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RESUMEN

La mayoria de los estudlos experimentales relacionados con la
cisticercosis provocada por Taenia solium wutilizan el modelo murino
proporcionado por el metacéstodo de T.crassiceps.

En este trabajo se logré sentar las bases para la elaboracién de un
sistema in vitro que permite el estudio detallado de 1la relacién
hospedero-parasito en la cisticercosis de T,crassiceps.

Este modelo ofrece similitudes con lo que ocurre in vivo, en cuanto a
que el sistema Inmune de ratones inmunizados combate con mayor eflclencia
al paridsito de lo que lo hace el de ratones sin inmunizar. Ademés
fortalece trabajos hechos in vivo en los que se propone que la respuesta
inmune celular es la limportante en esta parasitosis. Por otro lado, In
vitro no se observaron diferencias entre el aparato Inmune de hembras y
machos -~ in vivo las hembras son mas susceptibles~ lo que suglere que el
aparato inmune estd bajo estimulacién hormonal constante y no

predeterminado.



" INTRODUCCION

1. PROBLEMATICA DE LA CISTICERCOSIS HUMANA Y PORCINA

La cisticercosis es una enfermedad provocada por el establecimiento
del metacéstodo de Taenia solium en los tejidos del hombre o del cerdo
(Flisser y Malagén 1989).

En el hombre, el cisticerco puede provocar la muerte del individuo
cuando se aloja en algunos sitios del tejldo cerebral, o resultar
asintomdatico o causar fuertes dolores cuando se establece en visceras,
misculo u otras zonas del cerebro (Aluja et al 1987). En México, el 10% de
los paclentes neuroldgicos presentan clistlicercosis, el 24 de las autopsias
revelan la presencia de éste parasito y del 1 al 4% de las muestras de la
encuesta serolégica de 1974 en poblacién abierta urbana resultaron
seropositivos a esta enfermedad (Woodhouse, Flisser & Larralde 1982).

En la economia de 1la porcicultura la cisticercosis causa grandes
pérdidas ya que los cerdos infectados son descartados o subutilizados. En
1981, las pérdidas de carne de puerco por decomiso de carne infectada en
rastros se calcularon en mds de 906 millones de pesos (Flisser y Malagén
1989).

Debido a que la cistlcercosis es frecuente en paises pobres de Asia,
Africa y Latinoamérica es a nosotros a quienes corresponde su estudio y

solucién.



2. MODELO EXPERIMENTAL MURINO

Una manera de explorar los factores bloléglcos que propiclan esta
enfermedad ha sido mediante un modelo experimental constituido por el
cisticerco de Taenia crassiceps que infecta al ratén,

El cisticerco de T.crassiceps presenta un ciclo de vida muy parecido
al de T.solium. Estudios de 1la composicién antigénica de estos dos
pardsitos han demostrado que existe antigenicidad cruzada entre ellos,
incluso inmunoproteccién cruzada (Larralde et al 198%a y Scilutto et al
1990).

El paréasito murino se puede mantener facilmente en el laboratoriec ya
que presenta reproduccién asexual (Freeman 1962). Se puede tener un
"almacén" de cisticercos inoculéndolos por via Intraperitoneal a ratones.
Ademés, este cistlcerco no parasita al hombre lo cual propof‘ciona mayor
seguridad en su manejo.

Cuando los cisticercos de T.crassiceps son inoculades al ratén a
través de una Jeringa, se rompen en distintos tamafios; los fragmentos de
membrana resultantes se organizan originando varios cisticercos pequefios,
de los cuales algunos maduran y se reproducen. Sclutto et al. en 1991a
sugirieron que es en el periodo de reorganizacién, o en los primeros quince
dias después del desafio con el pardsito, cuande ocurre la confrontacién
decisiva del slistema inmune del hospedero con el parasito.

La estrategla utilizada por el cisticerco para reslstir al sistema
inmune del hospedero todavia es inclerta. Se ha encontrado que los
cisticercos de T.crassiceps comparten antigenos de histocompatibilidad con
cepas de ratones susceptibles, lo cual sugiere una posible estrategila de
mimetismo o regulacién lnmune en la sobrevivencia del parasito (Fragoso et

al 1991). También existe la idea de que el parasito secrete alguna



sustancia Iinmunosupresora. Estudios al respecto han iﬁaiCQAOV qﬁe el
sobrenadante de cultivos de cisticercos de T.crassiceps tlene un efecto
negativo sobre la degranulacién de células cebadas; incluso el suero de
ratones con treinta y cinco dias de parasitados inhlibe la degranulacién de

éstas células (Seifert y Geyer 1989).
2.1 EFECTO DEL SEXO SOBRE LA SUSCEPTIBILIDAD

En la clsticercosis experimental murina se han observado diferenclas
en la susceptibilidad a la Infeccién dependiendo del sexo del ratém
(Freeman 1962). Las hembras son mas susceptibles que los machos, presentan
alrededor de 200 y 50 pardsitos respectivamente después de un mes de
infeccién. En otras parasitosis de helmintos como 1la trichinosis
(Trichinella spiralis)}, hidatidosis (Echinoccocus granulosus}), y diversas
taeniaslis, sucede lo contrario, los machos resultan mds susceptibles
que las hembras (Fragoso et al. 1990).

Esto 1llama la atencidén pues en general las hembras presentan una
capacidad lnmune superior a la de los machos (Ansar, Dauphinee y Talal
1985), tienen un nivel de inmunoglobulinas m&s alto, principalmente de IgM
y una inmunidad humoral y celular bastante mas notable. {(Butterworth
McClelland, Allansmith 1967 y Graff, Lappe, Snell 1969). En 1984
Welnstein, Ran y Segal encontraron que los estrégenos aumentan la respuesta
especifica hacia clertos antigenos y que 1la testosterona inhibe esta
..respuesta, También observaron que células de bazo extraidas de machos
normales y hembras tratadas con testosterona producian menos interleucina-2
(11-2) que las células de hembras normales. Contrariamente a lo anterior,
en 1985 Ansar, Dauphinee y Talal encontraron que el estrégeno disminuye los

nlveles de 11-2 y la testosterona aumenta o mantiene estos niveles.



El hecho de que en la cisticercosis por T.crassiceps las hembras sean
mads susceptibles que los machos no se explica facilmente. Se ha sugerido
que esta susceptibilidad puede estar determinada genéticamente en el
cromosoma "Y" o bien resultar de la influencla del sistema neurcenddcrino,
ya sea que éste actie directamente sobre el parédsito o a través del sistema
inmune (Fragoso et al 1990).

Si bien en el nemdtodo Trichinella spiralis las hormonas tlenen un
efecto directo sobre la ovoposicién in vitro (Reddington et al 1981), en el
caso de T,crassiceps 1las hormonas no influyen directamente sobre el
cisticerco (Huerta et al 1991). Para este ultimo, cabe pensar que las
hormonas estan actuando sobre el sistema Inmune y entonces preguntarse
porqué la diferente susceptibilidad entre sexos no es lgual en todas las
parasitosis en cuya defensa esté involucrada la inmunidad. Una posible
respuesta es que las hormonas pueden actuar sobre el sistema linmune
alterando diferencialmente poblaciones celulares de este sistema que a su
vez son requeridas de manera distinta en el ataque contra dlversos

parasitos.
2.2 RESPUESTA INMUNE HACIA LA CISTICERCOSIS POR T.CRASSICEPS

En la infecclén por T.crassiceps se ha visto que existe una respuesta
inmune especifica del hospedero contra el parasito. En 1978 Slebert, Good
y Simons encontraron que en ratones, el desafio previo con cisticercos por
via subcutdnea crea clerta proteccién al hospedero cuando posterlormente,
se inoculan mis cisticercos por via intraperitoneal. Estudlos hechos in
vitro sobre el efecto del suero nermal, inmune e hiperinmune de ratones
sobre 1la estructura del tegumento de metacéstodos de T.crassiceps,

demostraron que el suero hiperinmune en sélo dos dias provocé la pérdida



del tegumento y degeneracién del subtegumento (Siebert & Good 1979).. En
1980, los mismos autores demostraron que el dafio inmune celular sobre las
larvas fué mayor que el humoral.

Aprovechando esta respuesta inmune especifica, Sciutto et al. en 1991
lograron hacer una vacuna que resultd eficaz en la cisticercosis murina, ya
que reduce significativamente 1la carga parasitaria de 1los ratones
inmunizados. Esto indica que en esta parasitosis, la preestimulacién del
sistema inmune es de suma importancia. .

A pesar de que Siebert y Good en 1979 hayan encontrado que los
anticuerpos dafiaban las membranas de los cisticercos, estudios hechos por
Sciutto et al. en 1991b indican que estos no participan en la proteccién
del hospedero. En 1990, Bojalil y Terrazas {com.pers.) realizaron
transferencias pasivas de linfocitos y magréfagos a ratones timectomizados
neonatalmente que tampoco los protegieron, sin embargo, cuando
transfirieron células de bazo de ratones Iinmunizados entre las que
predominaban los linfocitos T, si lograron proteger a los ratones, tanto a
machos como a hembras.

Existen otras células linfoides con actividad inespecifica que también
tienen un papel relevante en diversas parasitosis. En el tremdtodo
Schistosoma mansoni, los eoslnd6filos parecen ser las células efectoras més
activas, y en Trypanosoma cruzy, los neutr6filos, eosinéfilos y macréfagos
provocan serios dafios al parasito (Freeman 1986).

En resumen, el estudio in vivo de la interaccién hospedero-parasito
resulta bastante complicada (Figura 1) por no tener bajo control la mayoria
de los factores linvolucrados en esta parasitosis, Con un sistema de

estudio In vitro se lograria elucldar con mayor precisién los mecanismos



involucradoes en la defensa del ratén contra el cisticerco. " A ésfe sistema
se le podria afiadir diversas variantes bien conocidas y cuantificables que
permitieran tener al investigador el control casi total de los fendmenos

que pudieran estar ocurriendo.
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Figura 1. Interaccidén del Sistema Inmune con su entorno en lo que respecta
a la parasitosis por T.crassiceps. Los signos representan: "+" influye
positivamente; "-" influye negativamente; "+ -" no influye; "7" no se
conoce el tipo de interacciodn, )

La vacunacién de los ratones con extracto de clsticercos de T.crassiceps
les induce inmunidad protectora en contra del parasito (Sciutto et al
1990), A su vez, las gdénadas de hembras tienen un efecto negativo sobre el
aparato inmune mientras que las de macho influyen de manera positiva
(Bojalil y Terrazas com.pers.). Si bien las células del sistema inmune
actian negativamente sobre el crecimiento del cisticerco, los anticuerpos
no parecen tener efecto sobre el mismo (Sciutto et al 199ib). No hay
evidencia de que haya una influencia directa de las génadas sobre el
pardsito (Huerta et al 1991). Por su parte, éste se autoestimula
positivamente y parece tener una influenclia inhibltoria sobre el sistema
inmune de su hospedero.



El oﬁje£196r de esta tesis es elaborar un modelo” In~ vitro como
instrumento para explorar en detélle los mecanismos que determinan el
destino de la relaclién hospedero-parasito sobre todo en lo que se refiere a
la participacién del sistema inmune.

En este trabajo se han anexado dos apéndices que explican

el ciclo de vida de T.solium y T.crassiceps.




MATERIAL Y METODO.

La parasitosis del cisticercc de Taenia crassiceps se mantiene en el
laboratorio mediante la inoculacién de parisitos por via Intraperitoneal a
ratones hembras de la cepa BALB/C.

Para simular lo que ocurre in vivo después de la inoculacién, los
cultivos In vitro se realizaron con cisticercos pasados por una jeringa.
Este procedimiento rompe a los cisticercos en varios fragmentos.

Uno de los primeros experimentos consistié en observar el desarrollo
de los fragmentos de cisticerco cultivados in vitro durante cinco dias en
RPMI, un medio de cultivo liquido. El estado en el que se encontraban se
determiné observando su movilidad. Después, a un cultivo similar se le
agregaron células provenientes del' bazo de ratones hembras y machos,
normales y parasitados y ée observaron diariamente durante cinco dias para
registrar su movilidad.

Como este parametro de movilidad resulté ser un tanto subjetivo, se
cambié la medicidn del estado del cisticerco por la evaluacién de su
viabilidad, lo cual se consigue al inocular los clsticercos previamente
tratados en ratones hembras y, cuantificando la carga parasitaria de éstas
al término de un mes.

Tomando en cuenta esta nueva medida, se averigué sl el tiempo de
incubacién in vitro de los clsticercos afectaba su vlabilidad
independientemente de 1la presencia de células. Para ello se cultivaron
pedazos del parasito durante distintos periédos y posteriormente se
inocularon en ratones hembras. Después de un mes, se cuantificd el nimero

de pardsitos recuperados en cada ratén.



Taﬁbién se realizaron cultivoes mixtos .de células 1linfoides ;
cisticercos; sin embargo, ahora los grupos estuvieron formados por células
del bazo de ratones hembras y machos, normales e inmunes.

Al medio de cultivo se agregd un sobrenadante rico en interleucina-2
(IL-2) ya que su presenclia estimula y prolonga la vida de los linfocitos T
(Roitt 1988). Este sobrenadante se obtuvo a partir de linfoblastomas de
rata (Jurkat Rat) que producen IL-2.

En cada experimento los ratones ocupados fueron de la cepa endogimica
Balb/c con cinco semanas de edad, proporcionados por el bioterio de IIB de
la UNAM. Cada cultive de cisticerco estuvo representado por cinco

réplicas.

I.- OBTENCION DE SOBRENADANTE RICO EN IL-2.

El sobrenadante rico en (IL-2), se obtuvo a partir de linfoblastomas
de rata de la linea Jurkat.

Cien millones de células Jurkat fueron cultivadas en 10ml de RPMI 1640
(GIBCO) -~suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% de
penicilina-streptomicina- y 10ml de concanavalina A (ConA) a una
concentraclién de 6.7 ug/ml. Después de 48 horas, se cosechdé el sobrenadante
y se fraccloné en alicuotas de 2ml. Lo preservamos a -20 C. La
concentracién o6ptima de ConA se obtuvo a partir de wuna curva
dosis-respuesta de estimulacién del mitégeno sobre células Jurkat y de

ratén hembra Balb/c (FIGURA 2).
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FIGURA 2. Curva dosis-respuesta de Con-A sobre células
provenientes de ratén y de la linea Jurkat de rata. Cada dato
expresa el promedio de tres réplicas.

II.-INMUNIZACION DE LOS RATONES.

El antigeno utilizado en la inmunizacién de 1los ratenes fué un
extracto soluble de cisticercos de T.crassiceps elaborado de la siguiente
manera:

a) Se colectaron los pardsitos de la cavidad Intraperitoneal de hembras
Balb/c con dos meses de Infeccién, haclendo lavados con una solucién de

fosfato de sodio 0.1M con un pH de 7.4 (PBS).
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b) Los metacéstodos se lavaron 4 veces en PBS para disminuir las proteinas
del hospedero adheridas a la superficlie externa de los parasitos.

c) Se resuspendieron en PBS (solucién salina) en una proporcién de 3:1
(vsv).

d) Se homogenelzaron en un Polytron, obtenleﬁdo un extracto crudo.

e) Se centrifugd el extracto crudo a 20000 rpm 6 32700 g durante 1 hora a
4ac.

f) Se recogid el sobrenadante y se determindé la concentracién de proteina
por el método de Lowry.

g) Finalmente se separd el extracto soluble en alicuotas de 1ml y se
almacend a -70 C.

Se inmunizaron ratones de cinco semanas de edad. La cantidad de
inmunégeno que se adTinistré por via intraperitoneal fué de 100 ug de
proteina en un volumen de 200ul. Como adyuvante se utilizé hidréxido de
aluminio {Al1(OH)3] en una proporcién de 1mg por 29.76 mg de proteina total
del extracto.

La preparacion del antigeno con el adyuvante se elaboré en el momento

de la inmunizacién.
111.- OBTENCION DE CISTICERCOS.

Los cistlcercos de T.crassiceps variedad ORF fueron obtenldos de la
cavidad peritoneal de ratones hembras BALB/C con dos meses de infeccién.

Se colectaron de manera aséptica en PBS y se seleccionaron clsticercos

de aproximadamente 2mm de didmetro, sin gemas.
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*IV:=~OBTENCION .DE CELULAS DE BAZO.

Los ratones donadores de las células de bazo fueron anestesiados con
éter y posteriormente desangrados por el plexo retro-orbital. Después, en
condiciones estériles, se les extirpé el bazo dejandolo reposar en RPMI
durante escasos minutos. Enseguida, se perfundié el bazo obteniéndose las
células. Se centrifugaron durante 10 minutos a 1500 rpm. Posterlormente
por cada bazo se agregd 1 ml de solucién hemolizante, compuesta por cloruro
de amonio al 0.7%, como solucién lisadora de erlitrocitos obtenlendo asi una
muestra rica en células linfoides. La viabllidad de las células fué mayor
al 95%. En general, habia un 57% de linfocitos, un 33% de neutréfilos y un

10% de monocitos (Tabla 1).

PORCIENTO DE CELULAS EN BAZO

Linfocitos Neutréfilos Monocitos
HEMBRA NORMAL 54 39 8
HEMBRA INMUNE 58 30 12
MACHO NORMAL 65 27 8
MACHO INMUNE 51 37 12

Tabla 1. Tabla del tipo de células encontradas en los
distintos grupos experimentales expresado en porcliento.
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Si blen el 1lugar de la infeccidédn experimental causada por el
cisticerco de T,crassiceps es la cavidad peritoneal, las células
linfoldesutilizadas en los cultivos mixtos con parasitos se obtuvieron del
bazo del raton. Esto obedece fundamentalmente a dos motives: 1,- 1la
perfusién del bazo provee muchas mds células que las obtenidas por lavados
de la cavidad peritoneal y, 2.- trabajos preliminares demostraron que no
habia diferencias claras en cuanto al efecto de células provenlientes de

peritoneo y bazo sobre la movillidad del cisticerco.

V.- CULTIVO MIXTO DE CELULAS LINFOIDES CON CISTICERCOS.

En cajas de cultivo con 24 pozas (COSTAR), se colocaron 10 cisticercos
de aproximadamente 2mm de diimetro pasados por una jeringa con aguja numero
25 en un volumen de 300u1’que los rompia en distintos tamafios. Después, a
cada poza se adiclionaron células en cantidades varlables provenientes del
bazo de hembras o machos, normales, inmunes o parasitados en un volumen de
0.5 ml. La cantidad de células varié entre 2, 4, 6 y 8 millones segin el
experimento. El medio utilizado fué RPMI 1640 (GIBCO) suplementado con 10%
de suero fetal bovino y 14 de penicilina-streptomicina. Al cultivo se
afiadieron también 100ul de sobrenadante rico en IL~2 en una dilucién 1:10
con el propdsito de prolongar la vida de los linfocitos. Esta dosis no
resulté ser la 6ptima en la estimulacidén de linfocitos.

Diariamente a cada poza se agregd 0.5 ml de medic suplementado nuevo,
retirandole antes la misma cantidad de medio vliejo. Los cultlves mixtos se
mantuvieron durante 3 6 5 dias en una incubadora a 37 C, con 5% de CO2 y 5%

de humedad.
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FIGURA 3. Dos pedazos de cisticercos en un cultive con-células
linfoides. 20 X. [ :

VI.- DESAFIO Y CONTEO DE CISTICERCOS.

Los cultivos de cisticercos que estuvieron durante tres dias en
contacto con células del sistema inmune, fueron Iinoculados por via
intraperitoneal a ratones hembras Balb/c con cinco semanas de edad. Antes

de hacer esto, los pedazos del pardsito se separaron de las células

15



Vg@dianteﬂg;lavados con EBS. En caso de no haber estado en cultivo con

 Eé1u1asL.1os clsticercos se lavaron una vez con PBS.

La  carga parasitaria de cada ratén se midlé al mes de la infeccién.
"Estos ratones eran sacrificados y posteriormente se les abria la cavidad
'per1£onea1,_obteniendo todos los cisticercos de su interior. Las visceras

también se lavaron para aumentar la eficlencia del conteo (FIGURA 4).

FIGURA 4. a) Cisticercos de T.crassiceps en la cavidad
peritoneal de un ratén, b) cisticercos obtenidos en una caja
de Petri.
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VII.. DETERMINACION DE POBLACIONES CELULARES ANADIDAS
~EN LOS CULTIVOS MIXTOS IN VITRO.

El tipo de células linfeoides y su proporcién en los cultivos mixtes
con cisticercos se determiné haciendo un frotis de la muestra a colocar en
el cultivo. Este frotis se tifio con hematoxilina-eosina y posteriormente
se determindé y se examindé al microscopio.

En cada casc se contaron un total de 100 células, y asi se obtuvo el
porcentaje de cada poblacién celular en las distintas muestras. Se fl1j6 el
cultivo entero con alcohol al 96%. Los cistlicercos se colocaron sobre un
portacbjetos y fueron aplastados con otro. Enseguida se tlifieron con
hematoxilina-eosina contandose los tipos celulares que se encontraron sobre

el cisticerco de la misma manera en que se hizo con los frotis.

17



RESULTADOS

REESTRUCTURACION DEL CISTICERCCG DE T.CRASSICEPS

Sucesivas observaciones de cisticercos rotos cultivados in vitro, nos
ha sugerido la evolucién que sufre cada pedazo y que clircunstancias les son

mas favorables (FIGURA S).

—
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cisticercos psqueiios -y
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FIGURA 5. Evolucién de 1la reorganizacién del cisticerco
después de su inoculacidén al ratén.

Algunos cisticercos cuando son pasados por la jJeringa tnicamente se
desinflan, y en un par de dias empiezan a recuperarse. Otros en cambio, se
rompen en distintos tamafios. Los fragmentos de membrana resultantes se
organlzan originando varlos cistlcercos pequefios, de los cuales, algunos
maduran y se reproducen. Durante esta reorganizaclién se forman

conglomerados entre pedazos, y muchas veces presentan gemas que al parecer,
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“‘posteriormente se desprenden y originan a un nuevo cisticerco.

Se ha visto que la aguja de la Jeringa utilizada no debe tener un
didmetro menor a la del nuimero 25 ya que de ser asi , la recuperacién deli
cisticerco no es evidente. Si el didmetro es mayor, los cisticercos ya no
se rompen. Ademds, en la poza de cultivo debe haber un minimo de 10
cisticercos pasados por una Jjeringa, ya que con cinco cisticercos la

reorganizacién es pobre, y con un cisticerco, es nula.

FIGURA 6. Aparienclia de fragmentos de cisticerco cultivados in
vitro. En a) conglomerado de pedazos de cisticerco el cual
tiende a producir muchas gemas; en b) pedazo de cisticerco
aclardndose; y c¢)  pedaze de cisticerco completamente
recuperado.
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ObselﬁVandO la movilidad de los cisticercos se obtuvo el porciento éé -

cisticercos que contintan méviles a lo largo de cinco dias. Se “encontré

MOVILIDAD DE CISTICERCOS IN VITRO

que no hay diferencias claras conforme pasan los dias (FIGURA 7).

o % DE CISTICERCOS MOVILIES

7

1 OIA 3 DIAS 5 DIAS
DIAS DE INGUBACION

FIGURA 7. Cada barra representa el porciento de cistlcercos
méviles en una poza de cultive. El experimento se realizé con
cinco pozas, indicadas en la figura con un dibujo diferente.
El porciento estd calculado en base al numerc iniclial de
cisticercos méviles e inméviles en el primer dia de cultivo.
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En‘ﬁn'rdljltf\;d mvixto dé cisticercos y células provenientes del bazo de
ratonés ma-chos y hembras,  normales y parasitados, encontramos que los
ci:sticercos cultivados en ausencia de células presentaron mayor movilidad
que los que fueron cultivados junto con células (FIGURA 8). En el primer

dia de incubaclén, ninguna poza presentaba células.

% de CISTICERCOS MOVILES

DIAS BDE INCUBACIOHN.

MR sin colulas Hembra N EJ Hembra P
Macho M Macha P

FIGURA 8. Cada barra indica el porciento de cisticercos
méviles calculado de la misma manera que en la gréfica
anterior, En el primer dia, ninguna poza tenia células. Dos
horas después les fueron agregadas 2.5 millones de células.
"N" se refiere a normales y "P" a parasitados.
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—~v::~ﬁ'VIABILIDAD AFECTADA  EN CISTICERCOS

: Un:parémetrb ﬁés éuantificable para evaluar el estado del cisticerco
eﬁ'éﬁltiVo éqnsiétgven tomar en cuenta su viabilidad. Esta se determina
inoculando a los cisticercos ~previamente incubados in vitro- en la cavlidad
peritoneal del ratén y midiendo su carga parasitaria después de un mes de

infectado.

EFECTO DEL TIEMPO DE PREINCUBACION SOBRE LA VIABILIDAD DEL
CISTICERCO

Para saber si el tiempo de incubacién iIn vitro de los cistlicercos
afecta su viabilidad independientemente de si han estado o no en contacto
con linfocitos o macréfagos, se hizo un cultivo de cisticercos siﬁ células

durante distintos periodos (FIGURA 9).°
No, DE CISTICERCUS.
0

250

200

160

100

60

! 0 1 2 3 4 5

Dias de incubacién

FIGURA 9. Cada barra representa el promedio de la carga
parasitaria de cinco ratones después de un mes de haber sido
infectados con pedazos de cistlicerco previamente lncubados in
vitro durante 0-5 dias. Como andlisis estadistico se utilizé
la regresién polinomial. Valor linear= 7.7, P < .05; valor
cuadratico= 46.1, P < .01; valor cibico= no significativo, P >
.05; valor cudrtico= 9.5, P < .01
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Evidentemente ‘la infectividad de los "cisucé’r"éo's’f'aﬁiﬁer{t'é hasta un
maximo en el tercer dia, después del cual eétoéifeducehisu capacidad para
invadir al huésped. El analisis estadistico’ por 'regreéién polinomial

confirma la tendencia recién mencionada.

EFECTO DEL NUMERO DE CELULAS LINFOIDES SOBRE LA VIABILIDAD DEL CISTICERCO
Al agregar células del sistema inmune al cultivo de cisticercos rotos,
observamos que tanto células provenientes de ratones machos inmunizados
como de hembras inmunizadas tienen un efecto negativo sobre el desarrollo
del parasito. El dafio es més severo mientras mds células se agreguen al

cultivo (FIGURA 10}.

a) Células de macho inmune b) Cé&lulas de hembra inmune

No DE CISTICERCOS

500

4004~

300 4

200 1 -

1ot 4

No DE CISTICERCOS
00

Sin celutay 2 miliones 4 miilones 8 millanes
CANTIDAD DE CELULAS

Sin colulas 2 muliongs 4 milionas 8 mliipnes
GANTIDAD DE CELULAS

FIGURA 10. Los datos representan el promedio de la carga
parasitaria de cinco ratones después de un mes de infectados
con cisticercos previamente incubados con células. Para a) y

b) se utilizaron dos fuentes distintas de cisticercos. Las
células provienen del bazo de ratones a)} machos inmunizados y
en b) de hembras inmunizadas. Analisis estadistico por

regresién lineal: HEMBRAS: Coeficiente de X= -293.6, R
cuadrada= .576, grados de libertad= 12, probabilidad < .01;
MACHOS: Coeficliente de X= -393.9, R cuadrada= .349, grados de
libertad= 12, probabilidad < .0S
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Si bién, a simple vista parece que las células provenientéé Vdé rart;ne's/ '
hembras inmunizadas disminuyen mis la viabilidad de los cisticercos que las
provenientes de machos inmunes (FIGURA 171A), el analisis estadistico no

encuentra diferenciag slignificativas entre ellas.

PORCIENTO DE CISTICERGCOS VIVOS.

60%

L A0%

20%

Sin celulas 2 miliones 4 millones 8 millonas
CANTIDAD DE CELULAS

R HEMBRA MAGCHO

0%

FIGURA 11. Cada barra representa el porcliento del promedio de
cisticercos recuperados de cinco ratones después de un mes de
infectados con respecto a los grupos que no presentan células.
Los datos fueron obtenidos del experimento representado en la
figura 10. El analisis estadistico por regresién lineal no
muestra diferenclas significativas entre hembras y machos.
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DIFERENCIAS ENTRE CELULAS NORMALES E INMUNES

En:;d{fo cultivo mixto de cisticercos con 6 millones de células
éro\lenientes de ratones hembras y machos, normales e Iinmunizados se
corrobo.ra que no hay diferencias entre sexos en su capacidad de ellminar al
parasito, sin embargo es evidente que las células de ratones inmunes
disminuye mas exitosamente la viabilidad del cisticerco que las células de

ratones normales (FIGURA 12).

No. DE CISTICERCOS.

400

300 §~

2007 -

1004 - - . R 000 .

Sin cels. H.N. H.I. MN. M.l
TIPOS DE CELULAS.

FIGURA 12. Cada barra representa el promedio de la carga
parasitaria de cinco ratones después de un mes de Iinfectados
con cisticercos previamente incubados in vitro. "H" significa
hembra; "M" macho; "N" normal e "I" inmune.
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TABLA DE SIGNIFICANCIAS DE LA FIGURA 12.

Sin céls. H. Nor H. Inm. M. Nor. M. Inm.

SIN CELULAS - NS .003 NS . 004
HEMBRA NORMAL NS -—= NS NS .042
HEMBRA INMUNE .003 NS - .012 NS
MACHO NORMAL NS NS .012 - .011
MACHO INMUNE .004 . 042 NS .011 -—=

Prueba de T student.
NS: No significativo (p > .05). .

La prueba estadistica indica que existen diferencias significativas
entre los ratones inoculades con cisticercos incubados sin células y
aquellos inoculados con cisticercos que estuvieron en contacto con células
tanto de hembra como de macho inmune, presentando estos uUltimos una carga
parasitaria menor a los primeros. Asi mismo se observaron diferencias
significativas entre los grupos de machos normales y machos inmunes, sliendo

los primeros los que provocaron una carga parasitaria mayor.
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OBSERVACION MICROSCOPICA DEL TIPO DE CELULAS LINFOIDES QUE SE

ADHIEREN A LOS CISTICERCOS

Después de tres dias de ilncubaclén con células, los cisticercos fueron
fijados y se observé el tipo de células que presentaban en su superficie,
las cuales no son fiel reflejo de las que originalmente se afiadieron a la

poza de cultivo.

PORCIENTO DE CELULAS OBTENIDAS DE BAZO Y DE CELULAS

ENCONTRADAS SOBRE LOS CISTICERCOS

Linfocitos Neutréfilos Monocltos

HEMBRA NORMAL 54/---* 39/--- 8/-—-
HEMBRA INMUNE 58/35 30/50 12715
MACHO NORMAL 65/37 27/53 8/10
MACHO INMUNE 51/30 37/53 12/17

* El numerador indica el porciento de células obtenidas del bazo
del ratdén; el denominador representa el porciento de células
encontradas sobre la superficie del parasito.

Tabla 2. Esta tabla representa el porclento de los tipos

celulares obtenidos del bazo de ratones y, el porciento de las
mismas encontradas sobre la superficie del parasito.

En resumen, mientras que el porclento de células obtenldas del bazo
estaban representadas por un 57% de linfocitos, 33% de neutré6filos y 10% de
monocitos, sobre los cisticercos se observa un 34% de linfoclitos, 52% de

neutréfilos y 14% de monocitos.
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DISCUSION

La observacién del desarrollo in vitro de cisticercos rotos permitié
el estudio de algunos aspectos de la relacién de este parasito con el
sistema inmune de su hospedero, lo cual resulta menos complicado que
estudiarlo in vivo. En efecto, los clsticercos pasados por una jeringa se
rompen, pero después algunos se reorganizan y mas tarde se reproducen por
gemacion. Los animales capaces de gemar o de regenerar una porcién de su
cuerpo generalmente presentan células que funcionan de manera bastante
independiente una de otra (Barnes 1985).

Debido a que algunos pedazos de cisticerco resultan viables y otros
no, es posible pensar que aquelles pedazos de membrana provenlentes del
extremo adyacente al escolex (regién donde se originan las gemas) sean los
que resulten infectivos, y los provenlientes de otros lugares, mueran y se
desintegren.

Este periodo. de reorganizacién es el que parece ser critico en la
adaptacién del parasito con su hospedero ya que es el momento en que el
cisticerco se encuentra mas vulnerable al aparato inmune del ratén.

Tomando en cuenta la movilidad de los cisticercos, se observé que
aquellos que habian estado incubados in vitro con células provenientes del
sistema inmune disminuyeron su movilidad. Esta disminucién en la movilidad
podria deberse tanto al efecto iInmunolégico de las células linfoldes sobre
el cisticerco como a un fenémeno de espacio; las células podrian estar
ocasionando un impedimento fisico en la movilidad del metacéstodo. Sin
embargo, la observacién de la movilidad de los clsticercos es un tanto

subjetiva, y aunque algo indica de su vitalidad, nada nos dice de su
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"viabilidad es un parametro pﬁjeﬁivp q@{idireétamente mide la infectividad
del parisito. T o

La Iincubacién de 1los cisticercos en ausencia de células durante
distintos periodos de tiempo antes de ser inoculados a los ratones revelé
Importantes resultados. La capacidad infectiva de 1los fragmentos de
cisticerco aumentdé con el tiempo de cultivo hasta alcanzar una maxima
infectividad al tercer dia de incubacién después del cual, comienza a
decrecer. Este comportamiento sugiere que el cisticerco al ser inoculado
directamente al ratén, sufre un dafio que podria hacerlo mis vulnerable al
control del hospedero. En cambio, si se permitliera que el cisticerco se
reorganizara sin obstruccion ambiental, el pardsito se encontraria en
mejores condiclones para invadir al ratén. Por otro lado, desPués de tres
dias de incubacién, a pesar de que la mitad del medio de cultivo se
cambiara diariamente, al cisticerco le empieza a faltar algo que debe
resultar esencial para su buen desarrollo, ya que su capacidad infectiva
disminuye. Nuestros experimentos nada nos dicen acerca de ésta disminucién
en la viabilidad.

Los cultivos de cisticercos in vitro a los cuales se agregaron células
linfoldes demostraron el efecto de éstas sobre el pardsito. Afiadiendo I1-2
a estos cultivos como estimulador de linfocitos T, se logré observar una
clara disminucién en la viabilidad de los cisticercos que habian estado
incubados con células linfoides,

Utilizando sels millones de células linfoldes se encontré que aquellas
que provenian de ratones inmunes tenian un efecto mayor en la disminuclén
de la viabllidad de los cisticercos que las células de ratones normales.

Si bien entre ratones hembras normales e inmunes no se obtuvieron
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diferencias significativas, los datos sugieren que aumentando el nimero de
muestras en los experimentos la diferenclia podria resultar evidente. Estos
resultados concuerdan con lo que ocurre in vivo y apoyan la ldea de la
importancia de una preestimulacién del sistema inmune para lograr combatir
con mayor eficiencia al metacéstodo (Larralde et al! 1989).

En esta parasitosis se observa que in vivo los ratones hembras son
mucho mAs susceptibles que los machos, sin embargo, sorprendentemente, los
estudios in vitro han revelado que no hay diferencias significativas en el
efecto de las células de ambos sexos sobre el crecimiento parasitario.
Esto podria sugerir que las células inmunes al ser extraidas del organismo
se privan de la influencia vigente de las hormonas del entorno; ademis
podria ser que la Il-Z que se agrega al medlo ayude a eliminar las
diferenclas aumentando la eficiencia de las células de hembra de tal manera
que logran semejar a la de los machos.

Se ha observado que la exposiclién prenatal de ratones a hormonas
sexuales afecta la capacidad inmune evidenciada por camblos permanentes en
el nimero de linfocitos, produccion de I1-2, produccién de anticuerpes y
actividad de las células NK (Ansar, Penhale & Talal 1985). Sin embargo,
las gonadectomias de ratones de ambos sexos con cuatro semanas de edad
provocan una tendencia a igualar la susceptibilidad a la infeccidn por
cisticercos de T.crassiceps (Huerta et al 1991). Esto indica que el efecto
de las hormonas sobre el sistema inmune es esenclal tanto en el desarrollo
del hospedero como de manera continua durante la vida de éste.

Asi, las células cultivadas in vitro en estos experlimentos podran
estar ya diferenciadas sexualmente por el efecto que tuvieron las hormonas
sobre ellas antes de que fueran extraidas del ratén. Sin embargo, este

efecto no debié ser suficiente y al sacarlas de un medio donde el estimulo
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;Béﬁsnéi'é}éxcdﬁétantéﬂ Ias“células'se volvieron "mas o menos" asexuadas y.
no lograron combatir al pardsito de manera distinta entre machos y hembras.
Asi, la diferente susceptibilidad entre sexos puede estar determinada por
efectos prenatales y continuos de hormonas sexuales sobre el sistema inmune
del hospedero. Si bien esta idea es muy llamativa, es necesario tomar en
cuenta que el suero fetal bovino que se utiliza en los cultivoes in vitro
contiene muchas proteinas, entre las cuales bien podrian hallarse hormonas
que homogenelzaran sexualmente a todas las células,

Por otro lado, en apoyo a la posiblilidad del papel que pueda
desempefiar la 11-2, existen experimentos (Ansar, Dauphinee & Talal 1985)
que demuestran que el estrégeno depleta los niveles de 11-2, y en base a
esto, se podria suponer que la I1-2 in vivo no se encuentra en
concentraclones suficlentes en las hembras para permitirles combatir esta
infeccion, y al agregarla de manera conveniente al medio de cultivo, 1la
efectividad de éstas se vuelve equiparable a la de machos.

Es de mucho interés conocer el tipo de células que mas ligadas se
encuentran al cisticerco macroscopicamente. Era de esperarse que no se
encontraran diferencias en el tipo de células obtenidas del bazo de hembras
y - machos, normales e inmunes, ya que probablemente lo que los haga
distintos sean las subpoblaciones de linfocitos, lo cual no se apreclaba
con el método de tincién utilizado. Por otro lado, a pesar de que en la
muestra de células agregadas a los cultivos mixtos predominaron los
linfocltos representando aproximadamente el 55 %, sobre la superficle de
los cisticercos predominaron los neutréfilos constituyendo un S50%. Esto
puede deberse a la manera en que actian estos tipos de células. Los
linfocitos, si blen algunos podrian actuar directamente sobre el parasito

liberando enzimas liticas como los linfocitos T citotéxicos (Bach 1984),
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los demas (T cooperadores y T supresores) son células de actividad
indirecta que liberan factores solubles los cuales regulan la actividad de
otras células (Roit 1988). En cambio, 1los neutréfilos son células
efectoras, que de manera andloga a los linfocitos T cltotéxicos y por
mecanismos de fagocltosis, eliminan directamente al organismo extrafio. Por
lo pronto nuestros resultados no sefialan cuales son las células que
desempefian el papel mas importante en la confrontacién hospedero-pardasito,
ya que si bien hay mas neutréfilos que linfocltos sobre el cisticerco, no
se sabe cual dafia de manera mas eficlente.

Los préximos trabajos a realizarse consistiridn en agregar hormonas
femeninas y masculinas al cultivo mixto de cisticercos y células linfoldes.
Esto es con el fin de averiguar si las células requieren o no ser
estimuladas continuamente para presentaf una diferencia in vitro en 1la
susceptibilidad a esta cisticercosis y para corroborar hallazgos de otros
autores (Grossman 1984) que sugieren que la testosterona no afecta
directamente la accién de los linfocitos periféricos (al parecer por no
presentar receptores) si no que lo hacen modificando el medio timico.
También, con el mismo modelo intentaremos elucidar de manera especifica las
poblaciones celulares involucradas en el combate del hospedero contra el
parasito. Pensamos que la combinacién éptima de células y/o moléculas para
esta lucha en favor del hospedero, se podrd determinar con este modelo

experimental in vitro.
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CONCLUSIONES.

Se establecié un modelo in vitro de la confrontacién que suscita la
inoculacién de cisticercos de T.crassiceps en ratones de la cepa BALB/C,

Con este sistema se observé que:

1. Los cisticercos al ser inoculados al hospedero y romperse, son capaces
de reorganizarse para constituir después varias unidades infectivas. Su
agresividad aumenta en cuanto mejor reorganizado se encuentre al momento
del desafio.

2. Las células linfoides afectan negativamente la viabilidad del
cisticerco. Aquellas que provienen de ratones Inmunizados resultan mis
efectivas que las provenientes de ratones normales.

3. In vitro y sin hormonas no se observan diferencias en la
susceptibilidad a esta parasitosis entre las células linfoldes provenientes
de distinto sexo; al pa}ecer es necesarlo un estimulo constante de las

hormonas sobre las células del sistema lnmune.

33



" "APENDICE 1. CICLO DE VIDA DE TAENIA SOLIUM.

TaéniaAsolium es unrhelminto perteneciente a la clase Cestoda y al
phylum Platelminto.” Es un gusano aplanade y alargado que puede llegar a
medir entre 2 y 7 metros de longitud. En la parte anterior del cuerpo
presenta un escélex adaptado para adherirse al epitelio Iintestinal del
huésped, El escélex se continGa con el cuello, porcién germinal que da
origen a los proglétidos que conforman la siguiente y uUltima porcién
corporal, el estrébilo. Esta regién estd formada por 800 a 1000
proglétidos, cada uno de los cuales constituye una unidad de reproduccién
(Flisser & Malagén 1989).

Cuando una persona ingiere un cisticerco -proveniente siempre de 1la
carne de cerdo mal cocida- el pardsito evagina y se convierte
progresivamente en una taenia adulta. Este proceso ocurre en el canal
alimenticlo del huésped y requiere de la presencia de pepsina, tripsina y
sales billares para llevarse a cabo. La taenia entonces se ublca en el
intestino delgado y se adhiere con ganchos y ventosas al epitelio.
Diariamente este gusano libera miles de huevecillos que son excretados por
el huésped. Estos huevecillos llegan asi al drenaje de aguas negras, mismas
que se utilizan de riego, provocando asi su dispersién (Aluja et al. 1982).

El desarrollo ulterior de estos huevos continta Gnicamente cuando son
Ingeridos por el cerdo o el hombre. Cuando esto ocurre, el huevo alcanza
vasos sanguineos o linfatlicos y es transportado a cualquler tejido, en

donde se desarrolla un cisticerco (FIGURA 13).
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FIGURA 13. Ciclo de vida de Taenia solium.
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" APENDICE 2" *:CICLO DE VIDA DE TAENIA GRASSICEPS.

Taenia crassiceps es un céstodo que requiere de un huésped definitive
para desarrollar la forma adulta y de un huésped intermediario en el cual
pasa su etapa larvaria.

En su etapa adulta este pardsito es un gusano aplanado
dorsoventralmente que mide de 70 a 140 mm de longitud y 2.4 mm de diametro.
Presenta dos coronas de ganchos y cuatro ventosas en la porcién anterior,
lo cual le ayuda a fljarse en el epitelio intestinal del huésped;
especificamente se aloja en el tercic medio del intestino delgado.

A la forma larval se le conoce cominmente como cisticerco, Cysticercus
longicollis, el cual es una vesicula con tres pares de ganchos que terminan
en forma aguda. Una vez desarrollados miden de .87mm a 1cm de didmetro.

El huésped definitivo de este parasito es el zorro rojo Vulpes vulpes
en Europa y el zorro artico Alopex lagopus innultus en Norteamérica, Se
han reportade otras infecciones naturales en lobos, perros y coyotes. El
huésped intermediario incluye a diversos roedores pequenos.

Los roedores se infectan al ingerir heces contaminadas con hueveclllos
de T.crassiceps. Estos huevecillos se encuentran protegidos por una serie
de membranas estriadas que son removidas al exponerse a los Jjugos
daigestivos en el intestino, Se presume que el pretratamiento del huevo con
Jugos del estémago no es suficlente para la remocién de las membranas
estriadas (Freeman 1962).

Una vez liberado el huevo de sus membranas, el embrién atraviesa la
pared intestinal del huésped y migra a través de los ductos linfaticos a
diversos tejidos. En orden de intensidad, el cisticerco de este paréasito

se aloja: en tejldo subcuténeo de cuello, extremldades, axila, abdomen,
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espalda y -pecho; en cavidad ;;_eritqneal; en. el cerebro (con. reproduceién
~~asexual- muy,:_le‘nta);,, cav.iidardr_p;epr_al;_y corpus adiposum del ojo (Del Valle
1989).7 7 7

El cisticerco de T.crassiceps tiene la capacidad de reproducirse
asexualmente por gemacidén exégena a partir de la porcidon adyacente al
escolex (Freeman 1962), caracteristica que ha sido aprovechada para
mantenerlo en el laboratorio.

Cuando el zorro o algin otro canido devora un roedor contaminado con
cisticercos adquiere la enfermedad. Estos clsticercos se "activan" por
enzimas digestivas y sales biliares en su trayecto hacia el intestino
delgado. Una vez alli, evaginan su escélex y con su corona de ganchos y
ventosas se adhiere a la mucosa intestinal. Posterlormente comienza a
formar proglétidos a partir de la regién inferior del cuello, y después de
5 6 6 semanas ya son un organismo adulto. Cada proglotido equivale a una

unidad de reproduccién sexual (FIGURA 14).
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FIGURA 14, Ciclo de vida de Taenia crassiceps.
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