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RESUMEN

El modelo experimental de cisticercosis murina causada por
Jaenia cracoiceno, accesible y sencille de instalar, permite
estudiar fendmenos inmunolédgicos en la relacidn hospederc~parasito.
Este trabajo de tesis identifica aquellos genes que afectan de
manera mas importante la susceptibilidad a esta parasitosis, asi
como algunos de los mecanismos celulares involucrados en estas

diferencias de susceptibilidad.

Diferentes cepas de ratones singénicos Yy congénicos
recombinantes fuercon infectados intraperitonealmente y la carga
parasitaria se cuantificd 30 dias después de la infeccidn
utilizando este parametro como indicador de la susceptibilidad del
hospedero al parasito, Los resyl tados muestran que la
susceptibilidad innata a la infeccidn por T, cravoicenc esta
fuertemente asociada al haplotipo de histocompatibilidad del
ratdn, siendo el haplotipo H-2d el mas susceptible mientras que
los de haplotipo H-2b y H-2k fueron resistentes. Ademas nuestros
resultados sugieren que las regiones S yso D del complejo H-2 son
las mé&s criticamente involucradas en el control de la resistencia
hacia la cisticercosis murina. Mientras tanto, poco o© ningun
efecto sobre la susceptibilidad pude identificarse ascociado al
resto del genoma. AdemAs se confirmé que las hembras son mas
susceptibles que los machos a esta parasitosis independientemente

de la cepa de ratones empleada.

Intentando conocer los mecanismos celulares que determinan
las diferencias de susceptibilidad estudiamos aspectos de 1la
respuesta inmune celular en ratones BALB/c (susceptibles) y BALB/B
Cresistentes) infectados. Determinamos el porcentaje de las
poblaciones celulares presentes antes y durante la infeccién
parasitaria a nivel sistémico (sangre periféricad y a nivel
localizado (cavidad peritoneald. Los resultados indican que la
infeccidn peritoneal no modifica sustancialmente la composiciodn
celular cualitativa ni cuantitativamente en sangre periférica, en
tanto, en la cavidad peritoneal se observan modificaciones que
ocurren segun el tiempo de infeccidn, €l sexo y la cepa estudiada.

Analizamos la posibilidad de que existan diferencias en eficiencia

3



on la presentacién de antigenos por células presentadoras mediadas
por diferencias en la concentracién de antigenos de H-2 . Para
ello cuantificamos antigenos del complejo H-2 en superficies de
células peritoneales de ratones no infectados y de S y 30 dias de
infeccién susceptibles y resistentes. Los patrénes de respuesstas
obtenidos fuercn esencialmente similares. Considerando las
marcadas diferencias de susceptibilidad entre estas cepas (BALB-/c
y BALB/B), nuestros resultados sugieren que las diferencias de
susceptibilidad estarian importantemente mediadas por diferencias
en la capacidad de cxp}esar antigenos de H-2 por células
presentadoras. Sin embargo la poblacién de células del peritoneoc
es capaz de transferir proteccidn en esta cisticercosis, segun lo
observamos en los resultados de transferencia de células
peritoneales de animales previaéanto inmunizados a animales
histocompatibles irradiados y desafiados. QuedAn aun por dilucidar
cuales son los mecanismos celulares que median estas diferencias

de susceptibilidad.



I. INTRODUCCION



Modelo experimental de cisticercosis murina,

Jaenia craooicene (2Zeder, 18000 Rudolphi 1810, es un céstodo
que vive en la fase adulta de su ciclo natural en ol intestino
delgado de felinos y cénidos, especialmente el zorro. En la etapa
de cisticerco, se reproduce en roedores y menos frecuentemente en
lagomorfos, insect{voros, carnfivoros y primates. En roedores
infectados naturalmente, los cisticercos se localizan
subcutineamente cerca de la axila, cuello, y menos frecuentemente
entre la escépula © en la regidén inguinal. Ocasicnalmente los
cisticercos pueden desarrollarse en la pleura o en la cavidad
peritoneal. La infeccidén natural en la cavidad peritoneal
generalmente se acompaffa con la infeccién en otro sitio. Este
parésito ademis de la forma sexuada de reproduccién es capaz de
dividirse por gemacién polar multiple ( Kroeze y Freeman, 1982
Esta reproduccién asexuada se ha utilizado para mantenerlo en
el laboratorio a través de la inoculacién del cisticerco en la
cavidad peritoneal de ratones, localizacién que en condiciones
experimentales permite que se reproduzca éptimamente. Asi, este
modelo experimental de cisticercosis resulta accesible y sencillo
de instalar, y permite el estudio de los fendmens inmunoldgicos
que se suceden en la relacién hospedero-pardsito. Su estudic
ademiss se ve favorecido por la gran variedad de reactivos
biclégicos de que se dispone para esta especie ( anticuerpos
monoclonales contra marcadores celulares, sondas especi{ficas
para identificar diferentes regiones genémicas) y la grandes
variedades genéticas de ratones (cepas de ratones genéticamente
controladas, congénicas, singénicas y congénicas recombinantes

entre otros>,

Mecanismos inmunolégicos mediados por antfigenos del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad

La respuesta inmune involucra una serie de reacciones
complejas contra sustancias que el organismo reconoce como ajenas.
Las moléculas mas importantes en esta respuesta son las
inmunoglobulinas y las codificadas por los genes del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad. Estas dltimas fuerdn descubiertas
por Gorer en 1938 en el ratén, y se han encontrade y estudiado
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SUBREGION DEL CMH DISTRIBUCION TISULAR DE ANTIGENOS

H-2 HLA
K, D, L A, B, C Todas las células nucleadas y plaguetas
eritrocitos (ratén)
I-A D linfocitos B
I-E Macréfagos, monocitos, células epiteliales
células del meiloma, células T activadas.
I1-J Linfocitos T supresores.

Tabla A. Distribucién tisular de antigenos del complejo mayor de

histocompatibilidad en el ratén (H-2) y en humano (HLA). (Roitt et
al, 1985).



en muchos otros vertebrados, incluyendo al hombre C Klein, 19880 ),

Los antigencs del Complejo Mayor de Hlst.ocompatibilidad1 son
reconocidos seroldgicamente, y su nombre se debe a la relacidén de
estos antigenos con el rechazo en transplantes de tejidos.
Cuande se hizo evidente que no era un sélo gene el participante
sino un conjunto de genes, estos se denominarén como grupc de
antigenos del “"Complejo Mayor de Histocompatibilidad” (CMHY ¢
"H-2" en el raténw, El estudioc del H-2 se ha facilitado por la
posibilidad de utilizar cepas genéticamente controladas de
ratones gque han permitideo la identificacién de los loci

involucrados y sus productos fenotipicos.

Este conjuntco de genes codifica proteinas de superficies
celulares y plasmiticas. El CMH es un sistema altamente
polimérfico, ya que cada uno de sus genes tiene una gran variedad
de alelos. El conjunte de todos estos alelos es llamado
haplotipon., Sus loci estan agrupados en tres clases, dependiendo
de su homologia y la relacién entre sus productos fenotipicos.
De esta forma, encontramos antigenos de clase I, II y IIIw Los
antigenos clase I y II tienen una funcidén similar; ambas unen
péptidos inmunogénicos para presentarlos a células T especificas,
Se les puede distinguir por el tipo de célula con que interactuan;
as{, los antigencs clase I asociados a antigeno extrafio
interactuan con células T citotédxicasm CDB+, mientras los clase
II interactuan con células T CD4+ con funcién ayudadoram . La
expresién de las moléculas clase II esta restringida hacia ciertas
cédlulas con funciones especializadas en presentacién de antigenos,
mientras las clase I estAn expresadas en todas las células ¢ Tabla
A ). De esta forma las primeras fases inmunolégicas de una
respuesta inmune estin controladas por las moléculas de clase I y
II.

A fin de facilitar la compresién del contenido de
osta tesis incluyo un glosario con la descripcidn
de los principales conceptos empleados en este.
Aquellos terminos marcados (M) remiten al lector

a este glosario.



Determini smo genétice de 1a respuesta imnune

on infeccicones parasitarias

La respuesta inmune esti determinada genéticamente en cada
especie y en cada individuo, y se ha sugerido que modificandola en
algunos casos podemos modificar el destinc de las infermedades
infecciosas, Se han registrado diferencias de susceptibilidad
determinadas genéticamente para distintas especies. Si bien no
constituyen la regla existen evidencias de asociaciones entre
susceptibilidad a infecciones parasitarias y genes del complejo
mayor de histocompatibilidad. La importancia de la participacién
de genes del MHC deriva del papel bien establecido de los
productos de dichos genes en la regulacidn de fendmencs
inmunolégicos.

Los genes del H-2 influyen en la respuesta de ratones hacia
‘infecciones con Taichinella oniralic . Se sabe que diferentes
haplotipos se asocian a resistencia o susceptibilidad a este
pardsitc (Wakelin, 1980). Adn cuando los genes que nc pertenecen
al H-2 ejercen una mayor {(nfluencia on la expulsién del
pardsito, los genes de H-2 también influyen. Esto se ha visto en
ratones de haplotipo H-2q, los cuales expulsan mas répide los
paradsitos que aquellcos que tienen haplotipos H-2k o H-2b . Los
datos obtenidos con ratones recombinates llevando el alelo q
sugieren que los alelos del loci H-2K tienen una fuerte
influencia en la inmunidad y también muestran que los alelos H-20
ejercen un importante efecto modulador (Wakelin y Donachie, 1983).
En concordancia con la influencia del H-2 en la resistencia a
eoste parasito, Wassom y colaboradores (1983) encontraron que
estos genes influyen en la capacidad del hospedero para
resistir una infeccidén primaria y en la fecundidad de las
hembras. Mediciones in vitre permitieron la identificacion de los
alelos Ts-1 localizados sn la regién A7 del locus H-2 que funciona
como un gene de respuesta inmune, .y el Ts-2 localizado entre las
regiones S y D que podri{a controlar la respuesta de las ceélulas
T. En las cepas congénicas de H-2 més resistentes a 7. opndadio
Chaplotipos b, s, £ & @), las células presentadoras de antigenocs y
subpoblaciones de células T presentan los antigenos del parasito
asociados a los antigenos IA y estos ratones carecen de la
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expresién de antigenos IE en sus células, Aquellas cepas de
ratones que expresan antigenos IE resultan mis susceptibles, lo
que sugiere que estos antigenos estin mediando la activacidén de
poblaciones linfoides supresoras (Wakelin, 198S; Wasson et al,
19870,

En 7 muric los genes del H-2 y del fondo genédtico tienen un
papel importante en el control de la respuesta inmune humoral
hacia la infeccion (Else y Wakelin, 19880, Se sabe que haplotipos
H-2k son mis susceptibles que haplotipes H-2b o H-2q estudiando la
expulsién de los helmintos del intestino (Else y Wakelin, 1988).

El H-2 también influye en la schistosomiasis. Cepas
congénicas de H-2 muestran diferencias en la mortalidad y en su
respuesta inmune. Se ha reportado también la influencia del H-2 en
la respuesta de ratones hacia la vacuna con parasitos atenuados
CP. manoeni irradiados ) donde los haplotipos H-2b y H-2d estan
asociados con la inmunidad mas alta que haplotipos H-2k & H-2a
CWakelin, 19689,

El complejo H-2 también influye en la resistencia adquirida
hacia infecciones por Xeiohmania denevaeni, en donde cepas
congénicas con diferente haplotipo muestran una marcada diferencia

- on el desarrollo de la enfermedad (Blackwell et al, 1980D.

Se ha propuesto ademis que podria existir un control genético
a través del H-2 en el repertoric de anticuerpos hacia antigencs
secretados por Socaric (Kennedy et al 1986).

Existen evidencias de que el H-2 participa en la expulsién de
bacterias de Yalmenella typlimurium . Su funcidédn ests asociada con
la expresién de genes fuera del H-2 (Nauciel et al,1988),

Presentacién de antigenos y activacién linfocitaria.

Podemcs considerar comc fase critica en un contacto con algdn
parasito al periodo inicial, ya que una vez que el agente
infeccioso logra evadir los mecanismos de defensa primariocs, se
instala, dando lugar a una infeccién. En este contexto, 1la
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presentacién de antigenos es unco de los primeros fendmencs
inmunolégicos, y es de suma importancia para decidir el curso de
la infeccién. La participacién del complejo H-2 en esta respuesta
inmune es primordial, ya que estid modulada por la interaccidn
entre sus productos asoclados a superficies celulares. De forma
general en la presentacién de antigenos® se dan las siguientes
fases: la célula presentadora de antigenc entra en contacto con el
antigenc extralo, y lo endocita, dirigiéndolo a los
compartimientos lisosomales en donde ocurre una degradacidén
parcial que genera péptidos que son excretados al medio celular o
expuestos en la membrana plasmatica, en donde se asocian a
moléculas del H-2. Ambos son reccnocidos por el receptor de los
linfocitos TuC formindose un complejo trimoclecular entre el
receptor, el antigenc y la molécula de H-2 2. El receptor del
"linfocito T solo reconoce al ant{genoc en el contexto de les
antigencs del H-2n, Como respuesta a dicho reconccimiente y a la
liberacién de IL-1 por parte de la CPA el linfocito T produce IL-2
y prolifera.

Siguiendo eoste esquenx, existen tres requerimientos
esenciales para que una célula funcicne dptimamente como
presentadora de antigencs tad oxpresar antigenocs de
histocompatibilidad clase I o II en su superficie; b) procesar el
.antigeno®; y c) sintetizar y liberar IL-1.

AGn cuando son los macréfagos las principales células que
funcionan como presentadoras de antigenos (CPA), existe una gran
variedad que puede realizar tal funcidén salvando los
requerimientos esenciales, por medic de miltiples y hasta el
momento no del todo esclarecidas relaciones e interaciones
celulares. Algunas _de_las_células _consideradas como CPA son los
linfocitos B C Grey et al 1982, Kurt-Jones et al 1088, Chesnut et
al 1982 D, las células dendriticas ¢ Guidos et al 1967 O, celulas
T ¢ Grammer et al 19688, Hanke 1987 O, astrocitos del sistema
nerviosc central, células gliales de la retina ( Roberge et al
1988 ) y fibroblastos humanos C Geppert y Lipsky, 1987 D,
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TROTISTAS

PARASITO SUSCEPTIBLE RESISTENTE CEFA REF .
ishy pexicane 4 H DBA/2 1
Leishranies mpicr ¥ L] BALB/C H
DBA/IN
DBA/2J
Leishrania vanj ] H 3
Trypanosora rhodesiense ¥ H C576B1/6J 4
CBA/N 3
i 6
Pleseodivr berghed 4 K DBA
crodiur chabaudi M K B1C ;
Tricherones yaginalis ¥
Brugua nﬂh;nsj ¥ H C57BL/E 4
HRELMINTOS cp-16 1o
Irichinella gpiralis H -
wiss
tera £ dubjuse ¥ H C3H 11
i [o]ede]s} anujosus ¥ H NAMRU-3 }g
Taenia |4 BALBSC
[ ass epe BALB/B
BALB/E
Taenia gaenjaeformis | 4 H CIH/He 14

Tabla B, Patrones de susceptibilidad a er.lerrcdadcs parasitarias
rurinas asociadas a sexo’ (Fragoso et al, 1%%0).
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Mediacidén 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 model os murinos de enfermedades
parasitarias estudiados los machos son mas susceptibles, salvo en
la tricomoniasis por J;uchamonao vaginalic y la cisticercosis
murina por Jaenia cwooiceno, donde las mas susceptibles son las
hembras (Tabla B). Estas diferencias pueden estar determinadas por
el cromosoma “* Y “, o bien pueden ser el resultade de la
influencia del sistema neurocenddcrino, ya sea que modifique el
compartimiento donde el parasitoc se desarrolla o modificando la
respuesta inmune del hospedero contra el parasito (Fragosc et al
19900,



Objetivos de este trabajo de tesis

En nuestro laboratoric hemos encontrado que la susceptibilida
innata a la infeccidn por Jaenic craocoicenc esté fuertemente
asociada al haplotipo de histocompatibilidad del raton. El
haplotipo H-2d resultd ser el mas susceptible mientras que los de
H-2b y H-2k fueron resistentes., Mientras tanto, poco o ningdn
efecto sobre la susceptibilidad pudo identificarse asociada al
resto del gencoma. En relacidn al efecto del sexoc se confirmé que
las ' hembras son mas susceptibles que los machos a esta

parasitosis.

En este trabajo de tesis se ha intentado identificar aquellos
genes que afectan de manera mas importante la susceptibilidad a
esta parasitosis, asi como algunos de los mecanismos celulares

involucrados en las diferencias de susceptibilidad.

Para ello hemos estudiado las poblaciones celulares

involucradas en esta infeccidn en el tiempo a través de:

1. La caracterizacidén de los tipos celulares
Cmacrofagos, neutrofilos, ecsinofilos,
basdfilos Yy linfocitos) de la cavidad
peritoneal y de sangre periférica en ratones
hembras y machos resistentes y susceptibles a

diferentes tiempos de infeccidn,

2. El estudio de 1la funcicnalidad de eslas

ceélulas midiendo su capacidad de transferir
inmunidad a ratones histocompatibles
infectados.

3. La cuantificacién de antigenos del complejo
H-2 expresados en superficies celulares de
células peritoneales de ratones susceptibles y
resistentes, hembras y machos, a2 modo de
identificar diferencias en su capacidad de

presentar antigenos.
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II. ANTECEDENTES



En nuestro laboratorio hemos estudiado el modelo experimental
de cisticercosis nmurina por Jaenia cracoicene; la informacién
obtenida durante los UuUltimos afos se resume a continuacién y

constituye las bases inmediatas del presente trabajo de tesis.

Varias cepas de ratones singénicos y congénicos recombinantes
fuerén infectados inoculando intraperitonealmente diez cisticercos
de Jaenia caacoiceno por ratédn, Los ratones se sacrificaron en
diferentes tiempos de infeccién y la carga parasitaria se
cuantificd individualmente por contaje de los cisticercos. Este
parametro se utilizé como medida de susceptibilidad a la
infeccidén. Se encontré que los genes relacionados con el complejo
mayor de histocompatibilidad ¢ H-2 > ejercen una gran influencia
en el crecimiento del parasito, comc se demuestra por las
diferentes cargas parasitarias de ratones congénicos con el fondo
_ genético BALB: ratones BALB/c ( H-2d ) son m&s susceptibles
m.i.ontr‘as que BALB/x C(H-2k) y BALB-b (H-2b) son comparativamente
resistentes. Los genes no pertenecientes al H-2 no tienen un
efecto significativo en la susceptibilidad en las cepas H-2d, lo
que se refleja en las cargas parasitarias similares en ratones
BALB/c, DBA/2, y C(IBALB/c x DBA2] F1). Usando las cepas H-2b
CBALBb, C97BL®J > y H-2k C C3H/HJ, BALB/kx y C3HeB/FeJ ) se
encontré que genes del fondo genético no relacionados con H-2
pueden causar una influencia pequeMa pero significativa en la
carga parasitaria (CTabla 1ID, Se utilizé también la cepa
recombinante A/J C Kk, Ik, Sd, Dd 2 la cual resultd susceptible
sugiriendo que las regiocnes S y/c0o D del complejo H-2 estan
probablemente involucradas en el control de la resistencia hacia
la cisticercosis murina. Los ratones hembras de todas las cepas

fueron mis susceptibles que los machos (Tabla ID.

Este trabajo de tesis intenta dilucidar el porqué las cepas
que sélo difieren en su haplotipo de H-2 presentan diferencias de
susceptibilidad hacia JTaenia cracoicenc. Para ello seleccionamos
BALB/c como cepa susceptible y BALB/bD como cepa resistente. Esta
investigacién se concentré en el estudio de la respuesta inmune
celular.

A modo de abordar este estudio comenzamos por describir las
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poblaciones celulares sistémicas Csangre periféricad y localizadas
Ccavidad peritoneald, determi nando el porcentaje de las
poblacicnes celulares presentes en sangre y cavidad peritoneal
antes y durante la infeccién parasitaria en ratones susceptibles y
resistentes, en cada sexoc y en dos cepas congénicas (BALB/c y
BALB-B). En el intento de identificar las poblaciones celulares
involucradas en la proteccién a esta cisticercosis y responsables
de las diferencias de susceptibilidad transferimos células de
animales previamente inmunizados a animales histocompatibles
irradiados y desafiados. Por Gltimo, y considerando tanto la
importancia de los fendmenos inmunolégicos iniciales en la
respuesta al parasito como los fendmenos de presentacidn
antigénica, criticamente mediados por productos del H-2,
intentamos estudiar sus caracterf{sticas en ratones susceptibles y
resistentes. En este sentido cuantificamos la expresién de H-Z2 y
dq} ant{gencs procesados eon la syperficie de células
"iﬁﬁunccompotontos durante la infeccién. Para ello desarrollamos un
método que nos permitiera estudiar la expresién de antigenos de
suyperficie celular CEIC). Células peritoneales enriquecidas en
macréfagos por su procesamiento durante este método EIC, fueron
obtenidas a partir de ratones susceptibles y resistentes no
infectados y de O, 8, y 30 dias de infeccién, Se estudid la
expresién de antigenos del complejo H~2 en estas poblaciones
celulares cuantificando si los procesos de presentacién antigénica

se realizaban con diferente eficiencia.
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e, v

III. DESCRIPCION DE TECNICAS Y METODOLOGIAS UTILIZADAS.
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ANIMALES

Se utilizaron ratones machos y hembras de 8 a 8 semanas de
edad de la cepa susceptible BALB/c Chaplotipo H-2d O y de la cepa
resistente BALB-B C(Chaplotipoc H-2 bD. Estos ratcones fueron
proporcionados por el bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas.

PARASI TOS

Los cisticercos de JTaenia cracvoicens pertenecen a la cepa ORF
CFreeman, 1962). Esta cepa se ha mantenido en nuestro laboratorio
por mas de 4 alNos. Los parAsitos se reproducen por gemacidn y son
mantenidos en ratones hembras de la cepa BALB-c. Para
'experimentacién se utilizan parisitos de ratones de no mis de tres
meses de infecciédn. Los parasitos que provenienen de ratones con
infecciones mis prolongados presentan anomalias en su crecimiento.

INFECCION EXPERIMENTAL

A partir del grupo de ratones stock se obtienen los parésitos
de la cavidad peritoneal, se extraen en amcortiguador de fosfatos
C(PBS) y son lavados tres veces en la misma solucién. Para infectar
se seleccicnan parasitos de apréximadamente 2 mm, los que son
colectados on una Jjeringa de 1 ml y se inyectan

intraperitonealmente 10 en cada ratén.
DI SENO EXPERIMENTAL

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

3, 1% y 30 dias posteriores a la infeccidn, se cuantificaron las

poblaciones celulares presentes en sangre periférica y en cavidad

peritoneal as{ como la expresion de antigenos de H-2 en 1la
-—————8uperficie-de células peritoneales.

b)) Se transfirieron células inmunocompetentes a receptores
inmunosuprimidos histocompatibles al haplotipo celular transferido
Yy se cuantificé la carga parasitaria recuperada a los 30 dias

posteriores a la infeccién.

17



1. CUANTIFICACION DE POBLACIONES CELULARES
A> PREPARACION DE EXTENDIDOS:

a) Para cobtener los extendidos sanguineos los ratones son
anestesiados con éter y se sangran periocularmente. Una gota de
sangre es colocada en el extremoc del portacbjetos, se realiza el
frotis y se dejan secar a temperatura ambiente en una superficie
plana procediendo luego a la tincidn con hematoxilina-eosina.

b) Para los extendidos de células de cavidad peritoneal se
disecan los ratones sangrandecleos a blanco y matandolos por
dislocacién cervical. Se realiza un lavado cuidadoso de la cavidad
con PBS a fin de obtener las ceélulas presentes en dicho
compartimiento. Se centr{fuga a 1800 rpm en tubos de centrifuga de
pléstico para evitar la adherencia de células; el sobrenadante es
oun.lnldo ’y’so resuspenden las células en el mismo medio. Este
procedimiento se repite dos veces mis para lavar las ceélulas,
después de la Gltima centrifugacién se resuspende en un volumen
minimo de PBS, se toman 10 wl de la suspensién y se colocan en un
portacbjetos para obtener el extendido que se tiMNe con
hematoxilina-eosina. E]l resto de las células son tratadas para la

cuantificacién de expresién de antigencs de H-2.

Los extendidos se realizan por duplicado utilizando los 10
ratones de cada grupo para los extendidos de cavidad peritoneal y
seo muestrean sélo tres ratones por grupo en extendidos sangui necs.

c) Método de Hematoxilina-Eosina Chematoxilina de Harris-
eosina alcocholicad:
~Lavar los extendidos en agua estilada.
~Tefiir con hematoxilina de Harris de i a 3 minutos.
-Virar con agua de la llave.

-Deshidratar con alcocholes de SO y 70 por 3 min cada uno.

~Tefiir con eosina alcohclica de 1 a 3 minutos.

~Deshidratar con alcoholes de S8°Cdos cambiocs) y absolutc durante
S minutos en cada alcohol.

-Aclarar con xilol dyrante 9 minutos.

18



~Cubrir con balsamo de Canada o resina.
B) CONTAJE DE TIPCOS CELULARES:

Les extendidos tratados con Hematoxilina-ecsina son
exami nados en el microscopio dptico a 100x para obtener la férmula
linfocitaria. De cada cien células contadas se obtiene el
porcentaje de macréfages, linfocitos, neutrdfilcos, ecsinédfilos y
baséfilos. Los porcentajes celulares obtenidos en ambos tipos de
extendidos son calculados por cuadruplicado para cada tiempo de
infeccién, sexo y cepa. Los datos obtenidos son transformados,
para su normalizacidn, con unha rafiz cuadratica y son }nanejados por
un andlisis de varianza C( prueba estadistica paramétrica con P <
0.0%) para establecer si existen ¢ no diferencias significativas
entre las siguientes variables: tiempo de infeccidn, cepa, sexc,
sangre periférica y cavidad peritoneal.

2. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE H-2 POR LA TECNICA DE
ENSAYO INMUNOENZIMATICO CELULAR CEICQ).

A) Preparacién de reactivos biolégicos utilizades en el ensayo

Para aumentar la sensibilidad de la reaccién se utiliza un
sistema biotina-avidina para lo cual los anticuerpos utilizados
son biotinilados. La biotina unida al anticuerpoc presenta cuatro
sitios de fijacidén para avidina, de tal forma que la adicién del
sustrato dari una respuesta amplificada que facilita la
cuantificacion.

ad) Purificacién de anticuerpos:

El sistema de purificacién se basa en la utilizacién de
proteina A, que tiene capacidad de fijacién a los fragmentos Fc de
inmunoglobulinas. Para'los IgG de ratén esta afinidad es muy baja;
sin embargo, las condiciones de fijacidn de este método de
purificacién se han modificado para aumentar la eficiencia del
pegado CBIO-RAD).
~Montar una columna de Agarocsa-proteina A (Affi-Gel Proteina A

MAPS 1II de BIO-RADD
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FIGURA A. DESCRIPCION DE LA TECNICA
ENSAYO INNUNOENZIMATICO CELULAR (EIC)

SUSPENSION CELULAR EN PBS
centrifugacién 1500 rpm, 7 ®Bin
PAQUETE CELULAR (P.C.)
+ centrifugacién 1500 rpm, 7 min

AZIDA DE SODIO 0,1¥, B O 0,04%
EN SOLUCION SALINA ISOTONICA (RELACIOR 1:50 PC-SOLUCION)

20 min temp ambiente
centrifugacién 1500 rpm, 7 ®min

LAVAR EN PBS

PAQUETE CELULAR
+
BUFFER CITRATO 0.1M - FOSFATO 0.1M, pH=6

20 min temp anbiente
centrifugacién 1500 rpm, 7 min

LAVAR EN PBS

SISTEMA DE REACCION

%  wn' 00 w0’ 0 euas s raro

INCUBAR LAS CELULAS CON LOS ANTICUERPOS BI1OTINILADOS

1.5 hora a 4 C
centrifugacién 1500 rpm, 7 min.

LAVAR EN PBS-BSA 1%
l centrifugacién 1500 rpm, 7 min,
INCUBAR CON ESTREPTOAVIDIRA PEROXIDASA

1l hora ad C
centrifugacién 1500 rpm, 7 min.

LAVAR EH PBS-BSA 1%

l' centrifugacién 1500 rpmw, 7 win.

KDICION DE O-FENILERDIAMIEA (SUSTRATO)

LECTURA DE LA REACCION DE COLOR EN UN LECTOR DL ELISA



-Equilibrar la columna con el equivalente a 5 wveces su volumen
con buffer de pegado (Solucidén BBY hasta que el eluyente sea
de pH=G,
~Dejar salir el flufdo lentamente, aproximadamente O0.8 ml-min.
-Lavar con 18 ml de la sclucién BB y colectar el eluido en
myestras de 1 ml. La elucidén se continua controlando la cantidad
de protefna elufida por medio de la absorbancia a 280 nm. Cuando
se tiene una D.0O=0.08 se considera completa esta fase.
-Eluir con 8 ml de buffer de elucidn (solucién EBD y colectar
muestras de iml en tubos que contengan 100 ul de una solucién de
TRIS-HC1 1M pH=9., Estas muestras son las que contienen la proteina
deseada. Se cuantifica la concentracidén de proteina obtenida
determinando la absorbancia a 280 nm.
~Lavar con 10 ml de 1la solucién EB.
~Regenerar con 5 ml de Buffer de recuperacidén.

.oprAlmacenar la columna con PBS~Azida de sodio 0.1 M.

b) Asociacién de anticuerpos con Biotina

-Dializar el anticuerpo purificado en una solucién de bicarbonato
de sodic 0.1 M pH=8 24 horas a 4 C.

-Determinar la concentracién proteica a 280 nm y se ajusta a 100
mg-ml con la solucién de didlisis.

-Por cada 100 mg/ml de protefna adicicnar 1.1 mg de biotina
disuelta en 100 ul de DMSO,

-Incubar la muestra 2 horas a 2% C

-Parar la reaccién adicionando 0.1 volumen de CINH 1t M
pH=?7.2

~Dializar contra PBS O0.01 M pH=7.2 24 horas a 4 C.

~Almacenar los anticuerpos marcados y filtrados en millipore de
O0.22 mm en alicuotas de 100 ul en PBS en relacidn 1:1 a
4 C

B) Técnica de EIA para la cuantificacién de la expresién de H-2
CFigura A D.

a) Las células obtenidas de cavidad peritoneal son sometidas
a una solucidén salina isoténica con azida de sodio al 0.iM en
presencia de perdxido de oxigeno al 0.04 %X por 20 min a

temperatura ambiente, Esta fase corresponde a la inhibicién de la
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actividad de pofoxidasa enddgena de las ceélulas (macrdéfagos) que
da una repuesta de fondo muy alta si no es eliminada. Se
centrifugan a 18900 rpm 10 min, se resuspenden en PBS y se repite
dos veces mAs. Las células se tratan con una solucidn citrato 0.8
M-fosfato 0.1 M pH=8 20 min a temperatura ambiente para hacer
irreversible la inhibicién de la peroxidasa durante el tiempo de
reacciédn. Se lavan de la forma descrita y finalmente se resuspende
oen S ml de PBS-BSA al 1 % , se calcula la concentracién celular de
macrofagos por contec en la cémara de Neubauer y se hacen las
diluciones pertinentes para obtener las concentracciocnes de
2.9a0% , 5xa0%, 10° ., 2.5x0% y de 5x10% cel.m. Se adicionan por
cuadruplicado 100 ul de cada dilucién en una placa de
hemaglutinacién de fondo en U de 98 pozos. Se centrifugan y
después de eliminar el scbrenadante Cquedando las ceélulas en el
fondo del pozo) se adiciona por duplicado 100 ul de una dilucién
1:10 en PBS-BSA de un anticuerpo anti-H-2 o de inmunoglobulinas
purificadas de suercs de animales sancs. Son incubadas a 4°C una
hora y media, al cabo de dicho tiempc se centrifuga a 13500 rpm 7
min la placa con su contenido dos veces con 100 ul por pozo con
PBS-BSA al 1% y se incuba la reaccién durante 80 minutos con
estreptoavidina Peroxidasa en una dilucién 1:2000. Por @timo se
lavan tres veces con la misma solucidén, se adiciona el sustrato
CO~feniléndiaminad y se detiene la reaccién con HaSO‘ 4N, se
cuantifica en un lector de ELISA la reaccién determinandoc la D.O.
a 493 nm ¢ Fragoso et al 1990).

Esta cuantificacién se realiza para los distintos tiempos de
infeccidén CO, 8, y 30 dias) para cada sexo y para la cepa
susceptible y la resistente.

En la reaccién las inmunoglobulinas de ratones sanos
utilizadas se emplean come control positivo de reaccién
considerando su capacidad de fijacidn a los receptores Fc de las
syperficies celulares de macréfagos, células que constituyen el
porcentaje principal de las poblacicnes celulares presentes.

Los datos son transformados por una raiz cuadritica para su
normalizacion y sometidos a un an&lisis de varianza (prueba

estadistica paramétrica con P < 0.08) para detectar diferencias en
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FIGURA B
TRANSFERENCIA PASIVA DE CELULAS INMUNES

C57Bl1/6J (H-2b) DBA/2 (H-24)
(RESISTENTE) (SUSCEPTIBLE)

\\\\\\i Fl: B6D2 (H-2 d/b) k//////

+
IRRADIACION
(600 RADS, 5 MEGAS x 2 MIN)

!

B6D2 IRRADIADOS
+

INFECCION
(10 PARASITOS/RATON)
C57Bl/6J DBA/2
VACUNACION VACUNACION
(100 mg/ratén) (100 mg/ratédn)

let.  TRANSFERENCIA

4 x 10° CEL/RATON 4 x 10° CEL/RATON
v ///// \\\\\ 02
CELULAS PERITONEALES CELULAS PERITONEALES
INMUNES 15 DIAS DE INMUNES
INFECCION
4 X 10‘ CEL/RATON 4 x 10* CEL/RATON

< /

24a. TRAN?FERENCIA

15 DIAS DE
INFECCION
!

SACRIFICIO

!

CUANTIFICACION DE PARASITOS EN LA CAVIDAD PERITONEAL



la expresién de éntigonos de superficie .
3. TRANSFERENCIA PASIVA DE CELULAS
A> RATONES UTILIZADOS

a) Los ratones donadores fueron machos y hembras de las cepa
C37BL/8J para cbtener células H-2b y la cepa BALB/c para las
células H-2d. La edad de los ratones os de 8 a 8 semanas.

b) Como ratones roceptoro§ se utilizaron hembras y machos de
la F1 de la cepa hibrida histocompatible B8DZ2 que presenta un
haplotipo d-b CFigura B,

B> IRRADIACION

A 'ﬂn de inmunosuprimir la respuesta inmune del hospedero
para ser transferido con células inmunes y estudiar el efecto de
la transferencia se inmunosuprimieron los ratones receptores por
irradiacién. La dosis de la irradiacidn fué 800 RADS a una energia
de 3 megas por dos minutos. La irradiacién se llevd a cabo en el
Instituto Nacional de Cancerclogia. Para mantenerlos quietos
durante la exposicién los ratones son previamente anestesiados con
Pentobarbital al 83 X en una dilucidén de 1:10 con PBS ix pH=7.3 de
la cual se inyectan 100 ul por cada 10 g de peso del ratén. Los
ratones se mantienen luego en el bioterio con suministro de agua y
alimentc estéril usando Oxitetraciclina soluble Cantibidticed
desde una semana antes de la irradiacién y durante todo el
experimento, cambiando diarfamente la jaula y manteniéndola
esteéril.

C) OBTENCION DE CELULAS A TRANSFERIR

a) 10 ratones de cada cepa donadora fueron vacunados
intraperitonealmente con 100 ug de extracto total de cisticercaos
de Jaenia cracciceno por ratén, B dias antes de su sacrificio.
Para obtener las ceélulas presentes en cavidad peritoneal los
ratones soh anestesiados con éter Y sangrados a Dblanco
periocularmente. Postericormente se remojan en una solucién de
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benzal para ser disectados en campana de flujo laminar. Las
células son obtenidas lavando repetidamente la cavidad peritoneal
con medic de cultivo RPMI 1840 . La suspensién celular es
centrifugada cinco minutos a 1800 rpm y lavada una vez mds con el
mismo medic. Se determina su concentracién por contec en una
cAmara de Neubauer y se inoculan 4 X 10a células por ratén.

D) TRANSFERENCIA Y DESAFIO

El desaffo de los ratones se realiza de la misma forma
mencicnada para la infeccidén experimental, sélo que la obtencidén
de los pardsitos y manejo posterior hasta su inoculacién se

realiza en condiciones estériles.

La concoﬁti-acién " celular mencicnada es inocul ada
intraperitonealmente en grupocs de 13 a 14 ratones. Los grupos
controles fueron grupos de ratones no irradiados y desafiados y
ratones irradiados y desafiados, los grupos experimentales fueron
ratones irradiados e inoculados con ceélulas provenientes de
ratones previamente vacunados de haplotipc H-2b y H-2d y
desafiados con 10 parasitos por ratdn. La transferencia de células
se realiza entre ratones del mismo sexc utilizando en cada caso
ambas cepas donantes. Los ratones recibieron una segunda
transferencia del mismo tipo celular 10 dias despues del desafio.

Treinta dias después del desafio los ratones son sacrificados
y se cuantifica la carga parasitaria individual CnGmero de
paré&sitos presentes) recuperada de la cavidad peritoneal.

Los datos cobtenidos son transformados por una rafz cuadratica
para su normalizacién y son sometidos a un andlisis de varianza
Cprueba estadistica paramsétrica con P < 0.0% para saber si
existen diferencias significativas en las variables manejadas
Cirradiacién y transferencia de células de haplotipo H-2b y H~2d).
También se realizan graficas de distribucién de frecuencias de
carga parasitaria.
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IV. RESULTADOS
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TABLA 1

SUS&IEW!BlLIDAD HACIA LACISTICERCOSTS CAUSADA POR  Taenia crassiceps
DE kATONES CON HAPLOTIPOS H-2 d,b Y h EN DIFERENTES FUNDOS GENETICOS

‘ HEMBRAS MACHOS .
HAPLOTIPO PROMEDIO DE LA CARGA PROMEDIO DE LA CARGA
K-2 CEPA PARASITARIA 2 #SE (n) PARASITARIA 2 SE {n)
a b
BALB/c 110.3 ¢ 4.0 (70) 25.6 = 1.9 (5O)
8
d DBA/2 83.2 = 9.6 (9 N.D.
a b
{BALB/c x DBA/2)F1 123.6 217.3 (7} 3%.0 = 4.2 (16)
a b
s(k/d) AJ 115.3 = 5.4 (&) 30 2 2.5 (49)
b d,c
BALB/b 18.1 ¢ 2.3 (18) Gy 2 U6 (20)
b . c d,c
€57 BL/v) @8 = 1.9 (25) 0.4 2 0.2 (20)
b d
BALB./& 33,1+ B0 (1% ¢.0 2 0.0 (13
b d.c
k C31/Held 21.8 * 53 (15) 37 02 1.7 (1
< ' C
C3tleB/Feld 6.0 = 2.2 Q0 2.7 02 15 (2

* Error stdndar de 1a cedia (n) ndpero de ratones muestreados.
8,b,c y d: dutos estadisticos marcados con la mista liteial no son significatiramente diferentes
de cada wuno mientras aquellos con difetentes literales son significativemente diferentes (P
0.01}. Grupos earcados con dos literales no son significativamente difercntes de dos grupos que
difieren significativamente en sus cargas patasitarias entre ellos cismos: uno locslizado en el
extremo superior de la distribucidn y el otro en el extremo infersor.



1. INFLUENCIA DE LAS VARIABLES GENETICAS EN LA SUSCEPTIBILIDAD
A LA CISTICERCOSIS MURINA.

Ratones de nueve cepas C BALB/c AnN, DBA-2, BALB/c X DBA2
Fi, BALB-b, CS7BL-B®J, C3H/Hel, C3He B.Fel), BALB/k y A/J D fueron
infectLados intraperitonsalmsnte con diez cisticercos de la cepa
ORF de Jeenia caacoicene por ratén, Los animales se sacrificaron
30 dias después y se cuantificaron las cargas parasitarias
individuales Cabundancia de parasitos). Las medias del numero de
parasitos establecidos en cada cepa se anotan en la Tabla I. En
esta Tabla se incluyen ratones congénicos en H-2 con el fonde
genético BALB en donde se pueden distinguir dos clases de
fenotipos: la susceptible H~2d con grandes cargas parasitarias y
las resistentes H-2b y H-2k con pequefias cargas parasitarias.

Estos resultados muestran gque genes pertenecientes al
complejo mayor de histocompatibilidad son fundamentales en el
control de esta parasitosis, mientras que el fondo genético no
tiene mayor influencia en el desarrollo de la parasitosis.

También se cbserva que cepas con el haplotipo H-2d presentan
cargas parasitarias m&s numerosas, mientras que las cepas con
haplotipo H~2b y H-2k presentan cargas parasitarias
significativamente menores. No se encontraron diferencias
significativas entre las tres cepas susceptibles H-2d. Sin embarge
s6lo en las hembras con los haplotipos resistentes, H~2b y H-2k,
se observaron diferencias significativas asociadas a cada cepa,
aunque estas diferencias fueron de mucho menor magnitud, La cepa
recombinante A-J de haplotipo H~2a que presenta los alelos Kk, Ak,
Ek, Dd, Sd presentd cargas parasitarias esencialmente idénticas a
las cepas H-2d. Este resultado sugiere que las regiones S oy D
del complejo H-2 estan probablemente involucradas en el control de
eosta parasitosis.

2. INFLUENCIA DEL SEXC EN LA SUSCEPTIBILIDAD,

Los ratones hembras fueroen mAs susceptibles a la
cisticercosis intraperitoneal que los machos. Esta fuerte
asociacién entre el sexo del hospederc y el crecimiento del

paradsito se observa en todas las cepas utilizadas (Tabla ID.
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3. POBLACIONES CELULARES PRESENTES EN SANGRE PERIFERICA EN
ANIMALES SUSCEPTIBLES (BALB/c) Y EN ANIMALES RESISTENTES (BALB-b)
EN HEMBRAS Y MACHOS.

Se estudiaron los porcentajes de monocitos, neutréfilos,
eoosinéfilos, basdfilos y linfocitos en animales no infectados y en
diferentes tiempos posteriores a la infeccién (Tablas I1I y IIID y
s® observd que:

ad) La infeccién con JTasnia craocicenc no modifica los tipos
celulares presentes en sangre periférica. As{, la poblacién
celular en animales no infectados est4 constituida por neutréfilaos
y linfocitos fundamentalmente y esta misma constitucién se
mantiene después de la infeccidn.

a R e AR CEIYe . .

’b) ’Anfi.mlos no infectados presentan igual porcentaje de linfocitos
y :out.f“‘ll« independientemente de cepa y sexo.

e) En animales resistentes las células no se modifican ni con la
infeccién ni durante su curso. Mientras tanto, en animales
susceptibles se observan diferencias significativas por ligero
aumento en el porcentaje de neutrdfilos y consecuentemente
reduccién de linfocitos aunque estas diferencias son pequefias en

valor absoluto.

En resumen, la infeccion peritoneal no modifica
sustancialmente la composicién celular cualitativa ni
cuantitativamente en sangre periférica. Esta observacién sugiere

que esta parasitosis no afecta a nivel sistémico al ratén.

4. POBLACIONES CELULARES PRESENTES EN LA CAVIDAD PERITONEAL DE
ANIMALES SUSCEPTIBLES C(BALB-/c) Y EN ANIMALES RESISTENTES (BALB-b)
EN HEMBRAS Y MACHOCS.

Se estudiaron los porcentajes de monocitos, neutréfilos,
eosindfilos, basdfilos y linfocitos en animales no infectados y en
diferentes Liempos posteriores a la infeccidén y se observéd que:

a) La ({infeccidén con JTaenia cracoicene modifica los tipos y

porcentajes celulares presentes en la cavidad peritoneal. As{, en
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animales no infectados la poblacién celular estad constituida por
linfocitos, monocitos y neutrdfilos. Esta constitucidn se ve
afectada con la infeccidén debido a la presencia de eosindfilos.
Ademis se presenta un cambio en los porcentajes de los diferentes
tipos celulares (Tablas IV y V).

b) Los neutrdfilos y eosindfilos difieren en cantidad segan la
cepa ¥y el tiempo de infeccidén y los monocitos ademss segUn el
soxo. Para linfocitos se observan diferencias sélo en el tiempo.

¢) En los machos de ambas cepas los monocitos aumentan con el
tiempo de infeccidén. En la cepa BALB/b aumentan tempranamente en

relacioén a la cepa BALB/c y los 185 dias todos los valores se

) ;guglan.

d> En las hembras susceptibles no se observan modificaciones
" durante la infeccién, en tanto en las hembras resistentes aumentan
con la infeccidén pero no durante la misma al igual que los machos
de la misma cepa.

@) Las hembras y machos resistentes y susceptibles no infectadas
tienen mAs linfocitos antes que después de la infeccidén,
disminuyendo durante ésta.

£2 Los neutréfilos aumentan con la infeccidn tanto en los animales
susceptibles como resistentes alcanzando los valores maximos las
hembras BALB/c a los 30 dias.

g> Los eosinéfilos aparecen con la infeccidén aumentando en tiempos
postericres a ésta en la cepa BALB/B y alcanzando su maximo
porcentaje a los 198 dias de infeccién en la cepa BALB/c.

En resumen, en la cavidad peritoneal s{ se observan
modificaciones con la infeccidén que ocurren segin el tiempo de
ésta, el sexo y la cepa estudiada, En estas modificaciones llama
la atencién el cambio de composicién de las poblaciones celulares
a consecuencia de la infeccidén que aumenta notablemente las
poblaciones de ceélulas fagéciticas (monocitos/neutréfilosd y la
poblacién de ecsinéfilos.
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. EXPRESION DE ANTIGENCS DEL COMPLEJO H-2 EN CELULAS PERITONEALES
DE ANIMALES SUSCEPTIBLES (BALB-/c) Y RESISTENTES (BALB/D) DE AMBOS
SEXOS. N

Se cuantificéd la expresién de anti{gencs del complejo H-2 en
superficies de células peritoneales de ratones no infectados y de
9 y 30 dias de infeccién. Esta cuantificacién se realizé con el
ensayo inmunoenzimatico CEIC) descrito en materiales y métodos.

Para la deteccién de antigenocs del H-2 se utilizé un
anticuerpo monoclonal de rata anti H-2 de ratén (M. 1420 (Kennett
et al 1990) y como control positivo de reaccién se utilizaron
inmuglobulinas IgG de ratén considerando su capacidad de fijacion
a receptores Fc presentes en macréfagos y linfocitos B
" fundamentalmemte CCPAS).

T Come se observa en la Figura ia y ib animales no infectados
BALB/b y BALB/c presentan niveles similares de H-2 y de receptores
Fc en superficie y ambos antigenos aumentan durante la infeccidn,
Este aumento sdélo es significativamente mayor para la cepa
resistente a los 8 dias de infeccidn.

Las hembras susceptibles aumentan a los 5 dias de infeccién
sus niveles de expresién, en tanto en las resistentes disminuyen

los niveles durante ésta.

Sin embargo, las diferencias en los niveles de expresiédn de
estos antigenos son en valores absolutos pequefias, siendo el
patréntdo respuestas obtenidas esencialmente similares.

8. EFECTO DE LA TRANSFERENCIA DE CELULAS PERITONEALES DE RATONES
INFECTADOS SOBRE LA CARGA PARASI TARI A DE RECEPTORES
HISTOCOMPATIBLES.

ad) Efecto de la irradiacidn en la carga parasitaria.

La dosis de irradiacién utilizada en los ratones
eofectivamente deprime inmunolégicamente segin se ha estudiado en
nuestro laboratorio CHuerta et al, 1900,

El efecto de la irradiacién sobre la carga parasitaria en
hembras y machos puede observarse en la Figura 2. En los machos y
28
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en las hembras ia irradiacién no modificd la carga parasitaria
esperada de forma significativa (958.2 vs 78.08 para hembras y 2.2
vs 2.7 para machosd). Sin embargo, observando estos valores
graficados a manera de histograma (distribucién de frecuencias de
cargas parasitarias de intervalos de 19 en hembras y de 2 en
machos D se distingue que la irradiacién en hembras reduce a cero
el nGmerc de animales completamente resistentes ( rangos de 0-i4 y
de 18-269) mientras en machos reduce parcialmente el nGmero de
animales completamente resistentes Crango de O

b) Efecto de la transferencia de células inmunes.

En la Figura 2 puede cobservarse que las transferencias de
células inmunes en animales irradiados y parasitados prét.ogo
significativamente al hospedero obteniéndose un ainimo de
parasitos en animales transferidos en relacién al esperado para
animales sin transferir en hembras ¢ 78 v 37 & 438 segin el
haplotipo celular transferido D y en machos ¢ 2.7 vs 0.3 6 0.0
segin el haplotipo celular transferidod.

Comparando las cargas parasitarias obtenidas en animales
transferidos con células de haplotipo susceptible ¢ H-2d > o
resistente ¢ H-2b D no se detectarcn diferencias estadisticamente
significativas. Esto implica que las células peritoneales no
fueron capaces de conferir resistencia diferencial en los
hospederocs.
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V. DISCUSION GENERAL Y PERSPECTI VAS,
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En esta tesis se intenta ahondar en el estudio del
determinismo genético y sexual de la susceptibilidad a 1la
cisticercosis experimental murina y descubrir algunos aspectos de
la respuesta inmune celular que el hospedero produce durante la
infeccidn. Las bases fundamentales de este proyecta las
constituyen:

A. Las diferencias de susceptibilidad encontradas donde genes
del complejo mayor de  histocompatibilidad € H-2 2 influyen
importantemente en el crecimiento del parasito. As{, las cepas con
haplotipo H-2d son significativamente mAs susceptibles gque las
cepas H-2b y H-2k. lLos datos obtenidos de la cepa recombinante
utilizada sugieren qQue las regiones criticas en el desarrollo de
la infeccidén son S y o D . Mientras tanto, el resto del genoma no

parece tener un efecto significativo en la susceptibilidad.

B. Las diferencias de susceptibilidad encontradas en relacién
al sexo del hospedero. Las hembras son mas suscepitibles que los
machos en todas las cepas estudiadas.

Este trabajo es un intento por identificar aquellos
mecanismos inmunolégicos que criticamente influyan en las
diferencias de susceptibilidad descritas, En este sentido los

resultados principales obtenidos son:

1. Los porcentajes celulares determinados en sangre
periférica de ratones sanos y ratones de S, 15, y 30 dias de
infeccidén son estadisticamente iguales. Esto implica que la
infeccidén con este parasito no compromete sistémicamente al
hospedero. Queda atn por conocer que tanto se ve afectado el

estado de salud general del hospedero infectado.

c. Los porcentajes celulares determinados en cavidad
peritoneal de ratones sanos y de ratones infectados (8, 15, y 30
dias de infeccidén D indican que la infeccidn modifica el
repertorio celular encontrado afectando los porcentajes celulares
descritos (macréfagos, linfocitos, neutrdédfilos y eosindfilos 2 de

manera diferente segun el tiempo de infeccién.

Entre estas diferencias llama la atencidn la aparicién de

eosindfilos con la infeccidén en este compartimiento. Estas
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células, como 'so ha descrito, tienen asociadas funciones
fagociticas, Yy son ademAs mediadoras de hipersensibilidad
inmediata, con la consecuente produccién de factores protecliticos
Yy enzimiticos. Participan también en mecanismos celulares a
consecuencia de la infeccidn parasitaria. Sin embargo, no parecen
mediar fendmenos inmunolégicos asociados con resistencia y
susceptibilidad ya que al mencs en nUamero son iguales entre
hembras y machos y las diferencias observadas entre BALB.D y
BALB/c son pequefias en valores absolutos.

3. La respuesta de inmunidad por transferencia de células
inmunes a hospederos desafiados indican que las células de cavidad
peritoneal son capaces de conferir inmunidad protegiendo
ﬁlrclalmnto a las hembras desafiadas y completamente a los machos
desafiados.

Sin embargo, la transferencia de células de animales
genéticamente resistentes o animales genéticamente susceptibles
previamente inmunizados no arroja diferencias significativas. Lo
que sugiere que las células de este compartimento obtenidos en
estos tiempos de infeccidn no son las que determinan las

diferencias de susceptibilidad relacionadas a cepas de ratones.

Otra posibilidad que puede contemplarse a la luz de estos
resultados es que la transferencia de células de la cavidad
peritoneal inmunizadas modifique la capacidad innata de estas
poblaciones celulares frente al desafioc e iguale su capacidad de
respuesta. Esta posibilidad podria explorarse realizando

transferencias celulares con células no inmunes.

Este resultado aunado a que los tipos celulares presentes en
animales infectados de diferente sexo o cepa son esencialmente
iguales hacen muy probable la propuesta de que, a diferencia de lo
esperado, las células que estan directamente comprometidas .con el
parasito en la cavidad donde 1la infeccién ocurre Ccavidad
peritoneal) no son las criticas en determinar las diferencias de
susceptibilidad i{dentificadas.

4. Otro resultado que surge de este estudio es que la
irradiacién no modifica la carga parasitaria esperada a pesar de
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eofectivamente deprimir inmunolégicamente al hospedero (segin lo
reportado por Huerta y colaboradores).

Esto podria deberse a las diferencias de susceptibilidad de
las células a la irradiacidn caracteristicos de cada tipo celular
o dependientes de su ubicacién. Asi, durante la irradiacidén las
gonadas son protegidas con dispositivos adecuados de plomo y
podrian en este procesc quedar protegidos nédulos linfaticos
capaces de producir las células necesarias para mantener niveles

parasitarios equivalentes a los de animales no irradiados.

8. Otra observacién relevante es la gran similitud en la
concentracién de antigenos del complejo H-2 en superficie de
células peritoneales. Esta semejanza sugiere que la presentacién
de antigencos por macréfagos a linfocitos T ayudadores, respuesta
responsable de la proliferacién celular, no serfa el mecanismo
critico en esta infeccidén. Estes resultados concuerdan con los
obtenidos en la identificacién de los genes del complejo mayor de
histocompatibilidad y las funciones que sus productos median
indicando que los antigencos de clase I son los involucrades en
determinar las diferencias de susceptibilidad. Probablemente la
bésqueda de diferencias de ' expresién de estos antigenos en
particular permitan observar diferencias de expresion. Sin
embargo, las diferencias en los niveles de expresién de estos
antigencs son en, valores absclutos, pequefNas, siendc el patrén de
respuestas cbtenidas esencialmente similares lo que sugiere que la
presentacién antigénica en el contexto de células peritoneales
Cmacréfagos y linfocitos B) no constituyen los eventos mas
fuertemente involucradeos en las diferencias de susceptibilidad a
esta cisticercosis.

No se debe de descartar la posibilidad de que en los eventos
de expresién antigénica aqui estudiados ocurran diferencias
significativas en tiempos muy tempranos de la infeccidédn, y que no
hayan sido detectadas en los intervalos de tiempo postinfeccidn
elegidos en este trabajo.

También debemos considerar aspectos de este estudico que
dificultan la interpretaciédn del significadeo biolégico de estos
resultades. En este sentido figuran: ad El uso de poblacicnes de
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células totales presentes en peritonec cuya composicidén se
modifica durante el tiempo de infeccién; sin embargo, este factor
ests relativamente controlado considerando que esta poblacidn es
procesada en el ensayo de cuantificacién de antigenos de
superficie CEIC) y estd muy enriquecida en macréfagos (789-98 %, y
b) El estudio de antigenos de superficie presenta la complicacién
de que se intenta fotografiar instantes de eventos bioldgicos que
se modifican en el orden de segundos, y el detenerlos por
procedimientos quimicos o fisicos implican efectos que pueden
comprometer el fendémenoc en estudio.

Espero que los resultados obtenidos en esta evaluacién de la
respuesta inmune celular en la cisticercosis experimental murina
seflalen algunos caminos de exploracidén mis probablemente
fructiferos en la identificacién de factores biolégicos asociados
a la susceptibilidad en la cisticercosis por Jaeenia cravoicenc.
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Figura 1. a) Estructura de antigenos de clase I intacto. La cadena
codificada por el H~2 tiene tres dominios globulares llamados &1,
w2 y #3. El dominio 3 est& asociado con el péptido, no codificado
por el H-2,@2-microglobulina que es un pegquefic péptido globular
estabilizado por un enlace intracatenaric disulfuro. Este péptido
tiene una estructura terciaria similar a un dominio de una
inmunoglobulina. Una corta seccién hidrofilica del componente
codificado por el H~2 permanece dentro del citoplasma, en el
extremo ~COOH. Una seccién hidrofébica atraviesa la membrana y la
mayorla del polipéptido, comprendiendo los tres dominios
globulares; se localizan en 1la superficie celular. Los sitios
aloantigénicos ( gue lleva determinantes especificos para cada
individuo ) se localiza entre los dominios &l y =2 donde existe
una unidad carbohidratada adherida al dominio o2,

b) estructura de antigenos de clase II. Estan formados por dos
péptides diferentes (oo Yy # ) 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 dominjio «1 estAn estabilizados por enlaces
disulfuro intracatenarios. Ambas cadenas tienen unidades
carbohidratadas. La cadena 6 contiene los sitios aloantigénicos
(Roitt, Brostoff and Male, 1985).




Antigencs clase I:

Los genes de las regiocnes K, D y L del complejo mayor de
histecompatibilidad codifican para glicoproteinas de superficie
celular. Estos productos 1llamados antigenos clase 1 estan
relacionados con el rechazo en transplantes de tejidos y los
antigenos serolédgicos que inducen la formacién de anticuerpos. Son
considerados marcadores celulares por su amplia distribucidn.
Cuando una célula normal propia se modifica, los linfocitos T
citotédxicos la identifican a traves de los ant{genos clase I para
eliminarla. Estos anti{gencs pueden ser identificados serolégica o
histogenéticamente. Las moléculas de clase I estan constituidas
por una cadena variable llamada alfa de peso molecular de 45,000 y
yna cadena constante denomimada [E-microglobulina de 'poso
molecular apréximado de 12,000 que se codifica fuera del CMH.
Ambas cadenas estan unidas en forma no covalente. La cadena alfa
confiere la especificidad antigénica y su variacién alelica CFig.
1) (Sciutto, 19872,

Anti{genos clase II:

Estos antigenos llamados Ia o Ir Cpor regular la respuesta
inmune hacia algunos antigenos ) se expresan en linfocitos B, CPA,
células de Kupfer, células de Langerhans y en células relacionadas
con el sistema hematopoyetico. Los linfocitos T cooperadores
reconocen a un antigeno cuando este est& asociado a moléculas
clase II en la superficie de las CPA y a su vez los linfocitos B
activados por IL-2 reconocen esta asociacién y responden
produciendo anticuerpos. Las moléculas clase Il estan formadas por
dos cadenas variables Ca y (D de peso molecular aprédximado de
33,000-38,000 y de 28,000-30,000 respectivamente CFig, 1>
CSciutto, 1987).

Antigenos clase III:

Los genes de la regién III del MHC codifican moléculas del
sistema de complemento, (2, C4 y factor B, y la enzima 21
hidroxilasa que aparentemente no participa en el sistema inmune.
En cuanto a su distribucién celular, macréfagos y hepatocitos
producen C4 y linfocitos y macréfagos el factor B (Sciutto,1987).

36



clase I clase II

)

%)

/
o 02@
N

Endosoma oS

Retfculo
Endoplésmico

Figura 2. Procesamiento del antigenoc para su unién a moléculas
clase I & clase II ( en negro y la cadena invariable en blanco)
dependiendo de su origen, antlgenoc exégeno (rayas) y antigeno
endégeno (moteado) (Long, 1988).



Antigenos exdgenos y esnddgenos:

Distincién entre anti{genos dada en base a la presentaciédn de
antigenos restringida a moléculas clase I y II. Una forma de
distinguir y diferenciar la presentacién de antigenoc dada por
moléculas clase I o clase Il es la fuente de la cual proviene el
antigeno, los exdgenos pueden ser presentados por clase II y los
endégencs por clase I. Los antigenos exdgenos internalizados en la
CPA por endocitosis son presumiblemente procesados en el medio
&cido de 1los endosomas y los fragmentos resultantes pueden
solamente interaccionar con moléculas clase II. Un anti{genc
enddgenoc requiere para su presentacién por moléculas clase I estar
en el citoplasma, su unién ocurre en el reticulo endoplasmico C
RE, en donde existen compartimentos separados para cada clase de
moléculad). La distincién entre moléculas clase I y II en la
presentacion de antigenos endégencs puede ser por
caracteristicas estructurales mis que en vias de procesamiento. De
esta forma la cadena constante de las moléculas clase II actuarfia
como una barrera que puede ser liberada en un endosoma, con lo
cual esta molécula se une a un antigeno exdgenc, en tanto que la
molécula clase I ya unido al antigenc pasa directamente a la
superficie celular (Fig. 2> (Long, 1988).

Baséfilo:

Célula perteneciente a la linea fagocitaria. Se encuentra en
muy baja proporcién en circulacién (menos del 0.2 00, y esta
caracterizada por sus granulos azul-violeta que contienen heparina
y otras enzimas CRoitt et af, 1989,

Células del sistema inmune:

Todas las células del sistema inmune derivan de células
troncales pluripotenciales y a traves de dos lineas de
diferenciacién se tiene una linea linfoide que producira
linfocitos y una linea mieloide que produce fagocitos ademis de
plaquetas y células cebadas C(Fig. 3). Existen dos diferentes tLipcs
de linfocitos con diferente funcién -células T y células B-. Las
células T se diferencian en el timo en tanto que las B en e}
higado fetal, en bazo y en mamiferos adultos en la médula dsea Cen

aves en un oérganc exclusivo de esta clase, la bolsa de Fabriciod.
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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 &
higado/médula ésea fetal.El origen de las células nulas & tercera
poblacién es incierta. Las células mieloides se diferencian en las
células mostradas en el esguema (Roitt, Brostoff and Male, 1985).



Ademis existen las células nulas cuya secuencia de diferenciacién
no es conocida., Los tres tipos de células se distinguen
funcionalmente perc las células T y B son morfolégicamente
idénticas y se pueden agrupar en linfocitos pequefios que no
contienen grinules y poseen un gran nacleo que ocupa casi todo el
citoplasma y los linfocitos grandes que contienen ) granulos
intracitoplasmiticos azuréfilos y un niclec menos grande. En los
fagocitos Lambien hay dos tipos basicos: monocitos y granulocitos
polimorfonucleares. Los udltimos son mAs usualmente llamados
polimorfos y pueden ser neutrdfilos, baséfilos o eosinédfilos
dependiendo del estado histolégico de sus granulos, Estas células
forman parte del sistema fagocitico mononuclear CRoitt et al,
1989 .

Célula Presentadora de Antigenc (CPAD:

Célula capaz de adherir un antigeno y expresarlc en su
sup;rﬂ.cio para sy reconocimiento. Los tres requerimientos basicos
para que una célula funcione Spltimamente comoc CPA son ad) expresar
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad en su
superficie, b) procesar antigenos y <2 sintetizar y secretar
interleucina 1. La célula presentadora de antigenc clisica es el
macréfage, sin embarge actualmente existen evidencias que apoyan
la realizacidén de tal funcidén en células B (Grey e al, 1982;
Kurt-Jones et alf, 1988; Chesnut e af, 1982) ceélulas dendriticas
en presencia de macréfagos, (Guidos & af,1987) células T (Grammer
e af, 1988; Hanke, 1987), astrocitos del sistena nerviocso
central, células gliales de la retina C(Roberge e al, 19882 y
fibroblastos (Geppert and Lipsky, 1887)., Sin embargo el que estas
células funcionen como CPA esta restringido a la produccidn de
IL-1 en o]l medio de accidn por cotros tipos celulares.

Complejo Mayor de Histocompatibilidad:

.

Conjunto de genes que controlan la participacién del sistema
inmune contra antigenos extrafics. Estd presente en varios grupos
de vertebrados, y se presume su existencia en {nvertebrados, lo
cual reflejaria su origen tempranc en la evolucién de los
animales. Su nombre proviene de su participacidén en sl rechazo de
transplantes de tejidos. Sus genes estan divididos en tres clases:
los genes clase I codifican antigencs de superficie celular
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Figura 4. Esquema de las funciones biolégicas del MHC en el ratén
H-2K/D. Células T citotéxicas ( Tc ) reconocen antigenos extrafos
cuando estadn asociados con productos H=-2K o H-2D y matan las
células blanco.

H-2I.Células T cooperadoras (Th por su nombre en inglés) reconocen
antigenos extrafios en asociacién con productos del gene H-2I en
células presentadoras de antigenos (CPA). Las células Th pueden
cooperar con células B para inducir la produccién de anticuerpos
Yy pueden también 1liberar linfoquinas 1las cuales ayudan a los
macréfagos en la destruccidn de microorganismos intracelulares.
H-21/3. Células T supresoras (Ts) suprimen especificamente 1la
accién de macréfagos, células b y células T cooperadoras las
cuales son inducidasd por antigenos extranos particulares. La
accién de las células Ts esta aparentemente relacionada con 1las
regiones I-J y la interaccién entre Ts y sus blancos es mas
eficiente cuando tienen el mismo haplotipo (Roitt, Brostoff and
Male, 1985).



relacionados convtransplant,es de tejidos y antigenos serocloégicos;
los genes clase Il codifican antigencs de superficie que controlan
el nivel de respuesta hacia antigenocs extrafos, y los genes clase
III controlan la expresiédn de algunos componentes del sistema del
complemento y enzimas. Estas moléculas restringuen la respuesta de
las células T, y son esenciales porque sin ellas las CPA son
incapaces de presentar el antigeno y restrictivos porque la forma
alélica de las moléculas clase I o II determina la forma de la
respuesta a consecuencia, citotdxica o cooperadora. Es un sistema
con alta complejidad Cvarias moléculas de cada clase D diversidad
C diferencias marcadas entre diferentes individuos de una misma
especie visto por secuenciacidén y mapeo de péptidos O vy
polimorfismo ¢ gran nUmero de alelos para cada gened. Su funcidn
mis conocida es la regulacidn de las interacciones celula-célula.
En el ratén el complejo H-2 se localiza en el cromosoma 17, donde
ocupa de 0.3 a 1.9 centimorgans de longitud dependiendo de que
loci se consideren dentro del H-2, actualmente se consideran los
extremcs de la regién K C(centroméricod y 1.8 cM del Tla
C(teloméricod). Se han identificado las regicnes K, I, S, D, Qa y
Tla. En la regidn I se mencionan dos subregiones: A y E. (Klein,
1979; Klein 1980; Steinmetz, 1984; Sciutto, 1987) (Figs. 4 y 9.

Eosinéfilo:

Células que comprenden del 2 al 8 % de los leucocitos
sanguineos. Como los neutréfilos, son capaces de fagocitar y matar
microorganismos ingeridos, aunque este no es su papel principal.
Los: granulos de estas células permanecen unides a la membrana
celular, En sangre humana tienen usualmente un sélo ndcleo
bilobulado y varias vesiculas citoplasmaticas. Poseen ribosomas,
mitocondrias y microtdbulos. Pueden ser desgranulados ante un
estimule apropiado. Esta desgranulacién involucra la fusién de los
granulos con la membrana plasmatica y el envio al exterior de su
contenido C mecanismo usado con blancos demasiado grandes que no
pueden ser "fagocitados, por ejemplc helmintos). Son atraidos por
productos liberados de ceélulas T, baséfilos y células cebadas
CRoitt, 1969,

Granulocito polimorfonuclear :

Los granulocitos son producidos en médula 4sea en un nivel de
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Figura 5. El Complejo Mayor de Histocompatibilidad en el ratén.
Mapa genético del cromosoma’ 17 en el ratén 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 proteinas clase II y en
rayado proteinas clase III. Con los primeros estudios funcionales
y serolégicos subdividierén la regién I.La regién I-A aparentemente
corresponde a las secciones Ab, Aa y Eb. La regién I-J parece gque
no codifica para polipéptidos serolégicamente detectados. La
reqién I-E contiene el gene Ea (Roitt, Brostoff and Male, 1985).

IL-3 11-3 1L-¢

o) __Q /O—u

proliferacién
activacifn piferenciacibrn

Figura 6. Part1c1pac16n de interlucinas en un evento especifico de la
respuesta inmune. Representacién esquematica de las diferentes fases
a través de las cuales las ceélulas B se diferencian en células
plasmaticas en respuesta a una variedad de interleucinas. (Hishimoto
and Hirano, 1988).



8 millones por mi nuto y tienen corto tiempo de vida ¢ 2-3 dias 2
en relacién a los monocitos-macréfagos ( meses-afios D, Estén
presentes en cerca del 80-70 X en los leucocitos sanguineos. En su
forma natuyral contienen wun nocleo multilobulade y algunos
granulos. Se clasifican en neutréfilos, baséfilos y eosinéfilos en
base al estado de reaccidn de sus granulos frente a distintas
tinciones histoldgicas., Aunque estas células no muestiran alguna
especifidad por antigencs, Jjuegan un papel importante en la
inflamacidén aguda y, juntc con los anticuerpos y el sistema del
complemento, en proteccién contra microorganismos fagocitando y
destruyendolos. En algunos casos parece estar involucrado en las
diferencias de susceptibilidad a infecciocnes ya que individucs con
bajos nameres de polimorfos en circulacion resultan - mas
susceptibles (Klein & of, 198%; Roitt, 198%D,

Haplotipo:

‘séonjtmto de alelos para todos y cada uno de los genes del
sistema del complejo mayor de histocompatibilidad. Una cepa de
haplotipo b tiene todos sus alelos designados con la misma letra
CSciutto, 1987D.

Interleucinas:

Factores scluble derivados de diversas células (macréfagoes,
células B y T,etc) que actGan de diferente manera y en diferente
tiempo en los procesos de la inmumidad celular y humoral. No ‘en
todos los casos sus funciones son conocidas de forma especifica de
ahf la confusidn al nombrarlas. Las mejores conocidas respecto de
sus funciones son:

IL-1: factor de crecimiento y diferenciacién de

linfocitos inmuno competentes.

IL~4: factor para la activacidn de

células B en reposo,

IL-8: factor para el crecimiento de células B activadas.

IL~0: factor para la diferenciacidén final de ceélulas B
activadas en ceélulas secretoras de anticuerpos.

IL-7: factor de crecimiento para células tempranas de la linea
B y de la linea T C Hishimoto y Hirano, 1988 (Fig. ®.
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Figura 8. Citotoxicidad mediada por células. La respuesta
citotoxica puede estar mediada por cuatro diferentes tipos
celulares:

1.Células T citotéxicas se unen a su blanco mientras reconozcan al
antigeno y a determinantes del MHC.

2. Células NK reconocen determinantes expresados en células

neoplasicas.

3. Células K reconocen el Fc de anticuerpos IgG unidos al antigeno
en la superficie de la célula blanco.

4 .Experimentalmente, glucoproteinas en la superficie de un efector
Yy blanco pueden ser unidos a través de wuna lectina (Roitt,
Brostoff and Male, 1985).
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Figura 7. Respuesta inmune mediada por células. Esta respuesta
opera a través de la generacién de células T citotéxicas y 1la
liberacidén de interleucinas por medio de la estinulacién de dos
subpoblaciones de células T, el precursor de células citotéxicas
(Tcp) ¥ 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 1la hipersensibilidad retardada
representen una subpoblacién distinta de las cooperadoras. La
intensa proliferacién inducida por la estimulacidn antigénica no
se indica en el esguema pero es esencial para la amplificacién de
la respuesta (Roitt, 1988).



Linfocito:

Dentro de la linea linfoide existen dos tipos de ceélulas
diferenciadas funcionalmente, los linfocitos T y los linfocitos B,
Los linfocitos B se definen clasicamente por producir y secretar
inmunoglobulinas Canticuerpos), en tanto que los diversos tipos de
linfocitos T actGan combatiendo infecciocnes intracelulares dando
lugar a una respuesta inmune mediada por células. Todos los
linfocitos provienen de médula ¢sea donde se producen por
divisiones de las células troncales, De la médula ésea migran al
timo 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 marcadores que los diferencian (Fig. 11).Una vez
maduros migran a los érgancs periféricos donde se alojan, pueden
también quedar en sangre o la linfa. La ultima etapa de maduracidn
se cumple a partir del contacto con un antigeno y/o por alguna
otra sefal estimulatoria que lleva a transformar al linfocito B en
una célula plasmatica productora de inmunoglobulinas con actividad
de anticuerpo especifico, en tanto el Linfocito T puede
evolucionar hacia células que cumplen funciones a) efectora,
produciendo factores que intervienen en la inmunidad mediada por
células CFig. 7> y la capacidad de ejercer citotoxicidad directa
CFig. 8> ¢ b)) reguladoras aumentando en diferentes grados las
respuestas de linfocitos T y B & c¢d suprescras de diversas
funciones C(Fig. 90 CRoitt e af, 1989; Roitt, 1988,

Macréfagos:

Célula mononuclear derivada de médula ésea que después de su
diferenciacidn a monocitos sanguineocs finalmente se establecen en
los tejidos como macréfagos maduros, donde constituyen el sistema
fagocitico mononuclear ¢ Fig. 10 J. Constituyen las CPA por
excelencia y son primordiales en los primeros fendémencs
inmunolédgicos por su acciédn fagocitaria. Estas células tienen una
alta capacidad de captar antigenocs y modificarlos para que las
células T puedan reconocerlos. Es el elemento i{nespecifico
inductor de la respuesta inmune. Presenta una alta capacidad
enzimitica como lisozima, colagenasa, lipasa, interleucina 1,

inhibidores enzimaticos, metabolitos reactivos de oxi genoc,
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Flgura 11. Marcadores de_ superficie en 1los principales tipos
celulares del sistema inmune en ratén y en humano. Las

equivalencias se muestran en el mismo color. La figura 12c muestra
los marcadores en granulocitos maduros
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DIFERENCIACION EN ORGANDS LINFOIDES PROLIPERACION Y DIPEREN LINFOCITOS EPECTONES
CENTRALES CIACICON EN ORGANOS LIN-
FOIDES PERIFERICOS,

L T productor
de linfoquinas

L T citotéxico

/7
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\ L T regulador

L T con menmoria
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Figura 9. Maduracién y diferenciacién de las células
responsables de la respuesta inmune. Todas derivan de un tronco
comin y dependiendo del érgano en que se alojen se diferencian a
células T o B. Estimulos posteriores dan como resultado una
#ltima etapa de maduracién en la cual las células plasmAticas
sintetizan y liberan anticuerpos y los linfocitos T se diferencian
en subpoblaciones con funciones especificas que interacttan
durante la respuesta inmune.

FA30 EXN linfozuinas MACROFAGQS

NOC! rediador de i
MEDULA > MONOCITO ne or de CACTON ACTIVADOS

c1bn
OSER anflaracs

MACKOIFAGO
TISULAR

Figura 10. Un modelo general del desarrollo del macréfago.

Los monocitos surgen en la médula ésea y migran a los tejidos
donde esta&n bajo regulacién. Durante la inflamacidn los monocitos
y macréfagos jovenes pueblan el sitio inflamado. Células T y 1las
linfoquinas modifican el estado de activacién del macréfago
{Adams and Hamilton 1984).



factores del complemento, etc. (Adams y Hamilton, 1684).

Marcador:

Elementos de superficie celular que tipifican a lineas de
células y pueden ser sus receptores (Fig. 112 CRoitt e af, 1989).

Neutroéfilo:

Célula fagocitaria que representa el 90 % de los granulocitos
circulantes, tienen un diametrc de 10-20 . Poseen dos tipos de
granulos, los azuréfilos C lisosomas 2 que contienen hidrolasas
scidas,mieloperoxidasa y muraminidasa y el segundo tipo contienen
lactoferrina mas lisozima, Los organi smos ingeridos estan
contenidos en fagosomas que al fundirse con granulos lisosomales
forman el fagolisosoma en donde se lleva a cabo la degradacién del
organismo CRoitt et af, 1985,

Presentacién de antigenocs:

Concepto originado al ponerse de manifiesto la importancia
del monocito en la estimulacidn de la respuesta inmune en especial
con linfocites T. La presentacién del antigeno compromete los
eventos celulares y bioquimicos necesarios para el reconocimiento
y estimulacién de los linfocitos CD4 <(ayudadorad y CD8
Ccitotéxicad) subpoblaciones de las células T responsables de los
eventos celulares que resultan en la eliminacién de antigenos
extrafios (parésitos, bacterias y virus). La presentacién de
antigenos tiene lugar entre CPA y las células efectoras sean CD4 o
Cb8 dependiendo del tipo de molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad al que se unan, clase II o <clase I
respectivamente (Fig. 120 C(Roitt e al, 1989,

Receptores:

Moléculas existentes en superficie celulares capaces de fi jar
especificamente a ciertas proteinas dando como resultado de esta
unién el envio de sefales de distinto tipo que permiten
identificar al receptor. Pueden usarse como marcadores cuando
ostan distribuidos solo en determinada lineas o Lipos celulares de
interes.
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Figura 13. Receptor de la célula T. El antigeno mds el H-2 es
reconocido por el heterodimero transmembranal compuesto por una

cadena Yy una cada una de las cuales tiene un dominio variable
y uno constante. El receptor estd Iintimamente asociado con 1las
cadenas , y que forman el complejo T3, cada cadena tiene el

peso molecular indicado en kD ( el arreglo de las cadenas aun no
se conocen ) (Roitt, 1988).
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Figura 12. Activacién de células T por células presentadoras de
antigeno. La activacién puede ocurrir en tres fases. Luego de la
unién 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 T a liberar IL-2 (2). La IL-2 favorece la
activacién celular y la proliferacién (3) (Roitt, Brostoff and
Male, 1985).



Receptor de células T:

ElL receptor del sistema antigeno-molécula del H-2 en 1la
célula T es un heterodimero formado por dos glicoproteinas de
superficie celular Ca y (D, tienen similitud secuencial y
estructural con las inmunoglobulinas pero a diferencia de éstas
s6lo reconocen al antigenc en el contexto de los antigenos del
H~2, formAndose asi un complejo tlrimolecular Cantigeno-H-2-RLTD.
No se conccen todas las caracteristicas de esta unién y se
menciocna como posible la existencia de otras moléculas que podrian
ayudar a mantener esta asociacidén CFig. 13> CRoitt, 1968,

Restricciodn por el H-2:

La restriccién por H-2, vista al estudiar la cooperacién
celular generada en la respuesta inmune, puede darse en 1la
formacién de anticuerpos: ceélulas con el mismo H~2 con diferente
fondo genético cooperan en la formacién de anticuerpos, pero si
tienen H-2 diferente aln con fondo genético igual no se da la
produccisén de inmunoglobulinas. Esto se explica por la presencia
en el antigeno del H-2 de un receptor que reconoce lo propioc y lo
wxtrafio. También exists restriccidn en la generacién de 1la
respuesta inmune mediada por células: la lisis de un antigeno
especifico en la célula blanco se da soclamente cuando dicha ceélula
Y la célula efectora tienen el mismo H-2, de esta forma existe
restriccién en las células citotdxicas. La restriccidn para 1la
formacién de anticuerpos se localiza en los genes de la regién I
que codifican para moléculas clase II y para ol sistema celular
citotdxico en las regiones K y D donde estsn los genes que
codifican para moléculas clase I.
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VII. APENDICE 2.

Soluciones y reactivos utilizados.
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AMORTI GUADOR DE FOSFATOS CPBS 1050

Fosfato de sodio diba&sico
Fosfato de sodico monobasico
Qloruro de sodio

Ajustar a pHe7.2 y aforar a 1 litro.
hacen diluciones para obtener PBS 1x

SOLUCION SALINA ISOTONICA CON AZIDA (SSI-AD

Clorurc de sodio al 0.83 X
Azida de sodio 0.1 M
Aforar a 1 litro,

PBS~-ALBUMINA AL, 1% (PBS-BSA 1%
PBS 1x

Al bumins

Aforar con PBS i1x a 1 1 y guardar en congelacidn.

S S RN s S

SOLUCION CITRATO-FOSFATO pH &
Fosfato de sodio tribasico 0.1 M
Acido citrico 0.1 M

Ajustar a pH 8 antes de aforar al volumen deseado.

SOLUCION CITRATO-FOSFATO pH S
Fosfato de sodio dibasico 0.2 M
Acido citrico 0.1 M

Agua destilada

ESTREPTOAVIDINA PEROXIDASA

Para 10 ml de la dilucidn 1:2000
estrepto-avidina peroxidasa
PBS-BSA 1%

SUSTRATO PARA REACCION DE ELISA
Citrato-Fosfatec pH S
Agua destilada

O~-Fenilendiamina
Peréxido de Oxigeno

SOLUCION DE BICARBONATO DE SODIO O.1 M

Bicarbonato de sodio
Agua destilada para aforar a
Antes de aforar ajustar a pH 8
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PREPARACION DE COLORANTES: HEMATOXILINA DE HARRIS.

Hematoxilina 1.00 g
Oxido rojo de mercurio 0.0 g
Sulfato de aluminio y

amonio o potasio Calumbred 20.00 g
Alcohol etilico absoluto 10.00 ml
Agua destilada 200.00 ml

Disolver la hematoxilina en alcohol abscluto, calentando a
baffo maria y tapsndo;en otro recipiente disolver el alumbre en 100
al de agua destilada;se mezclan las dos soluciones y se aflade el
agua restante. Se hierve la mezcla lo m&s rapido posible, y se
agrega el oxido rojo de mercurioc hasta que tome un color rojo
purpura; enseguida se enfria con hielo a baffo maria y se filtra 10
veces. Se le agregan de 3 a 35 gotas de &cido acético 'por cada 10
al de solucion.

EOSINA ALCOHOLICA

el Py 1t

Eosina azhiesa 1.00 g
Orange G 1.00 g
Alcohol de 70 100.00 ml

Se mezcla todo en frio y se filtra.
SOLUCIONES PARA PURIFICACION DE ANTICUERPOS EN COLUMNA MAPS II

Todos los reactivos utilizados son del sistema de
purificacién de anticuerpos Affil-Gel Protein A MAPS II de
BIO-RAD.

AMORTIGUADOR DE PEGADO (SOLUCION BBD

Disolver 31.4 g del reactivo en 100 ml de agua desionizada.
Agitar 10 minutos y filtrar en un filtro de naylon de 0.22 m .,
ajustar a pHO con NaOH 1O N o HCl @ N. Almacenar a 4 C.

AMORTIGUADOR DE ELUCION CSOLUCION EBD

Disolver 2.2 g del reactivo en 100 mi de agua desionizada. Agitar
10 min y filtrar con filtro de 0.282 y ajustar a pH 3 con las
mismas solucicnes anteriores y almacenar bajo las mismas
caracteristicas. Para ambas soluciones se puede agregar Azida de
sodio al 0.08 %.

AMORTI GUADOR DE RECUPERACION

Se aplica sin tratamiento preyio y sin pipetearlo Ccontiene
«¢



metanocl).

TRIS-HC1 1 M pH ®

Trizma-base
Agua destilada
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