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RESUMEN 

El modelo experimental de cisticercosis murina causada por 

3"o.en44. ~<>~. accesible y sencillo de instalar, permite 

estudiar fenómenos inmunoló~icos en la relación hospedero-par•sito. 

Este trabajo de tesis identifica aquellos genes que afectan de 

manera más importante la susceptibilidad a esta parasitosis, asi 

como algunos de los mecanismos celulares involucrados en estas 

diferencias de susceptibi~idad. 

Diferent.es cepas de rat.ones singénicos y congénicos 

recombi nantes fueron infectados i ntr aper i toneal mente y la carga 

parasitaria se cuantificó 30 dias después de la infección 

utilizando este parámetro como indicador de la susceptibilidad del 

hospedero al parAsito. Los resultados muestran que la 

susceptibilidad innata a la infección por 3". <:MU><>~ estA 

fuertemente asociada al haplotipo de histocompatibilidad del 

ratón, siendo el haplotipo H-2d el más suscept.ible mientras que 

los de haplotipo H-2b y H-2k fueron resistentes. Además nuestros 

resultados sugieren que las regiones S yro D del complejo H-2 son 

las más criticamente involucradas en el control de la resistencia 

hacia la cisticercosis murina. Mient.ras tanto, poco o ningún 

efecto sobre la suscept.ibilidad pudo ident.ificarse asociado al 

resto del genoma. Ademá.s se confirmó que las hembras son más 

susceptibles que los machos a esta parasitosis independientemente 

de la cepa de ratones empleada. 

I nt.entando conocer los mecanismos celulares que determinan 

las diferencias de susceptibilidad estudiamos aspectos de la 

respuesta inmune celular en ratones BALB/c Csusceptibles) y BALB/B 

Cresistenles) infectados. Determinamos el porcentaje de las 

poblaciones celulares presentes anles y durante la inrección 

parasitaria a nivel 

localizado (cavidad 

sistémico Csangre periférica) y a nivel 

peri toneal). Los resultados indican que 1 a 

infección peritoneal no modifica sust.ancialmente la composición 

celular cualitativa ni cuanlitativamenle en sangre periférica, en 

tanto, en la cavidad peritoneal se observan modificaciones que 

ocurren según el liempo de infección, el sexo y la cepa esludiada. 

Analizamos la posibilidad de que existan diferencias en eficiencia 
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en la presentación de antigenos por c6lulas presentadoras mediadas 

por diferencias en la concentración de antigenos de H-2 . Para 

ello cuantificamos ant1genos del complejo H-2 en superficies de 

células peritoneales de ratones no infectados y de S y 30 dias de 

infección susceptibles y resistentes. Los patrónes de respuestas 

obtenidos fueron esencialmente similares. Considerando las 

marcadas diferencias de susceptibilidad entre estas cepas CBALB/c 

y BALB/B), nuestros resultados sugieren que las diferencias de 

susceptibilidad estarian importantemente mediadas por diferencias 

en la capacidad de expresar antigenos de H-2 por células 

presentador as. Sin embargo la población de células del peritoneo 

es capaz de transferir protección en esta cisticercosis, según lo 

observamos en los resultados de transferencia de c6lulas 

peritoneales de animales previamente inmunizados a animales 

histocompatibles irradiados y desafiados. QuedAn aun por dilucidar 

cuales son los mecanismos celulares que median estas diferencias 

de susceptibilidad. 
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I. INTRODUCCION 
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Modelo experimental de cisticercosis murina. 

J"a.uWJ. <:'14<)ó~ CZeder, 1800) Rudolphi 1810, es un cést.odo 

que vive en la fase adulta de su ciclo natural en el int.est.ino 

delgado de felinos y cAnidos, especialmente el zorro. En la etapa 

de cisticerco, se reproduce en roedores y menos frecuent.ement.e en 

lagomorfos, insect.ivoros, carnivoros y primales. En roedores 

infectados nat.uralment.e, los cisticercos se localizan 

subcut.Aneament.e cerca de la axila, cuello, y menos frecuent.ement.e 

entre la escl.pula o en la región inguinal. Ocasionalmente los 

cisticercos pueden desarrollarse en la pleura o en la cavidad 

periloneal. La infección natural en la cavidad perit.oneal 

generalment.• se acompar!a con la infección en ot.ro sit.io. Est.e 

parl.si t.o ademl.s de la forma sexuada de reproducción es capaz de 

dividirse por gemación polar mult.iple C Kroeze y Freernan, 1982) . 

Est.a reproducción asexuada se ha ut.ilizado para mant.enerlo en 

el laboratorio a t.rav6s de la inoculación del cisticerco en la 

cavidad peritoneal de ratones, localización que en condiciones 

experimentales permite que se reproduzca ópt.imament.e. Asi, est.e 

modelo experimental de cisticercosis resulta accesible y sencillo 

de instalar, y permit.e el estudio de los fenómens inmunológicos 

que se suceden en la relación hospedero-parl.sit.o. Su estudio 

ademl.s se ve favorecido por la gran variedad de reactivos 

biológicos de que se 

monoclonales contra 

dispone para est.a especie C anticuerpos 

marcadores celulares, sondas especificas 

para identificar diferent.es regiones genómicas) y la grandes 

variedades gem~t.icas de ratones Ccepas de ratones genéticamente 

controladas, congénicas, 

entre et.ros). 

singénicas y congénicas recombinant.es 

Mecanismos inmunológicos mediados por antigenos del Complejo Mayor 

de Hist.ocompat.ibilidad 

La respuest.a inmune involucra una serie de reacciones 

complejas contra sust.ancias que el organismo reconoce como ajenas. 

Las moléculas llli.s importantes en esta respuesta son las 

inmunoglobulinas y las codificadas por los genes del Complejo 

Mayor de Hist.ocompatibilidad. Est.as últimas fuerón descubiert.as 

por Gorer en 193e en el ratón, y se han encont.rado y est.udiado 
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SUBREGION DEL CMH 
H-2 HLA 

K, D, L A, B, C 

I-A 
I-E 

I-.J 

o 

DISTRIBUCION TISULAR DE ANTIGENOS 

Todas las ctlulas nucleadas y plaquetas 
eritrocitos (rat6n) 
linfocitos B 
Macr6fagos, rnonocitos, cllulas epiteliales 
cllulas del meilorna, c~lulas T activadas. 
Linfocitos T supresores. 

Tabla A. Distribuci6n tisular de ant1genos del complejo mayor de 
histocompatibilidad en el rat6n (H-2) y en humano (HLA). {Roitt et 
al, 1985). 
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en muchos et.ros vertebrados, incluyendo al hombre C Klein, 1996 ), 

Los antigenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad1 son 

reconocidos serológicamente, y su nombre se debe a la relación de 

est.os antigenos con el rechazo en transplantes de tejidos. 

Cuando se hizo evidente que no era un sólo gene el participante 

sino un conjunto de genes, est.os se denominar6n como grupo de 

ant.1genos del "Complejo Mayor de Hist.ocompatibilidad" cono 6 

"H-i?" en el rat.ón•. El est.udio del H-i? se ha facilit.ado por la 

posibilidad de utilizar cep&s gen•ticament.e cent.roladas de 

ratones que han permit.ido la identificación de los loci 

involucrados y sus productos fenot.ipicos. 

Est.e 

celulares 

conjunto de genes codifica 

y plasmAt.icas. El CMH es 

prot.e1 nas de 

un sist.ema 

superficies 

alt.ament.e 

polim6rfico, ya que cada uno de sus genes t.iene una gran variedad 

de alelos. El conjunto de todos -tos alelos es llamado 

haplot.ipo•. Si.is loci están agrup&dos en tres clases, dependiendo 

de su homologia y la relación entre sus productos fenot.ipicos. 

De esta forma, encont.ramos ant.!.genos de clase I, II y III•. Los 

ant1genos clase I y II tienen una función similar: Ambas unen 

~pt.idos inmunog•nicos para presentarlos a c•lulas T especificas. 

Se les puede distinguir por el t.ipo de c•lula con que interactuan; 

as1, los ant.1genos clase I asociados a ant.igeno ext.ral'lo 

interactuan con c•lulas T citotóxicas• CD8+, mientras los clase 

II int.eractuan con c•lulas T C04+ con función ayudadora• La 

expresión de las moléculas clase II est.á rest.ringida hacia ciertas 

c•lulas con funciones especializadas en present.aci6n de antigenos, 

mient.ras las clase I est.án expresadas en t.odas las c•lulas C Tabla 

A ), De est.a forma las prin.ras fases inmunológicas de un& 

respuest.a inmune est.An cent.roladas por las molctculas de clase I y 

II. 

1 A fin de facilitar la compresión del contenido de 

est.a tesis incluyo un glosario con la descripción 

de los principales concept.os empleados en este. 

Aquellos t.erminos marcados C•) remiten al lector 

a est.e glosario. 
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Determinismo genético de la respuesta imnune 

en infecciones parasitarias 

La respuesta. inmune esti determinada genética.Jrlltnte en cada 

especie y en cada indiViduo, y se ha sugerido que modificandola en 

algunos casos podemos modificar el destino de las infermedades 

infecciosas. Se han registrado diferencias de susceptibilidad 

deternU.nadas genéticamente para distintas especies. Si bien no 

constituyen la regla existen evidencias de asociaciones ent.re 

susceptibilidad a infecciones parasitarias y genes del complejo 

mayor de histocompatibilidad. 

de genes del MHC deriva 

productos de dichos genes 

i nmunol ógi cos. 

La importancia de la participación 

del papel bien establecido de los 

en la regulación de fenómenos 

L..os genes del H-a influyen en la respuesta de ratones hacia 

inf'ec:cion- con :r~ ~ S. sabe qtJ9 diferentes 

haplotipos se asocian a resistencia o susceptibilidad a este 

p&risi to CWalcelin, 1Sile0). A(ln cuando los genes que no pertenecen 

al H-2 ejercen una mayor influencia en la expulsión del 

parAsito, los genes de H-2 t.ambién influyen. Esto se ha visto en 

ratones de haplotipo H-2q, los cuales expulsan ~s rApido los 

par A.si tos que aquellos que tienen hapl oti pos H-2k o H-2b . Los 

datos obtenidos con ratones rec:ombinates llevando el alelo q 

sugieren que los alelos del loci H-21C tienen una fuerte 

influencia en la inmunidad y tambi6n muestran que los alelos H-20 

ejercen un importante efec:t.o modulador CWakelin y Dona.chie, 1983). 

En concordancia con la influencia del H-2 en la resistencia a 

este parisi to, 

estos genes 

resistir una 

Wassom y colaboradores C1~) encontraron que 

influyen en la capacidad del hospedero par a 

i nf8'Cci 6n primaria y en la fec:undi dad de las 

hembras. M9diciones Vi. uU- permitieron la identificación de los 

alelos Ts-1 localizados en la reogi6n A(I del loc:us H-2 que funciona 

como un gene de respuesta inmune, -Y el Ts-2 localizado entre las 

reogiones S y D que podria contr~lar la respuesta de las c6lulas 

T. En las cepas cong•nicas de H-2 lú.s resistentes a r. o~ 
Chaplot.ipos b. s, f 6 g), las c•lulas presentadoras de ant.1genos y 

subpoblacion- de c•lulas T presentan los ant.1genos del par6.sit.o 

asociados a los ant1genos IA y estos ratones carecen de la 
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expresión de ant.igenos IE en sus células. Aquellas cepas de 

rat.ones que expresan ant.igenos IE result.an mAs suscept.ibles, lo 

que sugiere que est.os ant.igenos est.An mediando la act.ivación de 

poblaciones linfoides supresoras CWalcelin, 1985; Wasson et. al, 

lge'7). 

En 7 m.WIM:l los genes del H-2 y del fondo genét.ico t.ienen un 

papel iniport.ant.e en el cont.rol de la respuest.a inmune humoral 

hacia la infección CElse y Walcelin, 199g), Se sabe que haplot.ipos 

H-2lc son mi.s suscept.ibles que haplot.ipos H-2b o H-2q est.udiando la 

expulsión de los helmint.os del int.est.ino CElse y Walcelin, 1988). 

El H-2 t.ambién influye en la schist.osomiasis. Cepas 

congénicas de H-2 muest.ran diferencias en la mort.alidad y en su 

respuest.a inmune. Se ha report.ado t.ambién la influencia del H-2 en 

la. respuest.a. de rat.ones ha.cia. la vacuna. con parásit.os at.enuados 

C.1'. ~ irradiados ) donde los haplot.ipos H-2b y H-2d est.An 

asoc:i ados con la i rununi dad mi.s al t.a que hapl ot.i pos H-2lc ó H-2& 

CWakelin, 1~). 

El complejo H-2 t.ambién influye en la resist.encia adquirida 

hacia infecciones por 1!~~ d4n4v<UW., en donde cepas 

congénicas con diferent.e haplot.ipo muest.ran una marcada diferencia 

en el desarrollo de la enfermedad CBlaclcwell et. al, lQBO). 

Se ha propuest.o ademi.s que podria exist.ir un cont.rol genét.ico 

a t.ravés del H-2 en el repert.orio de ant.icuerpos hacia ant.igenos 

sec:ret.ados por A~ CKennedy et. al,1986). 

Exist.en evidencias de que el H-2 part.icipa en la expulsión de 

bact.er i as de :J'aMnlnella. ~Wtiu.m • Su función est.A asociada con 

la expresión de genes fuera del H-2 CNauci•l et. al,1988). 

Present.ación de ant.igenos y act.ivación linfocit.aria. 

Podemos considerar como fase crit.ica •n un cont.act.o con algón 

parAsit.o al periodo inicial, ya que una vez que el agent.• 

i nfec:ci oso 1 ogr a evadir los mec:ani smos de defensa primarios, se 

inst.ala, dando lugar a una infecci6n. En est.e cont.ext.o, la 
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presentación de antigenos es uno de los primeros fenómenos 

inmunológicos, y es de suma imPort.ancia para decidir el curso de 

la infección. t.& participación del complejo H-a en esta respuesta 

inmune es primordial, ya que está. modulada por la interacción 

entre sus productos asociados a superficies celulares. O. forma 

general en la presentación de antigenostt se dan las siguientes 

fases: la c•lula presentadora de ant1geno entra en contacto con el 

ant.igeno ext.r&f'lo, y lo endocita, dirigi•ndolo a los 

compartimientos lisosomales en donde ocurre una degradación 

parcial que genera ~pt.idos que son excretados al medio celular o 

expuestos en la membrana plasmatica, en donde se asocian a 

moléculas del H-2. Ambos son reconocidos por el receptor de los 

linfocitos TllC formAndose un complejo trimolecular entre el 

receptor, el ant.igeno y l & mol ~ul & de H-2 ) . El receptor del 

l i nf'oci t.o T sol o reconoce al ant.1 geno en el contexto de 1 os 

ant.igenos del H-2•. Como respuesta a dicho reconocimiento y a la 

Uber&ciOn de IL-1 por part.• d• la CPA •l linfocito T produc• IL-2 

y prolifera. 

Siguiendo este esquema, exi st.en tres requer i mi ent.os 

esenciales para que una c6lula funcione ópt.imament.e como 

presentadora de ant.igenos : a) expresar ant.igenos de 

hist.ocompatibilidad clase I o II en su superficie; b) procesar el 

ant.igeno•; y e) sintetizar y liberar IL-1. 

AOn cuando son los macr6fagos las principales c6lulas que 

funcionan como presentadoras de ant.igenos CCPA:>, existe una gran 

variedad que puede realizar tal función salvando los 

requerimientos esencial9S, por medio de lllÚlt.iples y hasta el 

momento no del todo esclarecidas relaciones e int.eraciones 

celulares. __ Algunas _de __ las_c:6lulas _c:onsideradas como CPA son los 

linfocitos B e Grey et. al 1Gea, Kurt.-Jones et. al Ui188, Chesnut. et. 

al 11ia82 ) • las c6lulas dendrit.icas e Guidos •t. al Uil87 ) • c:elulas 

T e Gra-r et. al Ui188, Hanke 1ge-r ) , ast.roc:it.os del sistema 

n•rvioso central, c6lulas gliales de la relina C Roberge et. al 

1Q88 > y fibroblaslos humanos C Gepperl y Upsky, 1ge7 :>. 
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l"'ROTISTAS 

P>.RASITO SUSCEl"'TIBU: RESISTtSTt 
H Lcich•anio ~ 

¡.,rishr.anio llkr 

Leifhr,nip ~ 
Tp•pano~o¡a rhod(>S i er.H' 

Irichinella ~ 

Ner..atospiroidei:. ~ 
Echinococcus gnrnul osus 
~ crassicep~ 

M 
M 

M 
M 
H 

HEIY.l !<TOS 

H 

H 
H 

H 
H 
M 
H 

H 

H 
H 
M 

H 

CEPA 
081'/2 
111.t.B1c 
0111.ns 
OSA/2J 

C576Bl/6J 
CSA/N 
OSA 
BlO 

C575L.'6 

CD-JB 
wiss 
C3H 

NM'.Rl'-3 
BJ.LB:'c 
BALB/P. 
BhLB/l'. 
C3H/H< 

• 
5 
6 
7 
6 
9 

10 

11 
12 
13 

'Iabla e. Patrones de> suscertit1lida:i a er.terr..cdadc~ parasitaria!.: 
r.urinas asociadas a sexo' (Frago~o et al, 195'0). 
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Hltdiación del sexo en la susceptibilidad 

a enfermedades parasitarias 

La influencia del sexo es otra de las caracteristicas que se 

ha intentado asociar a diferencias en la susceptibilidad a 

infecciones. 

En casi todos los modelos murinos de enf'ermedades 

parasitarias estudiados los machos son más susceptibles, salvo en 

la tricomoniasis por :r~ITl4<UU> "~"'° y la cisticercosis 

mur i na por Tcu.ni.A C'l..aC<>~, donde las más susceptibles son 1 as 

hembras CTabla 8). Estas dif'erencias pueden estar determinadas por 

el cromosoma Y o bien pueden ser el resultado de la 

inf'luencia del sistema neuroendócrino, ya sea que modifique el 

compartimiento donde el parAsito se desarrolla o modificando la 

respuesta inmune del hospedero contra el parAsito CFragoso et al 

1990). 
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Objetivos de este trabajo de tesis 

En nuestro laboralcrio hemos enconlrado que la susceptibilida 

innala a la in.fección por :ra.uW:i.. G'l4-0o~ esl• .fuert.ement.e 

asociada al haplct.ipo de hist.ocompatibilidad del rat.ón. El 

haplot.ipo H-Zd resull6 ser el mi.s susceptible mientras que los de 

H-Zb y H-Zk fueron resislenles. Mientras lanlo, poco o ningún 

efeclo sobre la susceptibilidad pudo idenlificarse asociada al 

reslo del genoma. En relación al efecto del sexo se confirmó que 

las ' hembras son mAs susceplibles que los machos a esla 

parasitosis. 

En este trabajo de tesis se ha intent.ado identificar aquellos 

genes que afect.an de manera más imporlanle la susceplibilidad a 

est.a parasit.osis, asi como algunos de los mecanismos celulares 

involucrados en las di.ferencias de susceplibilidad. 

Para ello hemos est.udiado las poblaciones celulares 

involucradas en esta infección en el liempo a t.ravés de: 

1. La caracterización de los t.ipos celulares 

Cmacr6fagos, neutrófilos, eosinófilos, 

basófilos y linfocit.os) de la cavidad 

perit.oneal y de sangre periférica en ratones 

hembras y machos resistentes y susceptibles a 

diferentes t.iempos de infección. 

e. El esludio de la funcionalidad de eslas 

células midiendo su capacidad de transferir 

inmunidad a ratones histocompatibles 

i nfeclados. 

3. La cuanlificación de anligenos del complejo 

H-Z expresados en superficies celulares de 

células peritoneales de ralones susceptibles y 

resistentes, hembras y machos, a modo de 

identificar diferencias en su capacidad de 

presentar antigenos. 
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II. ANTECEDENTES 
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En nuestro laboratorio hemos estudiado el modelo experimental 

de cisticercosis murina por J'~ c.'14<)<>~; la información 

obtenida durant.e los últ.imos arios se resume a continuación y 

const.it.uye las bases inmediat.as del present.e t.rabajo de t.esis. 

Varias cepas de rat.ones singénicos y congénicos recombinant.es 

fuerón infect.ados inoculando int.raperitonealment.e diez cist.icercos 

de J'o.uW4 ~<>~ por rat.ón. Los rat.ones se sacrificaron en 

diferenles liemp::is de infección y la carga parasit.aria se 

cuant.ificó individualment.e por cent.aje de los cist.icercos. Esle 

par•metro se ut.ilizO como medida de suscept.ibilidad a la 

infección. Se enconlró que los genes relacionados con el complejo 

mayor de hist.ocompa.t.ibilidad e H-2 ) ejercen una gr.an influencia 

en el crec:inúenlo del par•sit.o, como se demuest.ra por las 

diferenles cargas parasilarias de rat.ones congénicos con el fondo 

genélico BALB: ralones BAL.8/c e H-2d ) son má.s suscept.ibles 

núent.ras que BALB/lc CH-21c) y BAl...B/b CH-2b) son comparat.ivament.e 

resist.ent.es. Los genes no pert.enecient.es al H-2 no llenen un 

efec:t.o significat.ivo en la suscept.ibilidad en las cepas H-2d, lo 

que se refleja en las cargas parasit.arias similares en ralones 

BAJ...B/c, DBA/Z, y CCBALB/c x DBA/21 F1). Usando las cepas H-2b 

CBALB/b, C!37BL/6J ) y H-21c C C3H/HJ, BALB/lc y C3HeB/FeJ ) se 

encont.ró que genes del fondo genélico no relacionados con H-2 

pueden causar una influencia pequerla pero significat.iva en la 

carga parasit.aria CTabla I). Se ut.ilizó t.ambién la cepa 

rec:ombinant.e A/J C Kk, Ilc, Sd, Dd ) la cual resul t.ó susceptible 

sugiriendo que las re<¡Jiones S y/o D del complejo H-2 est.•n 

prob.ablemenle involucradas en el cent.rol de la resist.encia hacia 

la cist.icercosis murina. Los rat.ones hembras de t.odas las cepas 

fueron mi.s suscept.ibles que los machos CTabla 1). 

Est.e t.rab.ajo de t.esis int.ent.a dilucidar el porqué las cepas 

que sólo difieren en su haplot.ipo de H-2 presentan diferencias de 

suscept.ibilidad hacia J'4UM.o. CJl4.0<>~. Para ello seleccionamos 

BALB/c como cepa susceptible y BALB/b como cepa resist.ente. Esla 

invest.igaciOn se concenlrO en el est.udio de la respuest.a inmune 

celular. 

A lllOdo de abordar est.e est.udio comenzamos por describir las 
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poblaciones celulares sistémicas Csangre periférica) y localizadas 

(cavidad peritoneal), determinando el porcentaje de las 

poblaciones celulares presentes en sangre y cavidad peritoneal 

antes y durante la infección parasitaria en ratones susceptibles y 

resistentes, en cada sexo y en dos cepas congénicas CBALB/c y 

BALB/9). En el intento de identificar las poblaciones celulares 

involucradas en la protección a esta cisticercosis y responsables 

de las diferencias de susceptibilidad transferi1110s c6lulas de 

animales previamente inmunizados a animales histocompatibles 

irradiados y desafiados. Por (lltimo, y considerando tanto la 

importancia de los fenómenos inmunológicos iniciales en la 

respuesta 

anti génica, 

al parásito como los 

criticamente mediados 

renómenos de presentación 

por productos H-a, 
intenta1110s estudiar sus caracteristicas en ratones susceptibles y 

resistentes. En este sentido cuantificamos la expresión de H-é? y 

de antigenos procesados en la superficie de c6lulas 

i~nocompetentes durante la infección. Para ello desarrolla1110s un 

1116todo que nos perllli ti era estudiar la expresión de antigenos de 

superficie celular C EI C) . C61 ul as peri toneal es enriquecidas en 

macrófagos por su procesamiento durante este rn6todo EIC, fueron 

obtenidas a partir de ratones susceptibles y resistentes no 

infectados y de o. e, y 30 dias de infección, Se estudió la 

expresión de antigenos del complejo H-a en estas poblaciones 

celulares cuantificando si los procesos de presentación antig6nica 

se realizaban con diferente eficiencia. 
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I I I. DESCRI PCI ON DE TECNI CAS Y METOOOLOGI AS UTILIZADAS. 
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ANIMALES 

Se ut.ilizaron ratones machos y hembras de e a 8 semanas de 

edad de la cepa susceptible BALB/c Chaplotipo H-2d ) y de la cepa 

resistente BALB/9 Chaplot.ipo H-2 b). Estos ratones fueron 

proporcionados por el bioterio del Instituto de Investigaciones 

Biom6dicas. 

PARASITOS 

Los cisticercos de :ra..uUa. O\a.oo~ pertenecen a la cepa ORF 

CFreeman, 1962). Esta cepa se ha mantenido en nuestro laboratorio 

por ~ de 4 anos. Los parAsitos se reproducen por gemación y son 

-ntenidos en ratones hembras de la cepa BALB/c. Para 

experimentación se utilizan parAsitos de ratones de no mAs de tres 

-ses de in1'ección. Los parhitos que provenienen de ratones con 

infecciones lllAs prolongados presentan anomalias en su crecimiento. 

INFECCION EXPERIMENTAL 

A partir del grupo de ratones stock se obtienen los parAsitos 

de la cavidad peritoneal, se extraen en amortiguador de fosfatos 

CPBS) y son lavados tres veces en la misma solución. Para infectar 

se seleccionan parAsitos de apróximadamente 2 mm, los que son 

colectados en una jeringa de 1 llll y se inyectan 

intraperitonealmente 10 en cada ratón. 

DISERO EXPERIMENTAL 

a) Se escogieron los sigientes tiempos de infección: a los O, 

e, 1e y 30 dias posteriores a la infección, se cuantificaron las 

poblaciones celulares presentes en sangre perif•rica y en cavidad 

peritoneal asi colllO la expresión de antigenos de H-2 en la 

----super-f·icte- de · c•l ul as peri toneal es. 

b) Se transfirieron c•lulas inmunocompetentes a receptores 

inmunosuprilllidos histocompatibles al haplotipo celular transferido 

y se cuantificó la carga parasitaria recuperada a los 30 dias 

posteriores a la infección. 
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1. CUANTIFICACION DE POBLACIONES CELULARES 

A) PREPARACION OE EXTENDIDOS: 

&) Par a obtener los ext.endi dos sangui neos los ratones son 

anestesiados con •ter y se sangran periocularmente. Un& gota de 

sangre es colocada en el extremo del portaobjetos, se realiza el 

rrot.is y se dejan secar a t.emperat.ura ambiente en un& superricie 

plan& procediendo luego a l& tinción con hematoxilina-eosina. 

b) Para los extendidos de citlulas de cavidad peritoneal se 

disecan los ratones sangrándoles a blanco y matándolos por 

dislocación cervical. S. realiza un lavado cuidadoso de la cavidad 

con PBS & rin de obt.ener las c•lulas presentes en dicho 

compartimiento. Se centriruga a 1SOO rpm en tubos de cent.riruga de 

p~•st.ico para evitar l& adherencia de c•lulas; el sobrenadante es 

eliminado y se resuspenden l&s c•lulas en el mis1110 -.dio. Este 

procedimiento se repite dos veces mA.s par & lavar l &s c•l ul as, 

despu•s de l& últi- centrirugación se resuspende en un volumen 

llllnimo de PBS, se to-n 10 µl de la suspensión y se colocan en un 

portaobjetos para obtener el extendido que se ti"e con 

hematoxilina-eosina. El resto de las c•lulas son tratadas para la 

cuantiric&ción de expresión de antigenos de H-2. 

Los extendidos se realizan por duplicado utilizando los 10 

ratones de c&da grupo para los extendidos de cavidad peritoneal y 

se muestrean sólo tres ratones por grupo en extendidos sanguineos. 

c) Hlttodo de He111&toxilin&-Eosin& Chematoxilina de Harris

eosin& &lcoholic&): 

-L&var los extendidos en agua estilada. 

-Te"ir con he111&toxilin& de H&rris de 1 a 3 lllintrt.os. 

-Virar con agua de l& llave. 

- -- ---L&var-con-agu& dest.il&da par& detener el viraje. 

-Deshidratar con alcoholes de '50 y 70 por 3 min cada uno. 

-Teftir con eosin& &lcoholic& de 1 a 3 minutos. 

-Deshidratar con alcoholes de lile"Cdos cambios) y absoluto durant.e 

e 1111 nut.os en cada al cohol . 

-Aclarar con xilol durant.e ~ minut.os. 
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-Cubrir con balsal!IO de Canada o resina. 

9) CONTAJE DE TIPOS CELULARES: 

Los extendidos t.rat.ados con Hematoxilina-eoslna son 

eXllminados en el microscopio ópt.lco a 100x para obtener la fórmula 

linfoclt.arla. De cada cien c6lulas contadas se obti.ene el 

porcentaje de macrófagos, linfocitos, neut.rófilos, eosinófilos y 

basófilos. l..os porcentajes celulares obtenidos en ambos tipos de 

extendidos son calculados por cuadruplicado para cada tiempo de 

infección, sexo y cepa. Los datos obtenidos son transformados, 

para su normalización, con una raiz cuadrática y son manejados por 

un a.nilisis de varianza C prueba estadist.ica paramé>trlca con P < 
O. ()!S) para establecer si existen o no diferencias significativas 

entre las siguientes variables: tiempo de infección, cepa, sexo, 

sangre perif•rica y cavidad perit.oneal. 
-'. ,_~,.· ' ~·, •! ;- "': -. 

2. CUANTIFICACION DE L.A EXPRESION DE H-2 POR LA TECNICA DE 

ENSAYO INHUNOENZIHATICO CELULAR CEIO. 

J() Preparación de reactivos biológicos utilizados en el ensayo 

Para aumentar la sensibilidad de la reacción se utiliza un 

sistema biotina-avidina para lo cual los anticuerpos utilizados 

son biotinilados. La biotina unida al anticuerpo presenta cuatro 

sitios de fijación para avidina, de tal forma que la adición del 

sustrato dar.i. una respuesta 

cuant.i ficación. 

a) Purificación de anticuerpos: 

amplificada que facilita la 

El sist.e111& de purificación se basa en la utilización de 

prot.e1na A, que tiene capacidad de fijación a los fragmentos Fe de 

inlllWloglobulinas. Para·los·tgG de ratón est.a afinidad es muy baja; 

sin elllbargo, las condiciones de fijación de este m6t.odo de 

purificación se han -=idificado para aumentar la eficiencia del 

pegado CBI 0-RAO). 

-Montar una columna de Agarosa-proteina A CMfi-Gel Prot.e1na A 

MAPS II de BI 0-RAO) 
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FIGURA A, DESCRlPClON DE LA TECNlCA 
ENSAYO IllM\lllOEHZillATlCO CEUll.\R (EIC) 

SUSPEHSIOH CEWu.R EH PBS 

l centrifugaci6n 1500 rpm, 7 ain 

PAQUETE CELVLAR ( P, C.) 

• centrifugaci6n 1500 rpm, 7 ain 

AZIDA DE SODIO O.lK, H O O.OU 
EN SOWCION SALINA ISOTONICA (RELACION l: 50 PC-SOLIJCION) 

l 20 min temp ambiente 
centrifugaci6n 1500 rp10, 7 min 

LAV.;Jl Ell PBS 
_¡, 

PAQUETE CELUU.R 

• 
BUFFER CITRATO O .11i 

l 
- FOSFATO O.lM, pHe6 

20 min temp ambiente 
centrifugaci6n 1500 rpm, 7 min 

LAVAR EN PBS 

SISTEMA DE REACCION 

INCUBAR LAS CELUL/\S CON LOS ANTICUERPOS BIOTINILADOS 

l 1.5 hora a 4 e 
centrifugaci6n 1500 rpm, 7 min. 

LAVAR EN PBS-BSA 1' 

l centrifugaci6n 1500 rpm, 7 min. 

INCUBAR COll ESTREPTOAVIDlllA PEROXIDASA 

j l hora a 4 e 
. centri!ugaci6n 1500 rprn, 7 min. 

U·NAF. EU PBS-BSJ, 1\ 

l centrifugaci6n 1500 rpr.i, 7 min. 

ADICIOU DE 0-FElllLEllDIAMlt:A (SUSTRATO) 

LECTURA DE LA REACCIOll DE COLOR Ell Ull LECTOR DI: ELISA 



-Equilibrar la columna con 11rl equivalent.11r a 5 vec11rs su vclu11119n 

con buffer de ~ado C Solución 88) has t. a qu11r 11rl el uyent.11r sea 

de pH"'9. 

-0.jar salir 11rl fluido lent.ament.11r, aproximadament.11r O. e ml/m.in. 

-L.avar con 15 ml de la solución 88 y col 11PCt.ar 11rl el ui do en 

muestras de 1 ml. l.& 11rlución se continúa cent.rolando la cantidad 

de prot.eina •luida por medio de la absorbancia a 280 nm. Cuando 

se tiene una 0.0-0.oe se considera completa esta fase. 

-Eluir con 5 1111 de bu1"fer de •lución Csolución E8) y colectar 

muestras de l!Al en tubos que contengan 100 µl de una solución de 

TRIS-HCl 1M pHa9. Estas mu11rst.ras son las qu11r cont.i11rnen la prot.11rina 

deseada. Se cuantifica la concent.raci6n de prot.eina obtenida 

determinando la absorbancia a 280 nm . 

. :-Lavar con 10 .i de la solución EB. 

-R11rg11rnerar con 5 ml de Buffer de recuperación . 

. ,,.,,:-Al-cenar la columna con PBS-Azida de sodio 0.1 H. 

b) Asociación de anticuerpos con 8iot.ina 

-Dializar el anticuerpo purificado en una solución de bicarbonato 

de sodio 0.1 M pH•9 24 horas a 4 c. 
-O.terminar la concentración proteica a 280 nm y s11r ajusta a 100 

mg/ml con la solución de di•lisis. 

-Por cada 100 zng/ml de prot.11ri na adicionar 1. 1 mg d11r bi ot.i na 

disuelta en 100 µl de DMSO. 

-Incubar la muestra 2 horas a 2S C 

-Parar la reacción adicionando 0.1 volumen de ClNH 1 M 
pH•7.2 

-Dializar contra PBS 0.01 M pH•7.2 24 horas a 4 C. 

-Al111&cenar los ant.icu11rrpos marcados y filtrados en millipor11r de 

O. 22 mm en alicuot.as de 100 µl en PBS en relación 1: 1 a 

4 e 

8) Tknica de EIA para la cuantificación de la expresión de H-2 

CFigura A ). 

a) L.as c6lulas obt.eni~ de cavidad peritoneal son so,..t.idas 

a una solución salina isotónica con azida de sodio al O. lM en 

presencia de peróXido de oxigeno al 0.04 % por 20 m.in a 

t.11rmperat.ura ambient11r. Esta fase corr11rsponde a la inhibición de la 
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act.ividad de peroxidasa end6gena de las c•lulas Cmacrófagos) que 

da una repuest.a de rondo muy al t.a si no es eliminada. S. 

cent.rifugan a 1300 rpm 10 min, se resuspenden en PBS y se repit.e 

dos veces ~s. l..as c•lulas se trat.an con una solución citrato 0.1 

H-fosfato O. 1 M pHs6 20 lllin a temperat.ura ambiente para hacer 

irreversible la inhibición de la peroxidasa durant.e el tiempo de 

reacción. Se laV&n de la forma descrit.a y finalmente se resuspende 

en S ml de PBS-BSA al 1 % , se calcula la concentración celular de 

111&crófagos por cont.eo en la c~a de Neubauer y se hacen las 

diluciones pertinentes para obtener las concentracciones de 

2. Sx104 , Sx104 , 105 , 2. 5x105 y de 9x105 cel/ml. Se adicionan por 

cuadruplicado 100 µl de cada dilución en una placa de 

hemagl ut.inaci6n de fondo en U de 96 pozos. Se centrifugan y 

desp~s de elillinar el sobrenadante Cquedando las c•lulas en el 

fondo del pozo) se adiciona por duplicado 100 µl de una dilución 

1: 10 en PBS-BSA de un ant.icuerpo ant.i-H-2 o de inmunoglobulinas 

purificadas de sueros de animales sanos. Son incubadas a 4•c una 

hora y media, al cabo de dicho t.iempo se cent.rifuga a 1500 rpm 7 

lllin la placa con su contenido dos veces con 100 µl por ¡x>zo con 

PBS-BSA al 1% y se incuba la reacción durante eo minut.os con 

est.rept.oa vi di na Peroxi das a en una di 1 r.ici ón 1: 2000. Por (11 timo se 

lavan tres veces con la misma solución, se adiciona el sust.rat.o 

CO-feniléndiamina) y se detiene la reacción con H2so
4 

4N, se 

cuantifica en un lect.or de ELISA la reacción determinando la O.O. 

a 493 nm C Fragoso et al 1990). 

Esta cuantificación se realiza para los distintos tiempos de 

infección CO, 5, y 30 di.as) para cada sexo y para la cepa 

suscept.ible y la resistente. 

En la reacción las inmunoglobulinas de ratones sanos 

ut.ilizadas se emplean colllO control positivo de reacción 

considerando su capacidad de fijación a los receptores Fe de las 

superf'icies celulares de macr6f'agos, c6lulas que constituyen el 

porcentaje principal de las poblaciones celulares presentes. 

Los dat.os son transformados por una raiz cuadrltica para su 

normalizacion y sometidos a un anAJ.isis de varianza Cprueba 

est.ad1st.ica para~t.rica con p < O.OS) para det.ect.ar diferencias en 
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FIGURA B 
TRANSFERENCIA PASIVA DE CELULAS INMUNES 
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15 DIAS DE 

INFECCION 

~ 
CELULAS PERITONEALES 

INMUNES 

4 X 10
6 CEL/RATON 1 / 

4 X 10' CEL/RATON 

~ 
2d~. TRANSFERENCIA 
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SACRIFICIO 
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/ 

CU~.NTIFICACION DE PARASITOS EN LA CAVIDAD PERITONEAL 



la expresi6n de antigenos de superficie 

3. TRANSFERENCIA PASIVA DE CELULAS 

A) RATONES lTI1 LI ZADOS 

a) Los ratones donadores fueron machos y hembras de las cepa 

°'791./eJ para obtener c•lulas H-2b y la cepa. BALB/c p&ra las 

c•lulas H-ad. L.& edad de los ratones es de e a 8 semanas. 

b) Como ratones receptores se \rt.ilizaron hembras y machos de 

la F1 de la cepa hibrida histocompatible B6De que presenta un 

haplotipo d/b CFigura 9). 

9) IRRADIACI ON 

A fin de inmunosuprimir la respuesta inmune del hospedero 

para ser transferido con c•lulas inmunes y estudiar el ef'ecto de 

la transferencia se inmunosuprimieron los ratones receptores por 

irradiaci6n. La dosis de la irradiación fu• 600 RADS a una energia 

de 5 megas por dos minutos. La irradiación se llevó a cabo en el 

Instituto Nacional de Cancerologia. Para mantenerlos quietos 

durante la exposición los ratones son previamente anestesiados con 

Pentobarbital al 63 X en una dilución de 1:10 con P9S 1x pH•7.3 de 

la cual se inyectan 100 µl por cada 10 g de peso del ratón. Los 

ratones se mantienen luego en el bioterio con suministro de agua y 

alimento est•ril usando Oxitetraciclina soluble Cantibiótico) 

desde una semana antes de la irradiación y durante todo el 

experimento, cambiando diariamente la jaula y manteni•ndola 

est•ril. 

O OBTENCI ON CE CELULAS A TRANSFERIR 

&) 10 ratones de cada cepa donadora fueron vacunados 

intraperitonealmente con 100 µg de extracto total de cisticercos 

de 3"-W... ~ por ratón, e dias antes de su sacrificio. 

Par a obtener las c•l ul as pr esent.es en ca vi dad peri t.oneal los 

ratones son anestesiados con •t.•r y sangrados a blanco 

periocularmente. Post.eriorment.e se remojan en una solución de 
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benzal para ser disect.ados en campana de flujo laminar. Las 

c6lulas son obt.enidas lavando repet.idament.e la cavidad perit.oneal 

con medio de cult.ivo RPMI 1e40 La suspensión celular es 

cent.rifugada cinco minut.os a 1600 rpm y lavada una vez rú.s con el 

mismo medio. Se det.errnina su concent.ración por cont.eo en una 

c•mara de Neubauer y se inoculan 4 x 10e c6lulas por rat.ón. 

0) TRANSFERENCIA Y DESAFIO 

El desafio de los rat.ones se realiza de la misma forma 

mencionada para la infección experiment.al, sólo que la obt.ención 

de los pari\.sit.os y m.&nejo post.erior hast.a su inoculación se 

realiza en condiciones est.6riles. 

La concent.ración celular mencionada es inoculada 

int.raperit.oneal-nt.e en grupos de 13 a 14 rat.ones. l..os grupos 

cent.roles fueron gt"IJPOS de rat.ones no irradiados y desafiados y 

rat.ones irradiados y desafiados, los grupos experiment.ales fueron 

rat.ones irradiados e inoculados con c6lulas provenient.es de 

ratones previa-nt.e vacunados de haplotipo H-2b y H-2d y 

desafiados con 10 par•sit.os por rat.ón. La t.ransferencia de c6lulas 

se realiza ent.re ratones del mismo sexo ut.ilizando en cada caso 

ambas cepas donant.es. Los rat.ones recibieron una segunda 

t.ransferencia del mismo t.ipo celular 10 dias despues del desafio. 

Treint.a dias despu6s del desafio los rat.ones son sacrificados 

y se cuant.ifica la carga parasit.aria individual Cnómero de 

par•sit.os present.es) recuperada de la cavidad perit.oneal. 

Los dat.os obt.enidos son t.ransformados por una raiz cuadr•t.ica 

para su normalización y son somet.idos a un an•lisis de varianza 

Cprueba est.adist.ica paralDtt.rica con P < O. Qe) para saber si 

existen diferencias significat.ivas en las variables manejadas 

Cirradiación y t.ransferencia de c6lulas de haplot.ipo H-2b y H-2d). 

Tambi6n se realizan gr•ficas de dist.ribución de frecuencias de 

carga parasitaria. 

2J 
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TABLA 1 

SUSCEPTIBILIDAD HACIA u•c!STJCEF.COSJS CAl'SADA l'OR ~ Cfd:"SlC!'(IS 

DE HTOSt.5 CO?, liAPLOTIPOS H-:! d, b \" k L\ DifLJ\t~iES r\.·1:il-OS GE.f\ETICOS 

HDrnJ.:.'S n.1..c11os 
HAPLOT!PO PF.U!LD!O DE LA CARGA Pf.Cf.lf.D!O !JE LA CARGA 

H-2 CEPA PARASlTAR!A • •se (n) PAKAS!TAR!A : SE (n) . b 
BALBI< 110. 3 4.6 (70) 25.ó , 1.9 (50) 

• DBA/2 63.2 , 9.b 9) ~.D. . b 
( BALB/c 1 DBA/2}F1 123.b 17. 3 7) 34.0 4. 2 (lb) . b 

8(1</d) Al J 115.3 5.4 (4 7) J1J,O 2. 5 (45) 

b d,c 
BALBlb 1&.1 2.3 ( 15) U.Y ll,4 (20) 

e d,c 
C57 BL/oJ .:..6 1.9 (2b) 0.4 o.z (20) 

b d 
BALB.'k 33.1 1 6,0 ( 15) o.o o.o ( 15) 

b d,c 
C311/HeJ 21.8 5.3 ( 15) 3. 7 l. 7 (15) 

e d, e 
CJUeB/feJ b.O o o (10) 2.7 l. 5 ( 21) 

• Error stándar de la ctdia (n) nO~ero de 1atone::; mue:>trc·a.Jo~. 
e.b,c y d: d<.ito:. fsta:H~ticos m<Jn:.ado:. con 1.1 r:asr . ..i lHc:.sl r;.. s.:--n ~is111fn.:H1'\J::lt.•ntt· dlf.:-rentt.>~ 
de cada unü cicntras aquellos con diit:lt!'lllt:. l1tcralt!: sen :>lt:n1iicati\"!1mér.tc difc1entc..s (P 
0.01}. Grupos e.ncado.-; Cot1 dos literal~~ riv :.vn 5lbnlfi!...it1\-<1~t·nte difetc:ntr.:> de de·~ sru¡.o~ que 
difieren sign1Íltdth~~nte en sus cargd~ (>a1a~1taria:-. et.ttt.• L·llo~ cb;n:is: uno localil.u.do en el 
ext.re:io SUf·E:TiOt de la distnbLl.::idn y el otra en el eitrernu infcr lot. 



1. INFL.UENCIA DE L.AS VARIABL.ES GENETICAS EN L.A SUSCEPTIBIL.IDAD 

A L.A CISTICERCOSIS MURINA. 

Rat..ones de nueve cepas e BALB/c AnN, DBA/2, BAL.8/c X OBA/2 

Fl, BALB/b, cs-7BL-"".1, C3H/HeJ, C3He 9/FeJ, BAL.B/Jc y A/J ) fueron 

i nf'PC't.a~ i nt.r ap-.r i t.r.>n'!'al IJl'l'nt.'!' l!:'on di •z ci et.i c•r cos de la cepa 

ORF de 3"4'UWI. ~ por rat6n. l.os anima.les se sacrificaron 

30 dias despu•s y se cuantificaron las cargas parasitarias 

individuales Cabundancia de par.t.sit.os). l.as medias del número de 

par.t.sit..os est..&blec:idos en cada cepa se anot..an en la Tabla I. En 

esta Tabla se inclu)'9n ratones cong•nicos en H-2 con el fondo 

genético 

fenot..ipos: 

BALB en donde se pueden dist..inguir dos clases de 

la susceptible H-Zd con grandes cargas parasit.ari_as y 

las resistentes H-2b y H-2k con peque"as cargas parasitarias. 

Estos resul t..ados muestran que 

c011pleJo .. yor CS. hist..ocompat.ibilidad 

genes pert..enecient..es al 

son funda-ntales en el 

control de esta parasitosis, mientras que el fondo gen•t.ico no 

t.ien• mayor influencia en el desarrollo de la parasit..osis. 

Tambi•n s• observa que cepas con el haplot..ipo H-2d presentan 

cargas parasitarias 111.t.s nulll9rosas, mientras que las cepas con 

haplotipo H-2b y H-2k presentan cargas parasitarias 

significativamente 11111tnores. No se encontraron diferencias 

significativas entre las tres cepas susceptibles H-2d. Sin embargo 

sólo •n las hembras con los haplot..ipos resistent..es, H-2b y H-2k, 

se observaron dif'erencias significativas asociadas a cada cepa, 

aunque estas diferencias fueron de mucho menor magnit.ud. La cepa 

recombinant• A/J de haplot..ipo H-2a que presenta los alelos Kk, Ale, 

Ek, Dd, Sd presentó cargas parasitarias esencialmente idénticas a 

las cepas H-2d. Este resultado sugiere que las regiones S o/y D 

del complejo H-2 est.t.n probablemente involucradas en el cont..rol de 

esta parasitosis. 

2. INFl.UENCIA DEL. SEXO EN LA SUSCEPTIBILIDAD. 

!.os ratones hembras fueron 111.t.s susceptibles a la 

cisticercosis intraperitoneal que los machos. Esta fuert..e 

asociación entre el sexo del hospedero y el crecimiento del 

parásito se observa en todas las cepas utilizadas CTabla I). 

25 
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3. POBLACIONES CELULARES PRESENTES EN SANGRE PERIFERICA EN 

ANIMALES SUSCEPTIBLES e BALB/c) y EN ANIMALES RESI S'fENTES e BALB/b) 

EN HEMBRAS Y MACHOS. 

Se estudiaron los porcentajes de monocitos, neutrófilos, 

eosinófilos, basófilos y linfocitos en animales no infectados y en 

diferentes tiempos posteriores a la infección CTablas II y III) Y 
se observó que: 

a) l.& infección con 3"4MW4 014<><)~ no modifica los U pos 

celulares presentes en sangre perif6rica. As1, la población 

celular en animales no infectados está constituida por neutrófilos 

y linfocitos fundamentalmente y esta misma constitución se 

.ant.i- d-pun de la infección. 

b) Animales no infectados presentan igual porcentaje de linfocitos 
,., ~'~ 

y neutrófilos independientemente de cepa y sexo. 

c) En ani111&les resistentes las c•lulas no se lllOClifican ni con la 

infección ni durante su curso. Mientras tanto, en animales 

susceptibles se observan diferencias significativas por ligero 

aumento en el porcentaje de neutrófilos y consecuentemente 

reducción de 1 i nfoci tos aunque estas diferencias son pequef'las en 

valor absoluto. 

En la i nf'ecci on peritoneal no modifica 

sustancial mente la composición celular cualitativa ni 

cuantitativamente en sangre perif•rica. Esta observación sugiere 

que esta parasitosis no af'ec:ta a ni'V9l sist•mico al ratón. 

4. POBLACIONES CELULARES PRESENTES EN LA CAVIDAD PERITONEAL DE 

ANIMALES SUSCEPTIBLES e BALB/c) y EN ANIMALES RESI S'fENTES e BALB/b) 

EN HEMBRAS Y HACHOS. 

Se estudiaron los porcentajes de monocitos, neutróf'ilos, 

eosinófilos, basófilos y linfocitos en animales no infectados y en 

diferent- tiempos posteriores a la inf'ección y se observó que: 

&) La infección con 3"o.cn44 G/Ml.O.,~ modifica los tipos y 

porcentajes celulares presentes en la cavidad peritoneal. As1, en 
26 
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animal es no i nf'ect.ados 1 a población celular est.A const.i t. ui da por 

linf'ocit.os, monocit.os y neut.róf'ilos. Est.a const.itución se ve 

afectada con la intección debido a la presencia de eosinóf'ilos. 

Adem.\s se present.a un cambio en los porcentajes de los dif'erent.es 

tipos celulares CTablas IV y V), 

b) l..os neutróf'ilos y eosinóf'ilos dif'ieren en cant.idad seg(rn la 

cepa y el tiempo de i ntecci ón y los monoci t.os ademAs seg(rn el 

sexo. Para linf'ocit.os se observan dif'erencias sólo en el t.iempo. 

c) En los machos de ambas cepas los monoci t.os aument.an con el 

t.iempo de inrecci6n. En la cepa BALB/b aument.an t.empranament.e en 

relación a la cepa BALB/c y los 15 dias todos los valores se 

igualan. 

d) En las hembras suscept.ibles no se observan modiricaciones 

durante la intección, en tant.o en las hembras resistentes aulll9ntan 

con la inf'ec:ción pero no durant.e la misma al igual que los ru.chos 

de la misma cepa. 

e) l...as hembras y machos resist.ent.es y suscept.ibles no inf'ect.ados 

tienen mAs l i nf'oci tos ant.es que después de la i nf'ecci ón, 

disminuyendo durant.e ést.a. 

f') Los neutróf'ilos aument.an con la inf'ección t.ant.o en los animales 

susceptibles como resist.ent.es alcanzando los valores mAximos l&s 

hembras BALB/c & los 30 dias. 

g) Los eosinóf'ilos ap&rec:en con l& inf'ección aument.ando en t.iempos 

posteriores & ést.a en la cepa BALB/8 y &lcanzando su mAximo 

porcent&je a los 1~ dias de inf'ección en l& cepa BALB/c, 

en l& c&vid&d peri tone&l si se observan 

lllOdif'icaciones con la infección que ocurren seg(rn el t.iempo de 

6sta, el sexo y l& cepa. est.udi&d&, En est&s modif'ica.ciones ll&ma 

la &t.ención el c&mbio de composición de l&s pobl&ciones celulares 

a consecuencia de l& inf'ección que aumenta. not.ablement.e l&s 

poblaciones de célul&s f'ag6citicas Cmonocit.os/neut.rótilos) y la 

población de eosin6tilos. 
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Expresión de critigena> de H·2 en células penloneales 
de ratones susceptibles (8Al..B;t) mochos y hembras 
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Expresion de ant1genos de H-2 en células pentoneales 
de rotenes resistentes (BALB/B) mochos y hembras 
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'9. EXPRESION DE ANTIGENOS DEL. COMPLEJO H-2 EN CELULAS PERITONEALES 

DE ANIMALES sus::EPTI 91..ES e 9.AL.9/c) y RESI S"raN'IES e 9.Al..9/b) DE AMBOS 

SEXOS. 

Se cuantificó la expresión de antigenos del complejo H-2 en 

superficies de c•lulas peritoneales de ratones no infectados y de 

'9 y 30 dias de infección. Esta cuantificación se realizó con el 

ensayo inmunoenzimatico CEIO descrito en materiales y mi6todos. 

Para la detección de antigenos del H-2 se utilizó un 

anticuerpo 1110noclonal de rata anti H-2 de ratón CM.142) CKennett 

u al 1990) y como cont.rol posit.ivo de reacción se ut.ilizaron 

inmuglobulinas IgG de ratón considerando su capacidad de fijación 

a receptores Fe presentes en macrófagos y linfocitos B 

fundamentalmemte CCPAs). 

'., ,' ~ ''C:O.O se observa en la Fivura 1a y 1b animales no infectados 

9ALB/b y B.Al..9/c presentan niveles similares de H-2 y de receptores 

Fe en superficie y ambos antigenos aumentan durante la infección. 

Este aumento sólo es significativament.e mayor para la cepa 

resistente a los ~ dias de infección. 

L.as hembras susceptibles aumentan a los 5 dias de infección 

sus niveles de expresión, en tanto en las resistentes disminuyen 

los niveles durante •sta. 

Sin embargo, las diferencias en los niveles de expresión de 

estos antigenos son en valores absolutos pequenas, siendo el 

patrón de respuestas obtenidas esencialmente similares. 

e. EFECTO DE L..A 'TRANSFERENCIA DE CELULAS PERITONEAl..ES DE RATONES 

INFECTADOS SOBRE L..A CARGA PARASITARIA CE RECEPTORES 

HISI'OCOHPATI91..ES. 

a) Efecto de la irradiación en la carga parasitaria. 

L.a dosis de irradiación utilizada en los ratones 

efectivamente depri- inmunológicamente seg(¡n se ha estudiado en 

nuestro laboratorio CHuerta • al, lQQO). 

El efecto de la irradiación sobre la carga parasitaria en 

hembras y machos puede observarse en la Figura 2. En los machos y 
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FIGURJ\ 2 

Efecto de la transferencia t<lsiva de células 
peritoneales de ratones infectados sobre la 
carga :c;:iarasitaria de ratones histocanpatibles 
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en las hembras la irradiación no modificó la carga parasit.aria 

-P9rada de forma significat.i va cee. a vs 78." para hembras y a. a 
vs 2.7 para machos), Sin embargo, observando est.os valores 

graficados a manera de hist.ograma Cdist.ribución de frecuencias de 

cargas parasit.arias de int.ervalos de 1e en hembras y de 2 en 

machos ) se dist.ingue que la irradiación en hembras reduce a cero 

el nómero de animales completamente resistent.es C rangos de 0-14 y 

de 1el-29) mient.ras en machos reduce parcialmente el número de 

animales complet.amente resist.ent.es Crango de 0) 

b) Ef'ect.o de la t.ransferencia de c•lulas inmunes. 

En la Figura 2 puede observarse que las transferencias de 

c•lulas inmunes en animales irradiados y parasit.ados prot.ege 

•ignificat.ivament.e al hospedero obt.eni~dose un mini_, de 

par.isitos en animales transferidos en relación al esperado para 

.m..i- •in t.ran9ferir en hembra• e 78 vs 37 6 4e •eg(ln el 

haplot.ipo celular t.ransferido ' y en machos e 2. 7 vs O. 3 ó O. O 

•eg(in el haplot.ipo celular t.ransferido). 

Comparando las cargas parasit.arias obt.enidas en animales 

t.ransferidos con c•lulas de haplot.ipo suscept.ible e H-2d ) ó 

resist.ent.e C H-2b ) no se detectaron diferencias est.adisticamente 

significativas. Est.o implica que las células peritoneales no 

fueron capaces de conferir resist.encia diferencial en los 

hospederos. 



V. OISCUSION GENERAL Y PERSPECTIVAS. 
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En ttsta ttrsi s stt i ntent.a ahond.1lr en el est.udi o dttl 

determinismo genético y sexu.1ll de la susceptibilidad a la 

cist.icercosis experimental murin.1l y descubrir algunos &SP4JCtos de 

la respuesta inmune celular que el hospedero produce durante la 

infección. Las b.1lses fundamentales de este proyecto las 

const.i tuyen: 

A. Las diferencias de susceptibilidad encontradas donde genes 

del complejo mayor de .histocompatibilidad C H-2 ) influyen 

importantemente en el crecimiento del parásito. Asl, las cepas con 

hapl ot.i po H-2d son si gni fi ca ti vament.e más suscepli bles que las 

cepas H-2b y H-2lc. Los dalos obtenidos de la cepa recombinant.e 

utilizada sugieren que las regiones criticas en el desarrollo de 

la infección son S y/o O . Mientras t.anto, el resto del genoma no 

parece tener un efecto significativo en la susceptibilidad. 

B. Las diferencias de susceptibilidad encontradas en relación 

al sexo del hospedero. Las hembras son más susceptibles que los 

machos en todas las cepas estudiadas. 

Es le 

mecanismos 

diferencias 

trabajo es un intento por identificar aquellos 

en las i nmunol ógi cos que 

de suscepli bí l i dad 

crit.icamenle 

descritas. En 

influyan 

este senli do los 

resultados principales obtenidos son: 

l. Los porcentajes celulares det.er mi na dos en sangre 

periférica 

infección 

de ratones sanos y ratones de 5, 15, y 30 dias 

son estadlsticamenle iguales. Esto implica que 

de 

la 

infección con este parásito no compromete sisLémicamenle al 

hospedero. Queda aún por conocer que tanto se ve afectado el 

estado de salud general del hospedero infeclado. 

2. Los porcenlajes celulares deler mi nades en cavidad 

peritoneal de ratones sanos y de ratones infect'ados C5, 15, y 30 

dias de infección ) indican que la infección modifica el 

repertorio celular encontrado afectando los porcentajes celulares 

descritos Cmacr6fagos, linfocitos, neulrófilos y eosinófilos ) de 

manera diferente según el liempo de infección. 

Entre estas diferencias llama la atención la aparición de 

eosinófilos con la infección en esle compartimiento. 
31 
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células, como se 

fagociticas, y son 

ha descrito, tienen 

ademAs -di adoras 

asociadas funciones 

de hipersensibilidad 

in.-diata, con la consecuente producción de factores proteol1ticos 

y •nzimAticos. Participan tambi6n en mecanismos celulares a 

consecuencia de la in!'ección parasitaria. Sin embargo, no parecen 

mediar fenómenos inmunológicos asociados con resistencia y 

susceptibilidad ya que al menos en número son iguales entre 

hembras y machos y las diferencias observadas entre BALSA> y 

BALB/c son peque"as en valores absolutos. 

3. La respuesta de inmunidad por transferencia de c6lulas 

inmunes a hospederos desafiados indican que las células de cavidad 

peritoneal son capaces de conferir inmunidad protegiendo 

parcial1119nte a las hembras des&f'iadas y completamente a los machos 

desafiados. 

Sin embargo, la transferencia d• c6lulas de animales 

gen6ti cament• resistentes o animal es gen6t.i ca-nte susceptibles 

previa-nte inmunizados no arroja diferencias significativas. Lo 

que sugiere que las c6lulas d• este comparti-nto obtenidos en 

estos tiempos de infección no son las que determinan las 

diferencias de susceptibilidad relacionadas a cepas de ratones. 

Ot.ra pasibilidad que puede contemplarse a la luz de estos 

resultados es que la transferencia de c6lulas d• la cavidad 

peritoneal inmunizadas modifique la capacidad innata d• estas 

poblaciones celulares frente al desafio e iguale su capacidad de 

respuesta. Esta posibilidad podr1a explorarse realizando 

transferencias celulares con c6lulas no inmunes. 

Este resultado aunado a que los tipos celulares presentes •n 

animales infectados de diferente sexo o cepa son esencial1119nte 

iguales hacen auy probable la propuesta de que, a diferencia de lo 

esperado, las c6lulas que est.•n direct.alll9nte comprometidas ·con •l 

par•sito en la cavidad donde la infección ocurre Ccavidad 

peritoneal> no son las criticas en determinar las diferencias de 

susceptibilidad identificadas. 

4. ot.ro resultado que surge de este estudio es que la 

irradiación no modifica la carga parasitaria esperada a pesar de 
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•fec:ti va.mente deprimir i nmunol 6gi camente al hospedero C según 1 o 

r•portado por Huerta y colaboradores). 

Esto ¡xx:lria deberse a las diferencias de susceptibilidad de 

las c•lulas a la irradiación caracteristicos de cada tipo celular 

o dependient..•s de su ubicación. Asi, durante la irradiación las 

ganadas son protegidas con dispositivos adecuados de plomo y 

podrian •n este proceso quedar protegidos nódulos linf•ticos 

capac•s d• producir las c•l ul as nec:esar i as par a mantener nivel es 

parasitarios equivalentes a los d• animales no irradiados. 

!3. Ot..ra observación relevante es la 

concentración de antig•nos del complejo 

gran similitud en 

H-Z en superficie 

la 

de 

c•lulas perit..oneales. Est..a se111ejanza sugi•re qu• la presentación 

d9 ant..1g9nos por -crófagos a lint'ocit..os T ayudadores, r•spuest..a 

responsable de la proliferación celular, no seria el mecanismo 

critico en esta infección. Est..os resultados concuerdan con los 

obt..•nidos en la identificación de los genes del compl•jo mayor de 

hist..ocompat..ibilidad y las funciones que sus productos median 

indicando que los ant..1genos de clase I son los involucrados en 

determinar las diferencias de susceptibilidad. Probablernent..e la 

bósqueda de diferencias de expresión de est..os antigenos en 

particular permitan observar diferencias de expresión. Sin 

embargo, las dif•rencias en los niveles de expresión de est..os 

ant..1genos son en, valores absolutos, pequenas, siendo el patrón de 

respuestas obtenidas es•ncialment..e similares lo que sugiere que la 

present..aci ón ant..i g•ni ca en el cont..ext.o de c•l ul as peri t..oneal es 

c-crófagos y linfocitos 8) no constituyen los eventos mAs 

fuert..ement..e 1 nvol ucrados en las diferencias de susceptibilidad a 

esta cisticercosis. 

No se d•be de descartar la posibilidad de que en los eventos 

de expresión ant..ig•nica aqu1 estudiados ocurran diferencias 

significativas en t..ieJllPOs muy tempranos d• la infección, y que no 

hayan sido detectadas en los intervalos de t..iempo post.infección 

elegidos en est..e trabajo. 

Tanibi•n debemos considerar 

dif'icult..an la int..erpret..ación del 

aspectos de este estudio que 

significado biológico de est..os 

resultados. En est..e sentido figuran: a) El uso de poblaciones de 
jj 



c•lulas t.ot.ales presentes en peritoneo cuya composición se 

modifica durante el tiempo de intec:ci6n; sin embargo, este factor 

est• relat.iv.-nt.e controlado considerando que est.a población es 

procesada en el ensayo de cuantificación de ant1genos de 

superficie CEic:> y estA muy enriquecida en macrótagos C'Te-95 '°· y 

b) El estudio de antigenos de superficie presenta la complicación 

de que se int.ent.a fot.OQratiar instantes de eventos biológicos que 

se l90difican en el orden de segundos, y el detenerlos por 

procedimientos quimicos o tisicos implican efectos que pueden 

comprometer el fenómeno en estudio. 

Espero que los resultados obtenidos en esta evaluación de la 

respuesta irurnule celular en la cisticercosis experimental murina 

seftalen algunos calllinos de exploración lllAs probable-nte 

l'ructlferos en la identificación de factores biológicos asociados 

a la susceptibilidad en la cisticercosis por :rlUl'W:J. V'14'<>0~ • 
... ,.,,.11,-_, ... ,:-<;• 
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Figura l. a) Estructura de antigenos de clase I intacto. La cadena 
codificada por el H-2 tiene tres dominios globulares llamados .,.._¡, 
•2 y ~3. El dominio ~3 estA asociado con el péptido, no codificado 
por el H-2,~l-microglobulina que es un pequeño péptido globular 
estabilizado por un enlace intracatenario disulfuro. Este péptido 
tiene una estructura terciaria similar a un dominio de una 
inmunoglobulina. Una corta secci6n hidrofilica del componente 
codificado por el H-2 permanece dentro del citoplasma, en el 
extremo -COOH. Una secci6n hidrof6bica atraviesa la membrana y la 
mayoria del polipéptido, comprendiendo los tres dominios 
globulares; se localizan en la superficie celular. Los sitios 
aloantigénicos { que lleva determinantes especificos para cada 
individuo } se localiza entre los dominios o'-l y ~2 donde existe 
una unidad carbohidratada adherida al dominio .,..2. 
b} estructura de antigenos de clase II. EstAn formados por dos 
péptidos diferentes (oJ.. y ~ } unidos no covalentemente que 
atraviesan la membrana plasmAtica por su extremo carboxilo 
terminal. Ambas cadenas tienen dos dominios globulares 
estructuralmente relacionados con dominios de inmunoglobulinas y 
todos excepto el dominio ~l estAn estabilizados por enlaces 
disulfuro intracatenarios. Ambas cadenas tienen unidades 
carbohidratadas. La cadena ~ contiene los sitios aloantigénicos 
{Roitt, Brostoff and Hale, 1985). 



Ant.igenos clase I: 

Los genes de las regiones K, O y L. del complejo mayor de 

hist.ocompatibilidad codifican para glicoproteinas de superficie 

celular. Estos productos llamados antigenos clase I estl.n 

relacionados con el rechazo en transplantes de tejidos y los 

ant.igenos serológicos que inducen la formación d~ anticuerpos. Son 

considerados marcadores celulares por su amplia distribución. 

Cuando una c•lula normal propia se modifica, los linfocitos T 

citotóxicos la identifican a través de los antigenos clase I para 

eliminarla. Estos antigenos pueden ser identificados serológica o 

histogen6ticamente. Las moléculas de clase I estan constituidas 

por una cadena variable llamada alfa de peso molecular de 45,000 y 

una cadena constante denomimada (Je-micr~lobulina de peso 

JDOlecular apróximado de 12,000 que se codifica fuera del CHH. 

Ambas cadenas están unidas en forma no covalenle. La cadena alfa 

conf'iere la especificidad anti~nica y su variación alelica CFig. 

1) CSciutto, 1997). 

Ant1genos clase II: 

Estos ant1genos llamados Ia o Ir Cpor regular la respuesta 

inmune hacia algunos antigenos ) se expresan en linfocitos B, CPA, 

c•lulas de Kupfer, c•lulas de Langerhans y en c6lulas relacionadas 

con el sistema hematopoyetico. Los linfocitos T cooperadores 

reconocen a un ant1geno cuando este estl. asociado a mol6culas 

clase II en la superficie de las CPA y a su vez los linfocitos B 

activados por IL-2 reconocen esta asociación y responden 

produciendo anticuerpos. Las mol6culas clase II estl.n formadas por 

dos cadenas variables Ca y (f) de peso molecular a.próxima.do de 

33,000-~.000 y de 28,000-30,000 respectivamente CFig. 1) 

CSciutto, 1Q9'7), 

Ant1genos clase III: 

Los genes de la región III del MHC codifican mol•culas del 

sistema de complemento, ca, C4 y factor 8, y la enzima 21 

hidroxilasa que aparentemente no participa en el sistema inmune. 

En cuant.o a su dist.ribución celular, macrófagos y hepatocitos 

producen C4 y linfocitos y macrófagos el fact.or 8 CSciut.to,1987), 
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Figura 2. Procesamiento del antigeno para su uni6n a mol~culas 
clase I 6 clase II ( en negro y la cadena invariable en blanco) 
dependiendo de su origen, antigeno ex6geno (rayas) y ant!geno 
end6geno (moteado) {Long, 1988). 



Antigenos ex:ógenos y endógenos: 

Distinción entre ant1genos dada en base a la presentación de 

ant1genos rr.stringida a mol6culas clase I y II. Una forma de 

distinguir y diferenciar la presentación de ant1geno dada por 

molitculas clase I o clase II es la fuente de la cual proviene el 

antigeno, los exógenos pueden ser presentados por clase II y los 

endógenos por clase I. Los antigenos exógenos internalizados en la 

CPA por endocitosis son presumiblemente procesados en el medio 

ácido de los endosomas y los fragmentos resultantes pueden 

sol&Jllente interaccionar con mol6culas clase II. Un antigeno 

endógeno requiere para su presentación por moléculas clase I estar 

en el citoplasma, su unión ocurre en el reticulo endoplásmico C 

RE, en donde existen compartimentos separados ?Ara cada clase de 

190l6cula). La distinción entre molkulas clase I y II en la 

presentación de antigenos endógenos puede ser por 

caracteristicas estruct1.1rales más que en vias de procesallliento. O. 

esta forma la cadena constante de las moléculas clase II actuaria 

corno una barrera que puede ser liberada en un endosoma, con lo 

cual esta molitcula se une a un ant1geno ex:ógeno, en tanto que la 

mol6cula clase I ya unido al antigeno pasa directamente a la 

superficie celular CFig. 2) CLong, 1gge). 

Bas6filo: 

C6lula perteneciente a la linea fagocitaria. Se encuentra en 

muy baja proporción en circulación Cmenos del O. 2 Y.)), y está 

caracterizada por sus gránulos azul-violeta que contienen heparina 

y otras enzimas CRoitt u al, 1995). 

C6lulas del sistema inmune: 

Todas las c6lulas del sistema inmune derivan de c6lulas 

troncales pluripotenciales y a tra~s de dos lineas de 

diferenciación se tiene una linea linfoide que producirá 

linfocitos y una linea mieloide que produce fagocitos además de 

plaquetas y c6lulas cebadas CFig. 3). Existen dos diferentes tipos 

de linfocitos con diferente función -c:6lulas T y c6lulas B-. Las 

c6lulas T se diferencian en el timo en tanto que las B en el 

hlgado fetal, en bazo y en mam1feros adultos en la ~ula ósea Cen 

aves en un órgano exclusivo de esta clase, la bolsa de Fabricio). 
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Figura 3. ·origen de las células involucradas en el sistema inmune. 
Todas las células derivan de células troncales pluripotenciales. De 
estas se diferencian dos distintos progenitores, uno para célu 
las linfoides y otro para células mieloides. El primero tiene el 
potencial para diferenciarse en células T o B dependiendo del 
microambiente en el cual se instalan, estos son el timo o 
hígado/médula Osea fetal.El origen de las células nulas 6 tercera 
poblacibn es incierta. Las células mieloides se diferencian en las 
células mostradas en el esquema (Roitt, Brostoff and Male, 1985). 



AdemAs existen las c•lulas nulas cuya secuencia de diferenciación 

no es conocida. Los tres tipos de c•lulas se distinguen 

funci onAl mente pero las c•l ul as T y B son mor fol 6gi ca11111tnt.e 

id•nt.ic:as y se pu9dvn agrupar vn lint'oc:it.os pequel'los c:¡ut1 no 

cont.ienen grAnulos y poseen un gran núcleo que ocupa casi todo el 

cit.oplasm& y los linfocitos grandes que contienen grAnulos 

int.racit.oplasút.icos azurófilos y un núcleo menos grande. En los 

fagocit.os t.ambien hay dos t.ipos bAsicos: monocit.os y granulocit.os 

poli1110rfonucleares. Los últimos son ús usual111ente llamados 

polimorfos y pueden ser neut.rófilos, basófilos o eosinófilos 

dependiendo del estado histológico de sus grAnulos. Est.as c•lulas 

forman parte del sistema fagoc1tico mononuclear CRoit.t. et a.l, 

1Q85), 

C.lula Presentadora de Ant1geno CCPA>: 

C•lula capaz de adherir un &nt.igeno y expresarlo en su 

superficie para su reconocimient.o. Los tres requerimient.os ~sieos 

para que una c•lula funcione 6pt.imamente como CPA son a) expresar 

mol~ulas del complejo mayor de hist.oc:ompatibilidad en su 

superficie, b) 

int.erleucina 1. 

procesar ant.igenos y e) sintetizar y secretar 

La c•l ul a presentador a de ant.1 geno el Asi ca es el 

macr6fago, sin embargo act.ualment.e existen evidencias que apoyan 

la realización de t.al función en c:6lulas B CGrey el 4', 1S382; 

Kurt-Jones el id, Hil88; Chesnut. « a,l, 1982) clllulas dendrit.icas 

en presencia de macrófagos, CGuidos « a,l,1ge'7) c6lulas T CGrammer 

« a,l, 1998; Hanlce, 1987), astrocit.os del sistena nervioso 

cent.ral, c11Hulas gliales de la retina CRoberge et id, 1988) y 

fibroblastos CGeppert and Lipsky, 1987). Sin embargo el que est.as 

c•lulas funcionen como CPA esta restringido a la producción de 

IL-1 en el medio de acción por otros tipos celulares. 

Complejo Mayor de Histocompatibilidad: 

Conjunlo de genes que controlan la parlicipaci6n del sislema 

in111une conlra antigenos ext.ral'los. Estt. presente en varios grupos 

de vertebrados, y se presu- su exist.encia en invertebrados, lo 

cual refleJaria su origen te111Prano en la evolución de los 

animales. Su nombre proviene de su part.icipación en •l rechazo de 

~ransplan~es d• ~ejidos. ~. genes .. tan divididos en ~res clases: 

los genes clase I codifican an~igenos de superficie celular 
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Figura 4. Esquema de las funciones biol6gicas del MHC en el rat6n 
H-2K/D. C~lulas T citot6xicas ( Te ) reconocen ant!genos extraños 
cuando estAn asociados con productos H-2K o H-20 y matan las 
células blanco. 
H-2I.Células T cooperadoras (Th por su nombre en inglés) reconocen 
ant!genos extraños en asociaci6n con productos del gene H-2I en 
células presentadoras de antígenos (CPA). Las células Th pueden 
cooperar con células B para inducir la producci6n de anticuerpos 
y pueden también liberar linfoquinas las cuales ayudan a los 
macr6fagos en la destrucci6n de microorganismos intracelulares. 
H-2I/J. Células T supresoras (Ts) suprimen específicamente la 
acci6n de macr6fagos, células b y células T cooperadoras las 
cuales son inducidasd por ant!genos extraños particulares. La 
acci6n de las células Ts esta aparentemente relacionada con las 
regiones I-J y la interacci6n entre Ts y sus blancos es mAs 
eficiente cuando tienen el mismo haplotipo (Roitt, Brostoff and 
Male, 1985). 



relacionados con transplantes de tejidos y antigenos serológicos; 

los genes clase II codifican antigenos de superficie que controlan 

el niv.l de respuesta hacia antigenos ext.ranos, y los genes clase 

III controlan la expresión de algunos componentes del sistema del 

complemento y enzimas. Estas molitculas restringuen la respuesta de 

las c•lulas T. y son es•ncial•s porque sin ellas las CPA son 

incapaces de presentar el antigeno y restrictivos porque la forma 

al•lica de las mol~ulas clase I o II deterlllina la forma de la 

respuesta a consecuencia, citolóxica o cooperadora. Es un sistema 

con alta complejidad Cvarias mol~ulas de cada clase ) diversidad 

C diferencias marcadas entre diferentes individuos de una misma 

especie vist..o por secuenciaci6n y mapeo de péptidos ) y 

polimorfismo C gran número de alelos para cada gene), Su función 

m.As conoci~ es la regulación de las interacciones c•lula-c•lula. 

En el ratón el complejo H-2 se localiza en el cromosoma 17, donde 

ocupa de O. 3 a 1. 5 centimorgans de longitud dependiendo de que 

loci se consideren dentro del H-2, actualmente se consideran los 

ext.remos de la r..¡¡ión K Ccentrom6rico) y 1.5 cH del Tla 

Ctelom6rico). Se han identificado las regiones K, I, S, D, Qa y 

Tla. En la región I se mencionan dos subregiones: A y E. CKlein, 

1979; Klein 198C; Steinmetz, 1984; Sciutto, 1987) CFigs. 4 y 9). 

Eosin6filo: 

C•lulas que comprenden del 2 al 9 Y. de los leucocit..os 

sanguineos. Como los neutrófilos, son capaces de fagocitar y matar 

microorganismos ingeridos, aunque este no es su papel principal. 

L.os· grt.nulos de estas c•lulas permanecen unidos a la membrana 

celular. En sangre humana tienen usualmente un sólo núcleo 

bilobulado y varias vesiculas citoplas~licas. Poseen ribosomas, 

mitocondrias y microtúbulos. Pueden ser desgranulados ant..e un 

estimulo apropiado. Esta desgranulaci6n involucra la fusión de los 

grt.nulos con la melll.brana plt.smatica y el envio al ext.erior de su 

contenido C mecanismo usado con blancos demasiado grandes que no 

pueden ser ·ragocit;ados,· poi- ejemplo helmintos). Son atraidos por 

productos lit:.rados de c6lulas T, basófilos y c6lulas cebadas 

e Roi tt, 1 gee). 

Granulocito poli..:>rfonuclear: 

L.os granulocitos son producidos en m6dula ósea en un nivel de 
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Figura 5. El Complejo Mayor de Histocornpatibilidad en el rat6n. 
Mapa gen~tico del cromosoma' 17 en el rat6n mostrando los complejos 
H-2 y TLA. Los complejos estAn subdivididos en regiones,las cuales 
producen los polipeptidos indicados. Las regiones en oscuro 
producen proteinas de clase I, en claro prote!nas clase II y en 
rayado prote!nas clase III. con los primeros estudios funcionales 
y serol6gicos subdividier6n la regi6n I.La regi6n I-A aparentemente 
corresponde a las secciones Ab, Aa y Eb. La regi6n I-J parece que 
no codifica para polip~ptidos serol6gicamente detectados. La 
reqi6n I-E contiene el gene Ea (Roitt, Brostoff and Male, 1985). 
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Figura 6. Participaci6n de interlucinas en un evento especifico de la 
respuesta inmune. Representaci6n esquematica de las diferentes fases 
a trav~s de las cuales las c~lulas B se diferencian en c~lulas 
plasmaticas en respuesta a una variedad de interleucinas. (Hishirnoto 
and Hirano, 1988). 
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e millones por minuto y tienen eorto tiempo de vida ' 2-3 dias ' 

en relación a los monocitos-maerófagos e meses-arios ), Est.•n 

presentes en cerca del eo-70 ~ en los leucocitos sanguineos. En su 

for111& na.tural contienen un núcleo multilobulado y algunos 

grAnulos. Se clasifican en neutrófilos, bas6filos y eosin6filos en 

base al estado de reacción de sus gri.nulos frente a distintas 

tinciones histológicas. Aunque estas citlulas no muestran alguna 

especit'idad por ant.lgenos, juegan un p&pel importante en la 

inflamación aguda y, Junt.o c:on los ant.ic:uerpos y el sistema del 

c:omple,.nto, en protección contra microorganismos fagocitando y 

destruyendolos. En algunos casos parece estar involucrado en las 

diferencias de susceptibilidad a infecciones ya que individuos con 

b&Jos nC&meros de polimorfos en circulación resultan · mas 

susc:ept.ibl- CIClein 9' o.l, 1Q8!5; Roitt, 1Qee). 

Haplotipo: 
_.,-.,.,.·,~-·· 

Conjunto de &lelos para todos y cada uno de los gemes del 

sistema del complejo mayor de histocompatibilidad. Una cepa de 

haplotipo b tiene todos sus alelos designados con la misma letra 

CSciutto, 1Q97). 

I nter l euei nas: 

Factores soluble derivados de diversas c•lulas Cmacr6fagos, 

citlulas 9 y T,etc) que actúan de diferente m.anera y en diferente 

tiempo en los procesos de la inmunU.dad celular y humoral. No ·en 

todos los casos sus runciones son conocidas de forma especif ic:.a de 

ahi la confusión al nombrarlas. Las mejores conocidas respecto de 

sus funciones son: 

IL-1: factor de crecimiento y diferenciación de 

linfocitos inmune competentes. 

IL-4: factor para la activación de 

citlulas 9 en reposo. 

IL-8: ractor p&r& el creeimiento de citlulas B activadas. 

IL-e: factor para la dit'erenc:iaci6n t'inal de citlulas 9 

activadas en citlulas secretoras de anticuerpos. 

IL-7: factor de c:rec:imiento para c:6lulas teinpranas de la linea 

B y de la linea T C Hishimoto y Hirano, 1Q88) CFig. e). 
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Figura· 8. Citotoxicidad mediada por células. La respuesta 
citotoxica puede estar mediada por cuatro diferentes tipos 
celulares: 
l.Células T citot6xicas se 
ant!geno y a determinantes 
2. Células NK reconocen 
neopl!sicas. 

unen a su blanco mientras reconozcan al 
del MHC. 
determinantes expresados en células 

3. Células K reconocen el Fe de anticuerpos IgG unidos al ant!geno 
en la superficie de la célula blanco. 
4.Experimentalmente, glucoproteinas en la superficie de un efector 
y blanco pueden ser unidos a través de una lectina (Roitt, 
Brostoff and Male, 1985). 
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Figura 7. Respuesta inmune mediada por células. Esta respuesta 
opera a través de la generaci6n de células T citot6xicas y la 
liberaci6n de interleucinas por medio de la estimulaci6n de dos 
subpoblaciones de células T, el precursor de células citot6xicas 
(Tcp) y células T cooperadoras/inductoras de hipersensibilidad 
retardada ( T h/dth). Diferentes linfoquinas pueden ser producidas 
por subgrupos de linfocitos, y hasta la fecha no es posible decir 
que las células mediadoras de la hipersensibilidad retardada 
representen una subpoblaci6n distinta de las cooperadoras. La 
intensa proliferaci6n inducida por la estimulaci6n antigénica no 
se indica en el esquema pero es esencial para la amplif icaci6n de 
la respuesta (Roitt, 1988). 



Linfocito: 

0.nt.ro de la linea linfoide existen dos t.ipos de c•lulas 

diferenciadas funcionalmente, los linfocitos T y los linfocitos B. 

Los linfocitos B se definen cli.sicamente por producir y secretar 

inmunoglobulinas Canticuerpos), en tanto que los diversos tipos de 

linfocitos T act.úan combatiendo infecciones intracelulares dando 

lugar a una respuesta inmune mediada por c•lulas. Todos los 

linfocitos provienen de l!lltdula 6sea donde se producen por 

di visiones de 1 as c•l ul as troncal es. O. 1 a l!lltdul a ósea migran al 

ti-=i y al equivalente de la bolsa de Fabricio, donde maduran y 

adquieren nuevas caracteristicas y funciones que las convierten en 

linfocitos T y/o B. Aparecen en sus membranas una serie de 

receptores y -rcadores que los diferencian CFig. 11). Una vez 

-cluros migran a los órganos perif•ricos donde se alojan, pueden 

tambi•n quedar en sangre o la linfa. La última etapa de maduración 

se cumple a part.ir del contacto con un ant.igeno y/o por alguna 

otra senal est.imulatoria que lleva a transformar al linfocito B en 

una c6lula plasmi.tica productora de inmunoglobulinas con actividad 

de anticuerpo especifico, en tanto el Linfocito T puede 

evolucionar hacia c6lulas que cumplen funciones a) efectora, 

produciendo factores que intervienen en la inmunidad mediada por 

c•lulas CFig. 7) y la capacidad de ejercer citotoxicidad directa 

CFig. 8) 6 b) reguladoras aumentando en diferentes grados las 

respuestas de linfocitos T y B 6 c) supresoras de diversas 

funciones CFig. 9) CRoitt et a.l, 15il8e; Roitt., 1liile8). 

Macr6fagos: 

Célula mononuclear derivada de médula ósea que después de su 

diferenciación a monocitos sanguineos finalmente se establecen en 

los tejidos como ma.crófagos maduros, donde constituyen el sistema 

fagoc1 ti co mononucl e&r C Fi g. 1 O ) • Consti tuywn las CPA por 

excelencia y son primordiales en los primeros fenómenos 

inmunológicos por su acción fagocitaria. Estas c6lulas tienen una 

alta cap.cidad de captar ant.igenos y modificarlos para que las 

c•lulas T puedan reconocerlos. Es el elemento inespecifico 

inductor de la respuesta inmune. Presenta una al ta capacidad 

enzimi.tica como lisozima, colagenasa, 

inhibidores enzimáticos, metabolitos 
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Figura 11. Marcadores de superficie en los 
celulares del sistema inmune en rat6n y 
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los marcadores en granulocitos maduros humanos 
and Male, 1985). 
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Figura 9. Maduraci6n y diferenciaci6n de las células 
responsables de la respuesta inmune. Todas derivan de un tronco 
común y dependiendo del 6rgano en que se alojen se diferencian a 
células T o B. Estimules posteriores dan como resultado una 
última etapa de maduraci6n en la cual las células plasmAticas 
sintetizan y liberan anticuerpos y los linfocitos T se diferencian 
en subpoblaciones con funciones especificas que interactúan 
durante la respuesta inmune . 
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Figura 10. Un modelo general del desarrollo del macr6fago. 
Los rnonocitos surgen en la médula Osea y migran a los tejidos 
donde estAn bajo regulaci6n. Durante la inflamaci6n los monocitos 
y rnacr6fagos jovenes pueblan el sitio inflamado. Células T y las 
linfoquinas modifican el estado de activaci6n del macr6fago 
{Adaras and Hamilton 1984). 



factores del complemento, etc. CAdams y Hamilton, 1984). 

Marcador: 

Elementos de superficie celular que tipifican a lineas de 

c•lulas y pueden ser sus receptores CFig. 11) CRoitt et al, 198S). 

Neutrófilo: 

Célula fagocitaria que representa el QO ~de los granulocitos 

circulantes, tienen un diametro de 10-20 . Pos-n dos tipos de 

grt.nulos, los azurófilos C lisosomas ) que contienen hidrolasas 

t.cidas,mieloperoxidasa y muraminidasa y el segundo tipo contienen 

lactoferrina más lisozima. Los organismos ingeridos están 

contenidos en fagosomas que al fundirse con grt.nulos lisosomales 

forman el fagolisosoma en donde se lleva a cabo la degradación del 

organismo CRoitt et al, 1985). 

Presentación de antigenos: 

Concepto originado al ponerse de manifiesto la importancia 

del monocito en la estimulación de la respuesta inmune en especial 

con linfocitos T. La presentación del antigeno compromete los 

eventos celulares y bioquimicos necesarios para el reconocimiento 

y estimulación de los linfocitos CD4 Cayudadora) y CD8 

Ccitotóxica) subpoblaciones de las c6lulas T responsables de los 

eventos celulares que resultan en la eliminación de antigenos 

ext.raftos Cpart.sitos, bacterias y virus). La presentación de 

antigenos tiene lugar entre CPA y las células efectoras sean CD4 o 

cce dependiendo del tipo de molécula del complejo mayor de 

histocompatibilidad al que se unan, clase II o clase I 

respectivamente CFig. 12) CRoitt et al, 1985:>. 

Receptores: 

Moléculas existentes en superficie celulares capaces de fijar 

especificamente a ciertas proteinas dando colllO resultado de esta 

unión el envio de seftales de distinto tipo que permiten 

identificar al receptor. Pueden usarse como marcadores cuando 

estt.n distribuidos solo en determinada lineas o tipos celulares de 

interes. 
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Figura 13. Receptor de la c~lula T. El antigeno mAs el H-2 es 
reconocido por el heterodimero transmembranal compuesto por una 
cadena y una cada una de las cuales tiene un dominio variable 
y uno constante. El receptor estA intimamente asociado con las 
cadenas , y que forman el complejo TJ, cada cadena tiene el 
peso molecular indicado en kD ( el arreglo de las cadenas aun no 
se conocen ) (Roitt, 1988). 

,·· 



Figura 12. Activaci6n de células T por células presentadoras de 
antigeno. La activaci6n puede ocurrir en tres fases. Luego de la 
uni6n de la célula T con la CPA un factor no conocido (?) de la 
propia célula T induce a la CPA a producir IL-1 (1). La IL-1 
induce la aparicion de receptores para IL-2 en la células T y 
estimula a las células Ta liberar IL-2 (2). La IL-2 favorece la 
activaci6n celular y la proliferaci6n (3) (Roitt, Brostoff and 
Male, 1985). 



Reeept.or de c6lulas T: 

El reeept.or del sist.eaia ant.1geno-mol6cula del H-2 en la 

c•lula T es un het.eroc:Umero formado por dos glicoprot.einas de 

superficie celular Cot y (1>, t.ienen similitud secuencial y 

est.ructural con las inmunoglobulinas pero a diferencia de •st.as 

sólo reconocen al ant.igeno en el cont.ext.o de los ant.1genos del 

H-2, forlllA.ndose as1 un complejo t.ri111aleeular Cant.igeno-H-2-RL'T). 

No se conocen tocias las caracteristicas de esta unión y se 

111enciona como posible la existencia de ot.ras mol6culas que podrian 

ayudar a mantener est.a asociación CFig. 13> CRoitt., 1988). 

Restricción por el H-a: 

La restricción por H-2, vist.a al est.udiar la cooperación 

celular generada en la resptJeSt.a inmune, pu9de darse en la 

formación de anticuerpos: c•lulas con el mismo H-2 con diferente 

tondo gen•t.ico cooperan en la tor--ción de ant.icuerpos, pero si 

tienen H-2 diferent.e aún con fondo g•n•t.ico igual no se da la 

producción de inmunoglobulinas. Est.o se explica por la presencia 

en el antlgeno del H-2 de un r..:eptor que reconoce lo propio y lo 

ext.rano. Tambi•n exist.e restricción en la generación de la 

respuest.a inmune mediada por c•lulas: la lisis de un antigeno 

especifico en la c•lula blanco se da solamente cuando dicha c•lula 

y la c:•lula efectora tienen el mismo H-2, de esta forma existe 

.-est.ricción en las c•lulas cit.ot.óxicas. La restricción para la 

formación de ant.icuerpos se localiza en los genes de la región I 

que codifican para molik:ulas clase II y para el sist.ema celular 

c:i t.ot.óxi co en las regiones K y D donde es t..ln 1 os genes que 

codifican para moléculas clase I. 

4.l 



VII. APENOICE 2. 

Soluciones y reactivos utilizados. 
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AHORn GUADOR DE FOSFATOS e PBS 1 Ox:> 

Fosfato d• sodio dibAsico 

Fosfato d• sodio monobAs1co 

Cloruro d• sodio 

10.aa g 

3.ee g 

74.00 g 

Ajustar a pH•7.2 y &f'orar a 1 litro. A partir de esta solución se 

hac•n di 1 uci on•s par a obt•n•r PBS 1 x 

SOLUCION SALINA ISOTONICA CON AZIDA CSSI-A) 

Cloruro d• sodio al O. 8!5 " 

Azida d• sodio O. 1 M 

Atorar a 1 litro. 

PBS-ALBUMINA AL 1" CPBS-BSA 1'0 
P8S lx 

Al&Rmna 

Af"orar con PBS 1x a 1 l y guardar en congelación. 

SOLUCIOH CllRATO-FOSFATO pH e 
Fosfato d• sodio trtb•sico 0.1 M 

Acido citrico 0.1 M 
Ajustar a pH e antes de atorar al volumen deseado. 

SOLUCION CITRATO-FOSFATO pH S 

Fosfato de sodio dibAsico o.a M 
Acido citrico 0.1 M 
Agua dest.i lada 

ESTREPTOAVI DI NA PEROXI DASA 

Para 10 ml d• la dilución 1:aooo 

9Str•pto-avidina p.roxidasa 

PBS-BSA 1" 

~ATO PARA REACCION DE ELISA 
Citrato-Fosfato pH 5 

ee.oo g 

e.eo g 

1.00 1 

10.00 11 

29. 70 ml 

24. 30 ml 

60. 00 ml 

5. 00 µl 

10. 00 rnl 

s. 00 rnl 
~ua destilada !3. 00 ml 

0-Fenilendiaalna 
PerOXi do de Ox1 geno 

SOLUCIC»f OE BICARBONATO CE SOOIO O. 1 M 

Bicarbonato de sodio 
Agua destilada para aforar a 
Ant9S d• atorar ajustar a pH 8 

45 

4.00 mg 
!50.00 µl 

8.40 11 
1. 00 l 



PREPARACI ON DE COLORANTES: 
Hematoxilina 
Oxido rojo de mercurio 
Sult'ato de aluminio y 
amonio o potasio Calumbre) 
Alcohol •tilico absoluto 
Agua destilada 

HEMATOXILINA DE HARRIS. 
1.00 g 
o.eo g 

20.00 g 
10. 00 m1 

200.00 m1 

D1sol'11'9r la hematoxilina en alcohol absoluto, calentando a 

bafto maria y tapando¡en otro recipiente disolver el alumbre en 100 

ml de agua dest.i lada: se mezclan las dos soluciones y se ª"ad• el 

agua r-tante. Se hier'\1'9 la mezcla lo mj,s rapido posible, y se 

agrega el oxido rojo de -rcurio hasta que lome un color rojo 

purpura; enseguida se enrria con hielo a ba~o maria y se riltra 10 

"IWCes. Se l• agregan de 3 a e gotas d• .t.cido ac•t.ico 'por cada 10 

al de solución. ,_,,M. • 

EOSI NA Al..COHOLI CA 
,,,. ~. '~ .. , . ....__¡:_,,¡t'".;-... . ~ 

Eosi na azul osa 

Clr-ange G 
Alcohol de 70 

Se mezcla todo en rrio y se riltra. 

1.00 g 

1. 00 g 
100. 00 ml 

SOLUCIONES PARA PURIFICACION DE ANTICUERPOS EN COLUMNA MAPS II 

Todos los react.i vos ut.i 1i zados son del sistema de 

purif'icaci6n de anticuerpos Arf'il-Gel Prot.ein A MAPS II de 

BIO-RAO. 

AMORTIGUADOR DE PEGADO CSOLUCION 89) 

Di sol ver 31. 4 g del react.i vo en 100 ml de agua desi oni zada. 

Agitar 10 minutos y f'illrar en un f'illro de naylon de 0.22 m , 

ajustar a pffg con NaOH 10 N o HCl e N. Almacenar a 4 C. 

AMORTIGUADOR DE ELUCI ON C SOLUCI ON EB) 

Disolvwr 2.2 g del reactivo en 100 ml de agua desionizada. Agitar 

10 lllin y t'iltrar con f'iltro de O. 22 y ajustar a pH 3 con las 

1111 smas sol uci on- ant.er i ores y almacenar bajo las mismas 

caracteristicas. Para ambas solucion- se puede agregar Azida de 

sodio al O. 09 "· 

ANORTI GUAOOR CE RECUPERACI OH 

Se aplica sin tra..lamienlo prti¡'tio y sin pipetearlo (contiene 



11U S-HCl 1 H pH g 

Triz--b&se 
Agua deslilada 
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e.os g 
!50. 00 ml 
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