) - |
H ORF {2.33 f p<0.05 i 5.510 i p<0.001 i
: HYG ;2-990 % p<N. 01 E 2.290 | p<0,05 {
; ORF# ;3.030 é p<0.01 ; 4.110 : p<0.00t g
: HYG* ;0.249 ; N.S5. : 4,160 : p<0.001 ;
H i | i { i
Tabla t0. Experimento de Infeccién simultinea. Efecto del

grassiceps. 53¢ compara el numero de pardsitos de cada

variedad en machos y hembras. #indica infeccidn simul ténea.

En la tabla 11 se muestran las diferencias en virulencia que
presentan ambas cepas, independientemente del sexo o estado

inmune del hospedador.

I '
E SEXO: : MACHOS : HEMBRAS ;
; GRUPO COMPARADO : ftl | Signific. ; Ltl ! SBignific :
! T 5 ; §
{ ORF va.HYG 12.790 f p<0.02 5 3.080 ! p<0.01

; ORF# vs.HYG#* ;4.880 % p<0.001 ; 3.740 é P<0.01

; ORFINM vs,HYGINM :3.360 E p<.01 ; S.400 g p<0.001

; ! ; p<0.001 é 5.490 f p<0.001

ORFINM#* vs, HYGINM»* 14.490
! ! t i
Tabia 11, Experimento de Infeccidn simultdnea. Diferencia en
la virulencia de amhas cepas entre si. * indica infeccién
simultinaa.

B. RESPUESTA INMUNE.
A continuacidn se presentan los resuitlodos de la Liv.o . "

de anticuerpos, por la téenica de ELISA, en los ratones del
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experimento de infeccién simultdnea. Se comparan con el grupo

que no fué infectado al que llamamos grupo control. (Tablas 12

y 13).
PLACAS SENSIBILIZADAS CON: ORF

! GRUPO i MEDIA { D.EJ TVALOR DE £ | SIGNIFI-i
! EXPERIMENTAL H ' f [ : CANCIA :
: HEMBRAS: : : ; t i
H H ! H ! {
{  CONTROL E 0.287 ; 0.023 : : :
: ORF i 0.812 E 0.084 | 192.06 5 pL0.00t 3
: HYB % 1.218 5 0.31%9 § ?.20 ; p40.001 ;
: SIMULTANEA 5 1.454 E 0.381 ; 9.47 : p<0.001 ;
; ORF INM. ; 1.977 g 0.186 E 28.51 é p<0.001 ;
; HYG INM. ; 2.044 E 0.045 ; 109.94 g p<0.001 ;
; SIMUL. INM. ; 1.972 5 0.227 : 23.35 ; p<0.001 E
: MACHOS: : ; : : ;
! ' | ! t H
{  CONTROL P 0.245 5 0.026 3 : :
: ORF ; 0.4632 ; 0.172 g 7.03 { p<o.001L !
: HYG ; 1.496 ; 0.278 % 14.146 : p<0.001 §
: SIMULTANEA : 0.7358 ; 0.109 ; 14.47 ; p<0.001 :
i ORF INM. ; 1.776 ; 0.454 : 10.64 : p<0.001 :
; HYG INM. E 1.986 ; 0.398 ; 13.80 : p<0.001 :
i SIMUL. INM. ; 2.131 ; 0.002 ; 227.88 : p<a.001 §
! ! '

1 H i
Tabla 12.Resultadus del experimento de Evaluacidn de la res-—
puesta inmune. Flacas sensibilizadas con QRF. La media co-
rrespande al promedio de la evaluacién por duplicado de 10
ratones. Se anota la absorbancia a 492nm.
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PLACAS SENSIBILIZADAS CON: HYG

1
Tabla 17.Resultados del experimento de Evaluacion de la re
puesta inmune. Flacas sensibilizadas con HYG. La media co-
rragponde al promedio de 1a evaluacion por duplicadoe de 10
ratones., Se anota la absorbancia a 492nm.

H GRUPD i MEDIA t D.E. IVALOR DE t t SIGNIFI-}
E EXPERIMENTAL E _~f H [} E CANCIA 3
H— o T : ; i
H H H H H H
5 CONTROL : 0.322 : 0.923 i : ;
E ORF 3 0.711 I 0.08% E 13.97 f p<0.001
; HYG g 0.942 : 0.200 E ?.73 S p<0.001
; SIMULTANEA E 1.541 E 0.353 E 10.89 2 p<0.001 E
2 ORF INM. ; 2.070 ; 0.044 g 111.33 ; p<0.001
; HYG INM. § 2.049 : Q.093 E 57.00 : p<0.001 ;
. .
g SIMUL. INM. ; 1.994 ; 0.14% E 37.00 : p<0.001
| MACHOS: ; : : : i
H H i ! i H
f CONTROL E 0.318 f 0.008 E 5 :
; ORF g' 0,804 i 0.204 5 7.32 ; p<0.001
: HYG E 1.627 i 0.118 E 35.00 g p<0.001 :
: SIMULTANEA 5 0,859 g 0.127 E 13.44 z p<0.001 :
i ORF INM, % 1.4680 ; 0,395 E 10,90 g p<0.001
; HYG INM. ; 1.997 ; 0.161 E 32.15 ; p<0.001 :
; SIMUL. INM. : 2.173 i 0.092 5 &T.32 : p<0.001

1 H | ;

el ratdn despierta una respuesta inmune humoral importante.
El tftule de anticuerpos se incrementa significativamente en
todos los casos con respecto a los ratones no infectados. bLa

presencia de anticuerpas anti-extracto de HYG en ratones
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infectados con la cepa ORF, y de anticuerpos anti-extracto de
ORF en ratoenes infectados con HYG demuestran un claro cruce

el raton.

Por otrao lado, en las graficas observamos que la variedad HYG
resulbta mds inmunogénica que DORF f(resultados estadisticamente

signi ficativos, pero gque no se presentan aqgul).

C. INMUNOSUPRESION.
FPara el andlisis de estos resultados presentaremos agui el
promedio del inverso del titulo de 5 ratones. Cada determina-

cidn se hizo por triplicado.

Fara hacer la comparaciodn estadistica de los resultados se
utilizdd nuevamente la prueba de t de Student de dos colas,
ahgra con 8 grados de libertad, considerandose significativa

la diferencia a p<9.058, siendo el valor eritico de t-2.7204.

El andlisis se resume en la tabla 14,

Como puede ohservarse de las comparaciones, no hay inmuno-
supresidn conusistente en todos los casos, en las hembras que
son las mds susceptibles, se obhserva 1nmunosupresion en solo
un caso, mientras que en machns en dos. Algo que se debe
notar 8¢ que en los machas se presenta una potenciacidn de la

respuesta itnmune en dos casos especificos.

Deba notarse odemas, que 1a fluctuacidn alrededor del valor

promedin dobe ser tomada con reservas, pues la técnica de
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hemaglutinacion tal como se hizo no permite una resolucion
mayor que la mitad o el doble de concentracidn, pues las
diluciones seriadas se hicieron en base dos (1:2, 1:4, 1:08,

1:16, 1:32, 1:44, etc).

TBRUPO (DIAB? | PROMEDIO ! DESVIAGCION i VALOR | SIGNIFI-!
! : ! ESTANDAR !de [t1 | CANCIA
fommemes - : —t-- = !
i HEMDRAS ! ; : ! :
' B H i i H
! EONTROL () ¢ B2.19 ¢ 60.97 i ! 1
: : ! : ! 1
: I (o) 1 22.39 12.16 ! 2.15 | N.S. !
: 1 ; ' 1 :
: IS ERTY) 1 21.86 ! 13,11 | 7.54 | p<0.001 |
1 ! ! ; ! ;
1 1III (12) | 66.13 ! 11.68 ! ©0.57 | N.8. |
: 1 ! : 1 !
I IV (200 1 38.4 ! 57.24 1 1.17 | N.S. i
: : : 1 : :
: Vo241 stl.Be 15.82 1 0.72 1 N.S. &
i : 1 : : :
! VI (300 1 21,33 11.92 1 2,19 { N.S. !}
H ! ! 1 1 !
! MACHOS 1 1 1 1 1
1 ! : t | 1
! CONTROL (O) | 28.79 | .69 ! ! 1
! ; 1 ! ! :
1 1 0 1 39.73 235.33 ! 0.97 | MN.8. !
1 1 : f ! 1
! 11 @& 1 27,73 14.67 1 0.13 ! N.S. !
1 i i ; i 1
3 L 2y 1 91,73 31.64 1 4,25 ! p<0.005 1
! 1 ! : ! :
! v (zo) 1 B.53 ! 11.53 1 3.00 | p<0.025 !
: ! ; ! 1 1
: vV @24t 2.0 : 0.0 | &.18 | p<o.oot
: ! ; : ! :
: : : 15.82 | 3.98 | p<0.005 !
: : . \ .
-t 1 1 3

g Inmunosupresidn. Se presentan el
pramedio del inverso del tltule de S ratones, cada suera
2valuado por triplicado, la desviacién estandar y el valor
absolutu de t (prueba de 2 colas ) con t critico= 2.306, vy
pI0L0%, eomo significancia estadistica.

CONCLUSTONES

La relacidn hospedador -pardcito es afectada y modul ada por
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muchos factores, algunes de los cuales han surgido de manera

natural a lo largo de ests trabajo.

Aun cuandn se controle el mayor numere de variables conocidas
-para observar el efecto de una variable de interés aislada-,
es muy comun encontrarse con otros factares no previstos que,
incluso, llegan a ser mds importantms, o de efecto mds sobre-

saliente, de lo que esparibamos.

Esto en lugar de ser una frustracidn invita a una observacion

minuciosa de lo que nos ofrece el modelo.

Durante el desarrollo de esta tesis hemos logrado detectar el
que lejos de ser semejante, ha mostrado que las dos cepas son
diferentes, tal y como lo sugerian Dorais, Mount y otros
investigadores (Dorais % Esch, op.cit.j;Freeman, R.S.,et al,

op.cit.).

LLa mayor velocidad de crecimiento observada en la variedad
ORF, con respecta a la variedad HYG nos habla de una profunda
diferencia bioldgica que se refleja desde su morfologia., No
es aventurado sugerir que la variedad que durante mas tiempo
ha sido manipulada en el laboratorio (ORF), haya sufrida
cambios (mutaciones?) que le permiten mantener la repro—
ducecién asexual a la que estid sometida dentro de los roe~
dores. Esta cepa no ha necesiteda utilizar su capacidad de
reproduccidn sexual y ha eliminado esta caracteristica (Free-

man,R.S. et al op.cit).
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Durante la infeccién simulténea no se observd ningun efecta
de una cepa sobre la otra, por ello proponemas que la dife-
rente capacidad repraductora no es debida a una regulacién de
la respuesta inmune del hospedador, en cambioc si debe consti-
tulr una cualidad biolégica propia e intrinseca de cada

variedad.

Es necesario insistir en que la infeccidn simultaAnea de dos
parasitos con diferencias palpables en cuanto a velocidad de
crecimiento y morfologia no perturba al sistema inmunoldgico
del ratdn, de tal suerte que permanece la capacidad de res-
puesta independiente a cada infeccidn, es decir, gque pueden
ser reconocidos ambos tipos de pardsito y enfrentados de
manera independiente. Ademds, en este caso nao se observa ni
un efecto sinédrgico para el hospedador ni antagodnico entrs
las dos variedades sugiriendo que la relacién que se esta-

blece es sélo entre parasito-hospedador.

La clara diferencia de susceptibilidad entre sexos es una
1lamada de atencidn para un estudio endocrinoldgico poste-
rior, La mayor carga parasitaria que afecta a las hembras,
probablemente dependa de caracteristicas del hospedera, vy na
del pardsito. Es interesante observar que la velocidad de
wrecamento en el ratdn de la cepa HYG es menos afectada qgue
ORF, aungue la diferencia entre seixos se conserve. Probable-—
mente la diferencia sea menos notable debido a que se aproxi-
ma a cero la cantidad de pardsitos recuperados de wsta varie-

dad.



Por otro lado, la inoculacién previa con extracte crudo de
ORF no tiene un efecto inmunizante en el hospedador. Aungue
hay observaciones que indican que si puede haber proteccion

si la inmunizacidn se realiza con la dosis adecuada.

A diferencia de la Dra. Good (Good,A.H. op.cit.), nosotras no
detectamos que la inmunosupresicn fuera el mecanismo por
medio del cual el céstodo estudiado se instalara con éxito
dentro del roedor, o bien existe una inmunosupresion especi-
fica, o por lo menos no es éste fendmeno el responsable de
la diferente virulencia entre las cepas, tal y come lo de-

muestran nuestros estudios de Inmunasupresidn,

El titulo elevado de anticuerpos contra los parasitos nos
indica que si son reconocidos como extrafios por el sistema
inmune, la que nos permite eliminar la falta de inmunogenici-
dad como mecanismo de evasion. Es interesante notar que pese
a las diferencias morfolégicas entre especies ambas tienen
antigenos comunes. Una observacidn adicional es el hecho de
que.la variedad HYG parece ser mAs inmunogénica que ORF, es
decir, tiene algunos antigenos que no tomparte can ORF y que
probablemente sean mds importantes para la proteccidn del
hospedador, esto podria explicar parcialmente la diferente
capacidad reproductiva, que es consistente con la nbservacién
de la disminucian en el numero de parasitos de ORF en la
infeccidn simultanea. Fara saber si este antigeno o antigenos
importantes en la prute;cxdn estdn presentes en ORF, pero no
en cantidad adecuada, se debe recurrir a una técnica gque nos

permita ver con mayor resolucién los antigenos que nos inte-
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resan, por ejemplo el Western Biot'.
Resumienda, concluimos que

+LAS VARIEDADES ORF E HYG CRECEM DE MANERA INDEPENDIENTE EN

UNA INFECCION SIMULTANEA.

%ORF E HYG POSEEN ANTIGENOS CGMPARTIDOS.

«LA INFECCION POR Taenia crassiceps NO CURSA CON UNA INMUND-
SUPRESION INESPECIFICA.

%LA PREVALENCIA DEL PARASITO OCURRE AUM EN PRESENCIA DE UNA

KESPUESTA INMUNE HUMORAL INTENSA.

#ENTRE HEMBRAS Y MACHOS SE OBSERVA UNA LIGERA DIFERENCIA EN

LA CAPALIDAD DE RESPUESTA RONTRA GLOBULOS ROJOS DE CARNERO,

DURANTE UNA INFECCION CON LA VARIEDAD ORF.

Ha surgido la necesidad de utilizar métodos con mayor resolu-—
cidn para detectar diferencias en la inmunogenicidad de las
variedades, que puedan explicar prabablemente la diferente
virulencia, apareciendo diferentes para el sistema inmune del

houspedero.

Tambi<n queda latente la necesidad de estudiar la susceptibi-
litdad a la irnfeccidn dependiente del sexo del animal parasi-

tadn,
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MECANISMOS PARASITARIOS DE EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE. (1)

INTRODUCCION.
En la naturaleza se presentan innumerables ejemplos de
interaccidn entre especies. Estos' fendmenns no seon solo
frecuentes, sino necesarios en muchas casos para que se
mantenga e1 wsquilibrio natural.
El ser humano ha prestado atencion a estos fendmenas no sdla
por su afdn de conocer "su" mundo y modificarlo, sino porgque
repetidamente se encuentra involucrado conh arganismos que en
muchas ocasiones le causan dahfo.
A lo largo de esta revisidn trateremos lo concerniente ¢ 1a
relacidn pardsi to-sistema inmune. Es pues conveniente

introducir algunos conceptos:

Bdsicamente, el par smo es la asociacidn de vryarismos y
la relacidn entre cllos. Existen diversac formas q:: v

desdr: a1 comensalismn Pasta la simbrosis. ouora <lesi-icacian
depende del efecto que prouduce unn de lus craganismrs sobre o)

otra.

otro periudicandolo. Le llsmamos pardsile al que produce el

daffo y haospedador u haspedero (host), al que «nntiene al

inoune es un conjunto de mecanisaos cus funcidn

25 la de reconocer lo prapie de 1o estrafic, o incluays la

(1) Ogilviw,B.™, ,1776
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presoncia de anlicuerpos especificos, de linfocitos sensibi-—
lizados v de células accesorias.Cuanda un agente exvdgeno
{inmunégeno) penetra en un arganismo susceptible, se presenta
unz: cascaﬁa de eventos que da comn resultado el estableci-
miento del estado inmune, 21 cual esta encargado de la elimi-

nacion del inmundgeno.

Asl, se han implementado estrategias para conocer la relacidn
hospedador-pardsito y comprender los mecanismos utilizados en
el establecimiento parasitario, de tal suerte gque se permita

contrarrestar el efecto nocivo.

Un hospedador generalinente produce una respuesta inmune
contra los agentes que lo infectan. No obstante, los pardsitos
sabreviven provocando incluso una afeccién crénica. En
alyunas irfeccionus se ha lagrado esplicar ssta persisten-

T s omenlin oy Yoo mecanismos desarrollados por los pard-—
sites para destruir, evadir,contrarrestar o coexistir con
reagaestas inmunes potencisimente protectoras del hospedador
{(Flisuer A, 1985; Haravadin,L y Ash,L. 1982). Estaos mecanis-
o, Sdle puedeon gor estudiados en relacidn a la respuesta
teauer @spectificay quu oes provoacada por la infecciéon particu-
Tar (Coheo, 5. 19743 . Recordemos gue los parasitos pueden
despertar tanto inmunidad por anticuerpas coma la mediada poar
chictas, vy 1o respuesta predominante dependera del tipo do

pardsite fRoitt,l. 1984.).

La forma en que estos organguwmos saobreviven a las consecuen-—

<l4s potencialrente letales de itnmunizacinsn v de prof e
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interés bioldgico.La evasiodn inmune, término gque se acubd

para euplicar la sohrevivencia de los parbsitos en hospeda-
dores vertebrados inmunocompetentes, presenta diversas moda-—
lidades. Aqui se mostrardn algunos de laos mecanismos invalu-

crados en el fendmeno de instalacidn parasitaria y el efecto

que tiene sobre el sistema inmune.

MECANISMOS DE EVASION PARASITARIA.
Hasta ahora se han identificado una veintena de distintos
modos en que los pardsitos se instalan en los hospedadores
susceptibles. Todas ellos pueden incluirse en tres mecanismos

generales, a saber:

(1) El paradsito po eg regopocido por el sistema inmune.
(2) El pardsito evade la respuesta inmune, presente.

(3) El pardsito resiste a los productos del sistema

inmunolégica.

En esta revisidn mencionaremos aguellas formas de evasinnk
mds frecuentemente descritas, ejemplificando algunas de
ellas.

Algunos asutores (Ogilvie % Wilson. 1976) desuriben los

mecani smos de evasidn en funcion del responsable del éinito de

+El sentido de evadir ‘es distinto a resistir, sin embargs,
cuando se hable en forma general, el término evadir sera
utilizado indistintamente.
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fa relacibon hospedador-parasito, ¥y los aqgrupa en dos
divisiones:

La primera se refiere a los defectos en la respuesta inmune
del hospedador e i1ncluye en este divisidn la falta de
respuestn de arigen gendtico; la doapresidn del sistema inmune
que sufren los hospederns jovenes, lactantes o durante el
embarazo de las hembras; las infecciones por gran carga
parasitaria y activacidn policlonal facilitadora por
anticuerpos: disfuncidn de los macrdfagos; inmunosupresidn e
inmunorncrementacion, y la formacidn de complesos inmunes con
antigenos solubles del pardsito.

La segunda divisidn se refiere a las caracteristicas propias
gue 12 permiten al pardsito evadir la respuesta inmune; Agqud
quedan inclufdas la variacion antigénica, los factores inmu-
nosupresares y anticomplementarios producidos por el parasi-

to, etcotera,

Basdndonos en esta clasificacidn empezaremos a revisar en
forma particular las pruebas presentadas en la descripcién de

witos tipos de evasidn.
L. DEFECTOS EN LA RESPUESTA INMUNE DEL HOSPEDADOR.
a. Bases gendticas de la falta de respuesta.

En ratones Schofield (Wakelin, 1975), la capacidad de
ruesponder {nmunoldédgicamente al nematodo Irichuris muris
requiere de la exproesion do un pequefla namero de genes

dominantes no asociados con e cumplejo mayer ce histeoconpa-~

tibilidad (H-2). De evitus ratones esisten o tipos: loz
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"respondedores” y los "no respondedores”. Aunque se haga una
transferencia pasiva de anticuerpos, ésta sdlu se2ra efectiva
en los ratones del fenotipo respondednr (Kakelin, 1975). Cabe
seffalar gque ambos fenotipos producen anticuerpos circulantes.
Esto parece indicear que la susceptibilidad a ciertas infec-
cidnes parasitarias e=sid relaciun;da con genes no asociados

al H-2. Sin embargo,

RS
{Sciutto,1987) se abservd gue, para este parasito, la suscep-
tibilidad de diversas cepas de ratones estd ligada en forma
importante con el complejo H~2, ademas de que se corrobhord
que axisten otros genes que también participan en la predis-—
posicién a la infeccidn. Esto, evidentemente depende del
hospedador, y ayuda a explicar porque muchas infecciones son
limitadas a ciertas especies animales. Queda claro que no
pueden hacerse adn generalizaciones, e incluso hacerlas po-
dria distraer la atencitn al hecho de que ectas diferencias
entre los pardsitos son las que determinan su comportamiento

bioldagico.

b, Falta da respuasta en animales jéovenes, lactantes y

durante el embarazo de las hembras.

Se han descrito infecciones que no pueden ser cortroladas por
animales jdvenes, pues su respuesta inmune no ha alcanzado el
dosarrroilo aprupiade, Ejempleos de esta falta de respuesta

han sido reportados en diversas ocasiunes. Por ejemplo la ca-

pacidad de resistir una infeccidn o N, Lbrasiliensis no se ex-—

presa en las ratas sine hasta alcanczar las 7-9 semanas de
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adad (Jarret, 1971), 0 la capacidad de las ovejas para con-

‘ion de Haemonchus contortus solo aparece

trolar 12 infa

después del 4o0-8Bo. mes de edad (Urqubart,1970).

Por atro lado, se ha intentado correlacionar la respuesta
deficiente a agentes infecciosos con el embiarazo y durante la
dpora du laclancia {(Love ¥ Ogilvie, 197%),

Esto parece significar que el desarrollo del sistema inmuno-
ldgicu depende de muchos factures para su cabal maduracion,
desde agentaes asociados al sexo, como las funciones endocri-
nas, hasta la exposiciodn a diversos agentes ambientales que

"activen" al sistema inmune, promoviendo su evolucidn final.

c.Bran carga parasitaria e incrementog en la cantidad de
anticuerpos.
La "inmunoincrementacion” no ha sido confirmada formalmente
como mecanismo que permita que las infecciones sc mantengan
durante largo tiempa. Sin embargo, se ha especulado que esto
prede ncurriv debiduo a que existen recpuectas rd esterilizan-~
_tes caracter:zadas por la abundencia de anticuerpaos y 1o
N -

presencia -e imwnidad mediada pur células.
Me abauante, usando exbractos parasitarios, se ha logrado
sdempeait o e Lo prasundia de moiéculas que inducen lo que se ca-
note cumn activacidn policianal (Greenwoou, 1974; Hudeon, et
al, 197&), Farticularmente este efectn v ha obeervado 2n la

malaria: "En adultos (infectades) icmunocompotentes on el Este

e Ofrie, ta prodoceidn e Tg o, aprovimnadamente stete

ves mads gronde que ta e Lon europens ooroes! sgl ' (Dviedo

Mvarez, AM.J1THE) . La aiutenic dooe Las famunonlobu ties pe
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sipecificas sﬁgiriﬁ la agsociacién de un mitdgeno de células B
coan la presencia de Plasamedium { Greenwood,B.M., 1974).

Por otrao lado, se ha abservado una tolerancia parcial desa-

rraollada en animales expu2stos a una inteccion intensas

Cuando se aplican a ratones

estos pueden recsistir la prezencia del pa

cuanda el intculo es grande, el parasito persiste, sin que se
reduzca el tamaMo de la2s lesiones provocadas por el parasito
tPreston & Dumonde, 1974). S8 han presentado reportes apoyac-
do sste tipo de (nmunomodulacién en Leshmaniast s o humandas,

y en Esquistosomiasis en ratas (Phillips, et al, 1975).

d.Alteracidn en la fase aferente de la inmunidad: fallas
en la funcidn del macrdfago.
Algunos protozoarios como Taxoplasma,Loshmania

cruzi cursan su cicle bioldgico, o parte deo

¢l , dentro de las

macr&fagos. Déspués de la fagocitosis, el

fusion del fagosoma con los lisosomas, al menas in vikro,
sequn algunos 1 eportes (Hi-sch, Jones % Lo, 1979, do forme
andluga se presenta la incapacidad del macréfago para

eliminar & los pardsitos antes mencionados por éstos y otros

mecanismous. Algunos autoraes suylieren yue -} 2fecho destruchi~

va contra los protosoarius intracelular es depende d2 la com—

binucrdn particular hospeJador-pardsito gque 5 presente

(Mauel, Behin, et al, 1974), El procesamiento antigénico
incficiente por parte de! macrafago, contribuye s que se 1n-—

crwponto el Lihwnpo e la infrecidn, kal vy copo acurre on los

casay Jde malaria {loose, Cook % Di Luzio, 1972),
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e.Células reguladoras vy fa:toresvsolubles: Inunosupre-
sidn e 1nmunoincrementacion.

Ya hemos hablado del efecto mitogénico que parecen tener
algunos pardsitos, provocando que las células B sinteticen
cantidades anormales de inmunoglobulinas. Sin embargo, el
nfecto observado puede tener otro origen: En la tripancsomia-
sia africana la concentracién de IgM esta anaormalmente aumen-
tada (Cohon, 19743, la infeccién puede inducir esta anomalia
en la sintesis de inmunoglobulinas interfiriendo en la fun-

cidn de las celulas T.

En todos los casos, el aumento en la 1g‘s no estd relacionado
con un pardsito especifico, lo que sugiere que el incremento

resulta de la interaccidn de los pardsitos con los mecanismos
de requlacidn que el sistema inmune utiliza para liberar o

praoducir log anticuerpos.

Ahora bien, en otros casos, las hospedadores parasitadas
presentan una disminucidn en su capacidad de responder inmu-—
noldgicamente a antigenos aparentemente no relacionados con
la infeccidn. Estos efectos han sido estudiados en la mala-
ria, tripanosomias:s y en infecciones por helmintos (Keller,
Oglivie & Simpsan, 1971; Faubert % Tanner, 1975). ta inmuno-
supresidn en estan infecgiones ez atribuible a alteraciones
no ecaspecificos, Lales como cambios on 1 funcidn monocitica,

cory ckercia vwtigénica, o la reduccidn d2l ndmers de liefaoci-

tos 0 1 activecsidn de oflalas T osopra2coras. Noooi ke Zan
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Trichinella spiralis hay evidencia gue apoya la existencia de

factores parasitarios que destruyen a los linfocitos (Fauber

& Tanner, op., cit.).

For dltimo, wna gran variedad de pardsitous activan al comple-
mento por la via alterna, causandd varios efectos:

a) La lisis directa del parasito

blta induccitdn de la destruccirén del pardsito mediada por
ceélulas y

c)Farcilitacidn de la parasitemia.

del complemento (C3). En particular, se ha detectado que T.

s libera un proteoglicano polianidnico sulfatado

bles con una fuerte actividad anticomplementaria provocando
un decremento dramdtico en los niveles de complemento en
suero. Asi que debe jugar un importante papel en la regula-

cion de la respuesta inmune (Oviedo-Alvarez,A.M., op.cit.).

f. Antigeros parasitarios.
Los antigenos liberados por laos pardsitos o la circulacion de
su hospedero constituyen otra forma de evitar que el sistema
inmune afecte la integridad parasitaria. For an lado, los
antigenos libres "distraen” a los productos de la respuesta,
pues las interacciones antigeno-anticuerpo (Ag~Ac) se hacen
en un lugar distinto de donde esta el pardsito, agravando la

situacidn el hecha de que eshog complejos Ag-Ac daflan al
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organismo parasitado: La persistencia de estos complejos
puede inhibir la migracion de lus macrédfageos, e inducir una
hiper-respucsta especifica (Incremento de anticuerpes, pero
no tolerancia) al bloquear a los macrafagos y otras células
inmunocompetantes, Aqui, la competencia inmunolégica, entre
Ag°'s solubles y formes, adquiere gran importancia en la
evasion, (Dgilvie, B.M. op.cit.).

Entre los pardsitos que presentan la caracteristica de libe-

rar productos yue actulan como antigenos solubles podemos

mencionar a Tripangsoma,Plasmodium falciparum, Babesia,

Haemonchus contortus, lrichinella spiralis, Schistosoma

2.CARACTERISTICAS DE LOS PARASITOS GUE LES
PERMITEN EVADIR LA RESPUESTA INMUNE.
Los pardcitos lugran numerpsas adaptaciunes para asegurar su
transmisidn a un nueve hospedador. lLos siguientes pdrrafos
describirdn algunas modificaciones en la estructura o
fizinlogra en los pardsitos que les aseguran poder completar,
en un ambiente inmunoldgicamente hostil, el ciclo de vida que
lo caracteriza.
a.Protozoarios.

Algunas 1nfecciones, como las de Plasmodium,lrypanosome y

Babesia, se caracterizan, primero por una prolongada
permanencia de la infeccidn, en la que fluctda el numero de
pardsitos, y segundo, por el cambio periddico en la superfj-
cie antigénica del pardsito (Ogilvie,B.M.,op.cit.). Kesumien

do, la variacidn antigenica es e)l proceso mediante el cual
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una cubierta antigénica es reemplacada por otra diferente, lo
que permite explicar las fluctuaciones en el numero de para-
sitos, la elevacion de las cifras de inmunoglobulinas y la
prolongada infeccidn. Esta variacidn puede llevarse al cabo
por mutacidn y seleccion de mutantes, recombinacidn genética,
cambios en la actividad gendtica y adquicicidn o reemplazo de
simbiontes, epistosomas o plasmidos ¢ Oviedo-Alvaraz. A.M.,
vp.cit.). Asl Irypangsoma brucei, un tripanosoma transmitido
por la mosca Tse-tsé al humano y los ungulados, tienen una
cubierta (qlicocalix) Jue cuntiene las variantes antigéni-
cas.Es interesante hacer notar gque esta enorme variedad de

"glucoprateinas variablaes de superficie”, esti codificada por

genes, que al igual que los anticuerpos, parecen combiparse
para codificar un numero virtualmente infinito de determinan-
tes antigénicos distintos., De forma andloga se han demostrado

variaciones antigénicas en Nippostrongylus brasilien

Ent

v Fa

t.Helmintos,

estar involucradn 1o que se conoce camg la ‘hipétesis de los

antigenos del hospedero’, que propone que ediste una cubierta
de anligenos propios del haspedador sobre la superficie del
qusano adulto gue cambia la apariencia inmunologénica frente
a los mecanismos de reconocimiento, lo que se refleja en una

apareante falta de inmuaogenicidad per el parasito.
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Cestodos: En estados tempranos de migracidn, las larvas de
céstados son susceptibles a la accidn de anticusrpos y com-
plemento: mis tarde llegan a ser resistentes a la accion de
los anticuerpos, lo gue sugiere un cambio evidente en su
egtructura propia vy de su membrana, la cual es permeable a
las prateinas sédricas. Se ha demostrado gue en el fluido
vesicular existen altos niveles de un factor anticomplementa-~
rio gue protege al parasiteo contra la accidn de las inmuno-
globulinas (Ogilvie,B.M. op. cit.}.

a ser inhibidos en su desarraollae cuando infectan a un hospe-~

dador que fug parasitado previamente y se ha hecho resisten-—

te. Sin embargo, camo en &2l caso de

Unginaria lucasi, en los hospedadores hembras en estado de
gravidez o durante la lactancia, guando ocurren diversos
cambios harponales, las larvas antes controladas se ven acti-
vadas e invaden a la madre e incluso, por via transplacenta-—
ria o través de la leche materna, a las crias.

Tales adaptaciones asaeguran la infecciéon a la siguiente gene-

racion de hospederas.

3.0TROS MECANISMDS DE EVASION QUE NO SE DEBE A LA INTERACCIDN
PARASITO~SISTEMA INMUNE.

Camo debe haberse percibido, en el establecimiento de una

parasi1tosic estéd involucrada una compleja conjuncidn de fac—

tores, dependientes del hospedador o del pardsito, que una

vez instalada da coma resultada la enfermedad.

Hay, por otro ladu, atros aspectas que debemos contemplar: La
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" susceptibilidad a una infeccién también depende de la via de
entrada, de las migraciones y localizacidon definitiva del
haspedador, de la carga parasitaria y potencial reproductar,
de la actividad fisioldgica del organismo parasitado, de las
condiciones climatoldgicas, de los hdbitos de higiene y ali-
mentacion, del hacinamiento en las ciudades, y en fin, de
muchous otros factaores circunstanciales, pero siempre presen—
tes.

‘4.Conclusiones.

Los mecanismos que han sido propuesteos se esquematizan en el
diagrama A.1. Durante esta discusiédn hemos incluido la varia-
citn antigénica, la adquisicion de antiqgenos parecidos o los
del haspedadar , la praduccion de factoroes anticomplementa-
rios, la interferencia con la respuesta del hospedero a nivel
der la aztividad macrofdgica (gque resulta en el inapropiado
procesamiento antigdénice), ol i1gual gue inbibidores de ia

fusidén lisosomal.

También hablamos de los antigenos solubles y la formacion de
conplejos inmunes los cuales alteran el equilibrio de las ’
c¢lulas supresoras o efectoras, blogueando a las células
precursoras de los linfocitos B, etc. Esta lista es amplia y
puede extenderse mas en un futuro cercano, Estamos en el
momento en que drlucidar cdmo los pardsitos prolongan exito-
samente su estancia en el hospedador puede sugerirnos la
forma de activar eficazmente al sistema inmune, va sea con
vacunas u otraos medios, para la ulterior eliminacién del

agresor. £n realidad no lerminamas aqul, empezamos a conocer
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a los pardsitos y a entender a nuestro propio sistema inmuno-

légico.
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APENDICE 2
Taenia crassiceps.



Taenia crassiceps (Zeder,1800) Rudophi, 1810 {(Ces—

todu: cytlophyllidea).

En 1952 el Dr. Reino Freeman, de la Ontaria Research Founda-
tion, aislé4 de un zorro una cepa de Tagnia_crassiceps a la

cual se le denomina, ORF.

Inicialmente, el ciclo de vida de esta cepa se mantuvo por
los procedimientos normales, es decir, por pasajes sucesivos
entr-2 ratones de lahoratorio y los hospedadores caninos defi—
nitivos. Posteriormente el pardsito se mantuvo por reinocula-
ciones seriadas en la cavidad peritoneal del ratdn, dnicamen—

te.

En 1962, Freeman reportd que sus 1ntentos por reestablecer el
ciclo de vide normal del metacéstodo en sus hospedadores
caninoy definitivas habian fracasado, ‘as! que siguid conser-—

vando 14 ecmpa por inoculacién en ratones.

Francis J. Dorais y Gerald W. Esch aislaron en el verana de

n

1

n Michiqan (Dorais, F.J. 2 Esch, G.%".,

vamtodad Ya o tuvierece medianks e jooo it Lo aita dhe

catores, sigeiorn o el omttoca o T




Se han repartado varias cepas mas del céstodo: Entre ellas

hay una gue Freeman aisld del ojo de un  humano en 1972,
dencminada cepa DER (Freeman,R.S.,et al,1973). Far dltimo HYG

se’ aisld en Noviambre de 1974 a partir de una infeccién

natural en zorro roje (Sally,C.Y. % Freeman, R.S5.,1974).

relacidn céstodo-hospedador, son principalmente la facilidad
con gque se mantiene la cepa en el laboratorio, ademas de su
capacidad de reproducirse asexzualmente mediante gemasién
exdogena. Este metacéstodo puede crecer en una gran variedad
de tejidos, principalmente en cavidad peritonecal e intrapleu-
ral., La 1rnoculacion agirecte por via intraperitoneal permite
producir una infeccidn que puede evaluvarse con  facilidad,
pues al Final de un periodo preestablecido, al abrir la
cavidad, se pueden recuperar los pardsitos, contarlos y rei—

nocularlos en caso necesario.

El utilizar a este ténido coma modelo experimental de cisti-
cercosis ha sido de enorme ayuda para poder determinar

varios fendmenos inmunoldgicos, desde la forma de instala~
cidn, hasta el Lipo de recspuesla que el hospedador monta ante

la invasion.

Se  ha sefalado gue ios metacéstndos de Taenia crassiceps no
solo infectan al ratédn, sino que por diversos mecanismos como
la inmunosupresidn inducida se han lugrado infectar ratas

(Rattus norvegicus) que se toruen tolerantec al  cisticerco
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{Blair,L.5. & Campbell W.C.,1976), e incluso Freeman consi-
guid mantener sin artificios, en cavidad peritoneal de ratas
cisticercos de ORF e HYE, ddndoles suficiente tiempo para
establecerse, e indicando que existe una dependencia entre
susceptibilidad y doéis inicial de céstodos inoculadas (Sally

% Freeman, loc. cit.).

En el laboratorio del Dr. Carlos Larralde se ha encontrado

justifica mds aun el uso de este pardsito comn modelo experi-—
mental (Fragoso, &., Lemus, D., Trueba, L., tesis profesio-
nal). El tener varias cepas de este agente infecciosao ha
provocado que existan Jdiversos estudios comparativos entre
ellas. Asi tenemos los experimentos de Dorais y Esch con las
variedades KBS y ORF, donde observan que la cepa mejor cona-
cida, ORF, tiene una capacidad reproductiva mayor, proponien—
do que este fendmeno es resultado de una mutacidn genética,
en acuerdo con observaciones previas de Mount (Dorais y Esch,
op.cit.). Parte de las observaciones de Mount (1969) se
refieren a la diferente morfologia del escodlex de larvas ORF
y KBS. Estas diferencias sirvieron para el estudic de la
presente tesis, pues las cepas ORF e HYG (la mas vieda y la
mds nueva, respectivamente) son claramente diferentes en esta

caracteristica (ver fotografia A.1)
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Fotografia A.1. Be observa que la variedad ORF no contiene

esciodlex visible, mientras que HYG sf (sefral ado).

También en el grupo del Dr. Larralde se han hecho estudibs de
susceptibilidad genética en varias cepas de raton, obeerv;n¥
dose una dependencia con el Complejo Mayor de Histocompatibi-
lidad (H2), y con otros genes no asociados con él (Sciutto, E.
et al, com. pers.). De todas las cepas estudiadas de ratdén

(Balb/c, Balb/k, Balb/b, CS7BL/4j) se encontréd que la mas
susceptible era Balb/c. Al mismo tiempo se observé que en
todos los casos las hembras resultan mds susceptibles que los

machos, hecho que aqui corroboramos.

En cuanto a la relacién sistema inmune-Taenia crassiceps se
han reportado diversos estudios, algunos de los cuales indi-
can que para tener lugar el establecimiento dentro del haspe-

dador, es necesario que el parasito provoque una inmunosupre-



sidn (Good, A.H. y Miller, K.L., 197&). Incluso se ha evalua-
do la cinédtica de crecimiento en infecciones primarias vy
gecundarias, concluyéndose que el tipo de respuesta a la
infeccidn primaria es mediada por anticuerpos y que es 1la
respuesta de tipo celular la que juega el papel mds importan-
te en las reinfecciones. En el mismo reporte se hace la
observacién de que una previa inoculacioén subcutanea de las
pardsitos provoca que el animal resulte mejor preparado para
resistir la reinfeccién (Siebert,A.E., Good,A.H. & Stmmon%—
J.E., 1978). Esto se ha logrado confirmar inmunizando ani=-
males con extracto crudo de ORF y en los que se ha demostradg
que quedan protegidos contra upa infeccién pasterior con

metacéstodos viables (Fragoso,G. gt al. op. cit.).
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ARENDICE 3

REACTIVOS
En la elaboracidn de los reactivos necesarios para la reali-
zacidn de los experimentos se utilizaron preferentemente
reactivos de la marca ‘'J.T. Baker S.A. de C.V.', salvo que se
mencione otra casa comercial.

A continuacidn se describe la preparacitn de reactivos y

técnicas empleadas en esta tesis,

Na HPO coneccncnceasunsersasnsnnonnnassl0.22g.
2 4

NaH PO sveensnasanscnsstsacnncncesasans 3:.846Q.
2 4

NACliveearvsonsasavannsssssnsnasannasss74.0g

Se ajusta el pH a 7.35+0.05 y se afora a un litro con agua

destilada.

DEHtrOSacceaceatacasnssranennnssneseesa20.50g

Citrato de 50dio.2 H Oivesveesscasenan. 8.00g.

Acido citrico.H D...?.................. 0.85g.
Nac12 4,20g.

Se ajusta el pH a 4.1, se afora con agua destilada a un litra
y se esteriliza en autoclave durante 15 min a 10 libras dc

presion.

a)PBS-Tween (10%).

Tween 20 (Monolaurato de polioxietilen-sorbitan) (Sigma)

10ml por cada 90ml de PBS.
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b)Albumina sérica bovinpa al (% en PDS {(p/v)

c¢lAcido sulfdrico 4N.

ch)Amortiguador de citrato-fastafo, pH=3.

Fosfato de sodio dibdsico Q.2Nie.......25.7ml

Ac. citrico OudMiciiseinvcneareannsaasa24,3ml

Agua destilada ChPe..iccisertacsvananssa100ml,

d}Sustratao.

o-Fenilendiamina (0.04%) en amortiguador de citrato-faosfato.
Al momento de la reaccidn se agrega perdkido de hidrdgeno a
una concentracién final de 0.012%

e)Anticuerpo anti-gammaglobulina de ratdn-biotinilada (dilu-
cion 171000} (Berhing).

f)Conjugado estreptoavidina-peraxidasa (Berhing) (1/100).

Método de Lowry para Determinacidén de Proteinas

Sulfato de cohre al t%Z (pentahidratado)....lml.
Tartrato de Sodio y Patasio al 2%......c...1ml.
Carhonato de Sodio al 2% en NaOH O.iN......98ml.
#Se hace uvna curva patrdn que vaya de 10-100ug/ml de proteina
con albUmina bovina o humana.
#Se hacen diluciones de la muestra problema (1:50, 1:100,
1:200) con PBS.
#El blanco es un mililitro de PBS.
#+8¢ mezclan al mamento y en el ordon indicado los reactivos.
#Se agrega a cada tubo 3ml de la mezcla.
#Se dea repesar 10 minutos.

gregar a todos laos tubas 0.3ml del reactivo de Fenol (Fnlin

Ciogai tew) diluido con ague destiloeda 1:1 (w/v). Marca Sigma
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de México S.A.
#Agitar bien y dejar repasanda 30 min=-2 h.

#lLear a 600nm de longitud de onda en colorimetro.

t.Extraer los parisitos de la cavidad peritoneal del ratéon.
2.Lavarlos al menos 3 veces con PBS.

3«.Hamogeneizar con la menor cantidad de FBS posible.
4.Cuantificar proteinas,

S.Ajustar la concentracién a 300ug/ml.

é.Adicionar como adyuvante, Hidroxido de Aluminio (0.03mg/mg

de proteinal.

Reactivos para la hemaglutipacidn

a)Gldbulos rojos de carnerec al 2% en buffer de hemaglutina-
cidn.

b)Amortiquador para hemaglutinacian.

FTA Hemagglutination Buffer BBL Div. Becton, Dickinson and
Company. Farmula:(gramos por litro preparado)
NaCl..eeiiiniinenninnnanaeasa7.65g.

Fosfato disddico...veuese....1.2488y.

Fosfato monosddiCO.iesesssaacatalg,

Fosfato monopotdsico.caesa.sa0.2113g.

Disolver 2.23g en un litro de agua destilada. pH 7.2 #0.1.
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