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"dpenas expresamos algo lo empobrecemos singularniente. Creemos que nos
hemos sumergide en las profundidades de los abi: ¥ cuando volvemos a la
superficie la gota de agua que pende de la pdiida punta de nuestros dedos ya no se
parece al mar del que procede. Creemos que hemos descubicrio en una gruta
maravillosos tesoros y cuando voivemos a la luz del dfa sélo traemos con nosotros
piedras falsas y trozos de vidrio; y sin embargo en las tinichlas relumbra atin,

inmutable, el tesora”

Maeterdinck
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I. RESUMEN

La infeccion experimental murina por Taemia crassiceps genera una cisticercosis cronica y
masiva, en fa que la carga parasitaria liega a pesos que igualan los del hospedero. Hemos documentado
que algunos desarreglos inmunolégicos que afectan principalmente a las células THI se presentan en el
hospedero, lo que permite la intima coexistencia del parasito a pesar de la magnitud de su carga
antigénica. Sin embargo, ¢l sistema inmunc no parece estar deprimido ni total i incspecificamente, pues
los animales parasitados no suffen infecciones oportunistas ni desarrollan neoplasias espontaneamente en
condiciones de bioterio. Se realizd un estudio para sondear si los ratones masivamente cisticercosos
respondian menos eficientemente ante confrontaciones inmunolégicas que los controles, Se estudié un
panel de respuestas inmunes generales: 1) Se transplantd picl de ratones BALB/c a BALB/k parasitados

y controles de ambas cepas; 2) En otro grupo se inocularon subcutincamente ratoncs BALB/c con

F

células HeLa; 3) Un tercer disefio consistio en coi con Toxopl gondii 'y Salmonella

fphimurium a ratones de ambos sexos con distintos tiempos de infeccion por 7. crassiceps. Nuestros
resultados muestran que : a) Los transplantes de piel son rechazados por los animales parasitados y

control en tiempos similares (las pruebas de MLR apoyan esta conclusion), b} Todos los ratones

bloquean final el crecimiento neoplisico de las células HeLa, aunque éstas crecen
considerablemente mis en los animales hembra parasitadas que en las normales y siempre mis en las
hembras que en los machos (las actividades de células CTL correlacionan con estas observaciones); c}

La infeccibn por 7, crassiceps resulta en una proteccion parcial ante la infeccion intraperitoneal por T,

gondii, pero csta proteccion desaparece cuando el protozoario se administra subcutd , d) Los

animales parasitados son menos resi a 8. yphimurium que los controles (muestran mayores tasas

de montalidad y mayores cifras de bacteremia). Estos resultados sugieren que la infeccién por 7.

crassiceps no altera drasti la responsividad inmunolégica general del hospedero, sino que afecta

la inmunidad de manera sectorial y variada segln el desafio, algunas modificaciones promoviendo y

otras interfieriendo con la respuesta inmune a los variados desafios. La leccion importante es que la

port 1. crassi viola los i de rechazo inmunolégico del hospedero sin afectar

&

fatalmente las respuestas a otros retos potencialmente dafiinos, siendo entonces el resultado de la



parasitosis una inmunosupresion especifica. De agui que de este trabajo podrian surgir normas

potencialmente aplicables en las terapias de inmunosupresion especifica para transplantes de Grganos.



11, INTRODUCCION

En esta tesis se presentan los resultados obtenidos en experimentos llevados a cabo para
determinar si {a infeccion experimental murina por Taemia crassiceps causa un estado de
inmunosupresion generalizada en los animales parasitados y para evaluar Ia profundidad y trascendencia
del misino.

La observacion que nos incit6 a profundizar en este tema es, en cierto modo, una paradoja. Por
un :ado, tras algunas semanas de infeccion los ratones afectados albergan gran cantidad de parasitos en
“su seno, lo que podria ser indicativo de que Tuenia crassiceps induce un estado inmunologicamente
permisivo. Por el otro, los ratones, apartc de la parasitosis, no presentan infecciones por ningin
organismo oportunista, no desarrollan ncoplasias espontancamente, presentan un buen estado general, y
viveén mas de un afio, como cualquier otro raton sano en cautiverio.

La cisticercosis peritoneal causada por metacéstodos de Tuenia crassiceps en ratones es un
modelo experimental que ofrece gran facilidad para este tipo de proyectos dado el sencillo manejo tanto
dc hospederos como de parasitos, ambos bien conocidos genética e inmunologicamente. En la
cisticercosis experimental murina por T. erassiceps se han encontrado algunos indicios de un estado de
inmunosupresion del hospedero; los ratones parasitados presentan altos titulos de anticuerpos, una baja
tasa de proliferacion linfoide en respuesta a la estimulacion por ConA y una respucsta celular DTH
deprimida (Bojalil #f al., 1993; Terrazas ef al., 1994). Los perfiles de secrecion de citocinas de los
animsles parasitados indican que la inmunidad esta sesgada hacia la de tipo humorat (TH2), lo que inhibe
1a de tipo celular (THI) (Terrazas ef al., 1994).

Las interacciones entre distintos tipos de organismos que infectan a un solo individuo, que
podria ser considerado como un nicho biclogico, son un campo de estudio relativamente nuevo y muy
interesante (Seed, 1993; Wassom, 1993). La realizacion de coinfecciones representa una primera
aproximacion de nuestro grupo de trabajo a este campo.

El enfoque principal que se utilizo fue el llevar a cabo un sondeo general de las respuestas de

animales de ambos sexos tanto normales como parasitados con 7. crassiceps ante retos antigénicos



arquetipicos, los que podian ofrecer una vision globat de la afectacion de los distintos tipos de respucsta
inmune,

Para sondear Ja inmunidad de transplantc llevamos a cabo alotransplantes de piel entre las cepas
murinas BALB/c y BALB/k. Sometimos a los animales a alotransplantes de piel con ¢} objetivo de
establecer si la parasitosis, al suprimir al sisterna inmune, permitia la implantacién de un tejido con
haplotipo distinto. También se realizaron ensayos de reaccion mixta de linfocitos {MLR) para cuantificar
1a responsividad celular de los ratones contra distintos haplotipos.

Con el objeto de estudiar la posible afectacién de la inmunidad contra el cancer inoculamos
distintas cantidades de células cancerosas cervico-uterinas humanas HeLa en ratones parasitados, para
establecer si podian controlarlas o no. Adicionalmente se midié la actividad de las células NK y CTL,
que son tipos celulares importantes para el control de tos crecimientos neoplasicos (Mason y Morris,
1986; Yu et al., 1992).

Finalmente, se estudio la inmunidad contra infecciones concomitantes. Utilizamos al protozoario
oportunista Toxopiasma gondii y a 1a enterobacteria Salmonella typhimurium para nuestros ensayos de

coinfeccion en animales con distintos tiempos de infeccion por Taenia crassiceps.

La descripcion detallada de los antecedentes y el marco teorico para fa realizacion de la presente
tesis se encuentran en los apéndices. El apéndice 1 trata acerca de nuestro modelo experimental de

cisticercosis murina por Taenia crassiceps y de los distintos factores asociados a la susceptibilidad a las

infecciones parasitarias. En ¢l apéndice 2 se aborda el tema de 1a inr parasitologia, indicando su
trascendencia en el mundo contemporaneo y describiendo los mecanismos que los organismos parasitos

han desarrollado a lo largo de la evolucion para contender con el sistema inmune de sus hospederos,



I, MATERIAL Y METODOS

CISTICERCOS

Se empl éstodos de Taenia crassiceps cepa ORF, originalmente donados por el Dr.

B. Enders (Behringwetke, Marburg, Alemania) en 1986. Desde entances, los parasitas se han

propagado y ido por i ial intraperitaneal de metacéstodos (Freeman, 1962) en

talones hembra de la cepa BALB/¢, conocidos por su alta susceptibilidad a esta forma de cisticercosis
experimental (Sciutto ef @l,, 1990). Las larvas cmpleadas para la infeccion experimental se abtuvieron de

animales donadores con 3-6 meses de infeccion.

RATONES
Los experimentos se llevaron a cabo con ratones machos y hembras de las cepas BALB/c y
BALB/k, con haplotipos H2" y H2", respectivamente, de entre 2y 20 semanas de edad.

En los ensayos de reaccidn mixta de finfocitos se emplearon ratones de fa cepa CS7BL/6.

INFECCION EXPERIMENTAL CON Taenia crassiceps

Los ratones de 4-6 de edad se i on intraperite con 10 parasitos con un

didmetro de aproximadamente 2 mm, sin gemas observables a simple vista. Los metacéstodos utilizados
en el indeulo fueron lavados previamente con amortiguador PBS ( solucidn de fosfatos 0.01 M, NaCl
0.15 M, pH 7.2) (Sciutto ez al, 1991).

La cargs parasitaria de cada raton se determiné contando el nimero de cisticercos recupémdos
de la cavidad peritoneal. Nunca se observaron parésitos fuera de ésta, ni dafio aparente en ninglin otro

tejido,



LINEAS CELULARES

Empleamos células HeLa ATCC CCL2 (ATCC Catalogue of cell lines and hybridomas, 1992) en
todos nuestros experimentos con células neoplasicas. Esta linea celular proviene de un carcinoma
epitelial de cervix humano. Generalmente se crece en medio minimo esencial de Eagle adicionado con
amino-acidos no esenciales, 90% de solucion salina balanceada de Earle y 10% de suero humano,

En los cnsayos de actividad de linfocitos CD8V citotoxicos (CTL) empleamos dos lineas
celulares murinas, Como estimulo isogénico para la cepa BALB/c usamos la linea L5178Y (haplotipo
‘HZd) (Ibid.). Como estimuto alogénico utilizamos la linea EL4.4 (haplotipo H2P) (7bid.). Ambas lineas
celulares se propagan en medio RPMI 1640 suplementado. Como células blanco en los ensayos de

actividad NK se usaron células YAC.1 (Ibid.).

MICROORGANISMOS
Toxoplasma gondii

Utilizamos Toxoplasma gondii de la cepa RH (Sabin, 1941) en todos nuestros experimentos.
Este protozoario se cultiva axénicamente en presencia de fibroblastos humanos en medi-i! D-MEM
adicionado con 10% de suero fetal bovino. El hecho de cultivar a este organismo con los fibroblastos da
por resultado una atenuacion de la virulencia det mismo (Saavedra, com. pers.). Una vez atenuados los

parasitos es necesario emplear mayor cantidad de los mismos para obtener una cierta Dosis Letal 50.

Salmonella typhimarium

En estos experimentos se ulilizd Ja bacteria Salmonella typhimurium, perteneciente at grupo B
de Salmonella (Davis ef al., 1983). La cepa de laboratorio se manticne en refrigeracion mientras no se le
esté utilizando y se reactiva antes de trabajar con ella infectando intraperitonealmente un raton.
Veinticuatro horas después se sacrifica al raton y se ic extrac el bazo, que es perfundido en condiciones
estériles. Se toman aproximadamente 100 i de la suspension celular del bazo y se plaquean cn una caja

de Pelri con medio s6lido (Caldo CASOY ( caldo-peptona de caseina-peptona de harina de soya) con



1% de CASO-Agar (agar peptona de caseina-peptona de harina de soya), Merck-México,S.A.) que se
incuba durante 24 horas. Antes de comenzar a reactivar la cepa bacteriana hay que realizar un frotis,
tefitrlo con la tincion de Gram (Difco Laboratories, Detroit, USA) y observarlo en el microscopio a 100
x para determinar por la tincion Gram-negativa y la morfologia que la bacteria es la correcta y que
tenemos un cultivo puro. Ademds, se lleva a cabo un ensayo de aglutinacion con suero anti-antigeno O
del grupo B de Salmonella (Difco Laborateries, Detroit, USA) para tener una identificacion serologica
del microorganismo. Una vez cerciorados de tener la bacteria correcta, se toma con un asa un paco de
las bacterias de la perfusion del bazo, y se¢ siembran las mismas en una caja de Petri empleando estria
cerrada a partir de ung colonia aislada. Se incuba csta caja durante 24 hrs a 37 °C, y de una colonia
aislada se hace una suspension en 1 ml de solucion salina al 0.85% estéril. De esta solucién se inoculan
0.1 ml intraperitonealmente a un ratén, que es sacrificado a las 24 hrs. Al animal se le extrae el bazo en
condiciones estériles y se perfunde con 5 ml de solucion salina. Sc siembran 0.5 y 0.1 ml de esta
solucion en cajas de Petri utilizando estria abierta, y se incuban durante la noche a 37°C. De una colonia
aislada se inocula un matraz con 100 ml de medio de cultivo liquido (Caldo CASOY ( caldo-peptona de
caseina-peptona de harina de soya), Merck-México,5.A.) que se deja creciendo durante la noche, y de
ahi se toman 5 m} para inocular otros 100 ml de medio liquido. Se dejan crecer las bacterias de este
segundo matraz hasta que tenga una densidad optica de 1.0 D.0 a 560 nm. Se¢ toma entonces el volumen
requerido para llenar dos tubos de centrifuga, que se centrifugan a 12°000 rpm durante 15 min, El
sobrenadante se decanta en una probeta para medir su volumen, y los paquetes se resuspenden en un
volumen diez veces menor de solucion salina estéril al’ 0.85% fria. De esta solucion, con una
concentracién celufar de ca. 109/ml, se hacen las diluciones necesarias, también con solucién safina al
0.85% fiia, y se toman 0.1 ml de ias concentraciones adecuadas para inocular intraperitonealmente a
cada uno de los ratones tratados. También se toman 0.1 ml de una concentracion de 10-6 y 16-7 del

in6culo original para sembrar un par de cajas de Petri con agar suave y determinar Ja concentracion

bacteriana de Ias mismas tras 24 horas de cuitivo. Los animales se observan diari durante 21 dias

para cuantificar fa mortalidad, ya sea para determinar la Dosis Letal 50, o para realizar un experimento.



Para realizar experimentos con via de administascion oral se emplea exactamente € mismo
protocolo, solo que se utiliza un indeulo mucho mas concentrado {por ejemplo 1071, 10-2 ¢ 10-3 a
partir del volumen resuspendido en solucién salina).

La bacteremia se detecta mediante sangrades periodicos de los animales. Se cofoca el animal en
un frasco pequefio cuya tapa esté perforada, para sacar su cola por el orificio. Con alcohol isopropilico
se le limpia perfectamente la cola y se le corta con una tijera una pequefla seccion. Se exprime
posteriormente la cola y con una pipeta Gilson se toma un cierto volumen de sangre. Se mezcla este
volumen de sangre con agar suave (Agar BPLS (USP){Agar-verde biillante-rojo de fenol-lactosa-
sacarosa USP), Merck-México S.A.; & la mitad de la concentracion normal para cultivos sélidos), y se
plaquea una caja de Petri con medio de cultivo selectivo para Salmonella {Agar BPLS (USP)(Agar-
verde brillante-rojo de fenol-lactosa-sacarosa USP), Merck-México S.A.). De cada animal se prepara
una caja de Petri, que se deja incubando a 37° C durante 24 hirs. Pasado este tiempo se cuentan las

unidades formadoras de colonias. En caso de haber contaminantes gram-positivas, no creceran debido a

@t )

la composicién del medio de cultivo. De ser las cc i gram-negativas, pero no , 5€

podrén detectar por la coloracion que adquierc el medio de cultivo a su alrededor.

ALOTRANSPLANTES

En un inicio se empled una técnica de transplante de picl de cola (Bailey and Usama, 1960), que
es de ficil realizacion y requiere un minimo de instrumental quinirgico. No seguimos utilizando esta
técnica, pues la determinacidn del rechazo del tejido transplantado era muy dificil, ademas de que los
animales ficilmente lo perdian, pues no lleva sutura.

Empleamos para los experimentos una técnica de transplante de piel (Bilingham and Medawar,
1951} del dorso de los animales. Para anestesiar a los ratones se emplean 100 mt de una solucién 1:10
de pentobarbital sodico (Anestesal, Smith Kline Norden de México) con PBS por cada lb g de peso de}
animal. Una vez dormido, se rasura la zona dorsal del animal con una hoja de afeitar, y se le limpia con

alcohiol. Con ayuda de una pinza larga y recta que ejerza una presion constante, pero no corte, sc¢ scpara



un pedazo de piel. Con otra pinza se sosticne el tejido, que se corta con un solo movimiento firme de
una hoja de bisturi. Se deposita el tejido en una caja de Petsi con PBS estéril, y con la cara interna
viendo hacia arriba, con fa hojs del bisturi se te raspa ligeramente, a fin de eliminar et paniculo adiposo.
Micntras sc realiza el mismo proceso en el animal receptor de este primer tejido, y donador de la piel

para el primer ratén, se puede quedar el transplante en la caja de Petri. Es importante que el tamafio de

i g

los tejidos transplantados sea similar, para que no se tengan que estirar d ni fa piel cir
ni el tejido, una vez que se haya suturado, Se sutura con aguja oRélmica atraumatica empleando sutura
quirGrgica 6/0 y un nudo doble que no se corra. Si el tamafo de! ojal en el dorso del animal receptor y el
tejido son similares, cuatro puntos de sutura son suficientes. Se limpia la herida con una gasa
humedecida con PBS estéril y, una vez seco, se cubre con gasa estéril adherida con aigiin tipo de goma

antiséptica (Por cjemplo, New Skin, Medtech Laboratorics, Inc.). Finalmente, se cubre la gasa con tela

t} I

adhesiva, para evitar que el animal o sus compaferos de jaula se muerdan el transplante, Para evitar
infecciones de la herida se mantiene a los animales operados en una jaula con papel manila en vez de

aserrin.

PREPARACION DE SUSPENSIONES CELULARES DEL BAZO

Utilizamos una técnica ligesamente modificada de Ja descrita en el libre de Coligan ef al. (1991).
Se sacrifica al animal mediante distocacién cervical y se le disecta en condicianes estériles para extraer el
bazo. Se deposita el drgano linfoide en una caja de Petri estéril con 5 ml de medio Dulbecco y se
perfunde con una jeringa con 5 mi del mismo medio y aguja de 25 X 16 mm. Se colectan los 10 mi de

medio con las célilas en un tubo de centrifuga estésil con tapa de rosca y se centrifugan 10 minutos a

1500 rpm. Se di el sobrenad se 1 pende el boton y se le afiaden 4 ml de solucién

hemotisante 8 partes de una solucion de NH4Cl 0.16 M por 2 partes de una solucién de Tris Base 0.17
M, esterilizadas por filtracién) fiia. Se agita levemente la suspension celular y tras un par de minutos se
le afladen S mi de medio Dulbecco, y después se centrifugan 10 minutos a 1500 rpm. Se decanta el

sobrenadante, se resuspende el botdn, y se le aftade 1 mf de medio de cultivo RPMI 1640 suplementado



(que contiene medio RPMI 1640 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA), 10 % de suero fetal bovino
(Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA), 0.5 % de amino é&cidos no esenciales (Gibco BRL,
Gaithersburg, MD, USA), 1 % de Solucién de penicilina/estreptomicina/amfotericina 100 ug/ml (Flow
Laboratories, Scotland), 1 % de amortiguador HEPES 1 M pH 7.2-74 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD,

USA), y 2 mM de L-glutamina (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA)). De esta suspension se toma una
alicuota, se [c afiade azul tripano {(Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA) para contar las células viables y

se determina fa concentracion.

REACCION MIXTA DE LINFOCITOS

En una placa de cultivo de 96 pozos de tipo "U", de la suspensién celular de bazo se afiaden § x
105a4x 105 células efectoras en un volumen de 0.1 ml a cada pozo. Se hacen pruebas por triplicado
para cada concentracion.

Para preparar Ias células estimuladoras, las células de bazo se resuspenden a una concentracion
de 4-5 x 10° células/m! en medio Dulbecco y se agregan 40 ug/ml de mitomicina C (Sigma chemical
company, Saint Louis, MO, USA}. Se incuba a 37°C en oscuridad durante 1 h y posteriormente se lava
tres veces con un exceso de medio Dulbecco para retirar cualquier traza del antibiotico. Se resuspenden
las células en 1 mi de RPMI 1640 suplementado y se¢ toma una alicuota para determinar. Ja
concentracion. Se afiade a los pozos con las células efectoras la concentracion adecuada (que debe ser
determinada mediante una curva patron) de células estimulatorias en 0.1 ml de medio. Los cullivos
control se preparan igual, pero como estimulo se afaden a cada pozo células singénicas mitomizadas,
que no deberfan estimular a las células efectoras. .

Se dejan las placas de 3 a 6 dias en una incubadora a 37°C, con una tension del 5% de COp .
Transcurrido este tiempo de estimulacién, se afiaden 10 pl de medio de cultivo con 0.5 uCi de [3H]
timidina a cada pozo y se incuban durante 18 hrs. Posteriormente se cosechan las ce’lula.; y se miden las
cpm en un contador de centellea beta. Los datos se presentan como la relacion de las cpm obtenidas en

los cultives control y estimulados, Se divide ¢! promedio de las cpm de los cultivos estimulados entre el



promedio de las cpm de fos cultivos cantrol y e} resultado se expresa como "fndice de estimulacion”

UE).

ENSAYO DE CELULAS NK

Este ensayo de actividad de células asesinas naturales (NK) esta basado en el método de Coligan
et al. (1991), con pequeiias modificaciones.

Se ajusta con RPMI 1640 suplementado una suspension celular, a la que en vez de agregarle
solucion hemolisante se le hizo pasar por un gradiente de Ficoll-Hypaque, para obtener la concentracion
de cdlulas efectoras adecuada para el ensayo.

 Las células blanco YAC.! se resuspenden en 0.7 ml de suero fetal bovino (Gibco BRL,
Gaithersburg, MDD, USA) con una concentracion de 1-2 X 107 células/ml. Se les afiaden 0.3 mi de una
solucién acuasa de 31Cr (cromato de sodio (N2,Cc0.’"), Amersham Intemational, Buckinghamshire,
England) y se dejan incubando a 37°C, 5% COj durante 2 horas. Se lavan las células tres veces con
medio Dulbecco y se resuspenden en 1 ml de RPMI 1640 suplementado. Se tifien con azul tripano
(Gibeo BRL, Gaithersburg, MD, USA) para contar las células viables y se detenmina Ia concentracion de
la suspensidn. A los pozos de tipo "U* con las células efectoras se afiade en 0.1 mi la cantidad de células
blanco que experimentalmente se hays determinado funcionen mejor. También por triplicado se cargan
con células marcadas con 31Cr pozos con 0.1 ml de una solucion al 2% de SDS y de medio solo, para
obtengr los valores de "liberacton total” y “liberacién espontinea”, respectivamente. Se centrifugan las
placas brevernente a 1800 rpm para bajar las células al fondo de los pozos, y se dejan incubando durante
4 horas a 37°C, 5% CO;. Tras este pesiodo de incubacidon se toma, con cuidado de no Hevarse jas
células, €l sobrenadante y se deposita en un tubo para el contador de radiacion gamma. Con las cuentas

por minuto se reafiza la siguiente operacion para obtener el porcentaje de citélisis (Actividad NK):
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cpm experimentales - cpm fiberacion esponténea
% Lisis = coereea: X 100
cpm liberacion total - cpm liberacion espontdnea

Donde: cpm cxperimental = células efectoras + células blanco
cpm liberacion total = células blanco con SDS al 2%

cpm liberacidn espontanea = Células blanco con RPMI 1640 suplementado

ENSAYO DE CELULAS CTL

Este ensayo para medir fa activifad de los linfocitos T citotéxicos (CTL) es ung leve
modificacién del método de Coligan eti al. (1991),

De hecho, es una mezcin de los dos protocolos anteriores, pucs consiste en co-cultivar 1 parte de
células efectoras con 2 partes de células estimulatorias tratadas con mitomicina C durante 6 dias en una
incub;adora 8 37°C, 5% CO4. Sc emplean cajas de cultivo de 24 pozos con fondo plano, con 2 ml de
medio RPMI 1640 suplementado por pozo, y una concentracion celular méxima de 2 X 106/ml.
Transcurridos los 6 dias de co-cultivo, se enfrentan las células efectoras a células blanco marcadas con
S1cr. Tanto 1a metodologia, como los céleulos a realizar son iguales a los de los protocolos anteriores,

gor lo cual sc omiten.



IV. RESULTADOS
1.~ INMUNIDAD DE TRANSPLANTE
A. ALOTRANSPLANTES DE PIEL

La primera seric de operaciones que se llevo a cabo fie siguiendo la técnica de Bailey y Usama
(1960), que emplea pequedas secciones dz piet de cola. Esta técnica es de facil y rapida realizacion, pero
tiene el inconveniente de que los transplantes, al no estar suturados, frecuentemente se desprenden.
Ademas, al ser muy pequeiia la cantidad de piel transplantada, a veées es necesario inspeccionarla con Ja
ayuda de una lupa. Ademas, se ha reportado que el rechazo de un alotransplante es mas rapido
utilizando piel del cucrpo que de la cola del animal, pues la primera tiene una mayor concentracion de
célutas de Langerhans que la segunda (Rosenberg y Singer, 1992). Por lo anterior, decidimos trabajar
siguiendo la técnica de Billingham y Medawar (1951), que utiliza secciones de piel del dorso de los
animales.

El curso del rechazo de alotransplantes lo cuantificamos arbitrariamente asignando un valor
nurnérico al aspecto del tejido transplantado (O = normal (coloracton normal), 1 = bien (bordes rojizos),
2 = regular (irritado y rojizo), 3 = mal (inflamado), 4 = necrosado, 5 = despegada).

Como se aprecia en Ia figura 1.1, tanto los animales BALB/k parasitados como controles
rechazaron los alotransplantes en un lapso de 7 dias. No se detectd ninguna diferencia significativa cn el
curso del rechazo de los alotransplantes entre los animales infectados y los que hablan controlado la

parasitosis. No se detecté rechazo en animales BALB/k transplantados con piel de BALB/k.
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FIGURA L1 Tr 1 de ple! con ani BALSB/ tomo receptores. S¢ utitizaron Jotes con n = 10, BKC/Bk

= Animal BALB/ controf con piel de BALB/k; BkC/Bc = Animal BALRB/ control con picl de BALB/c, BkP/Be = Animal
BALB/ parasitado con picl de BALB/c,

Los resultados obtenidos con los transplantes de animales BALB/c esencialmente son iguales a
los anteriores (véase la figura.1.2). Se observd una cinética de rechazo de los alotransplantes con
diferencia de un dia entre los animales parasitades y los controles. Puesto que nuestro método para
adjudicar valores de rechazo es subjetivo, la diferencia de un dia entre log grupos control y parasitados
no puede ser considerada significativa.

Siempre se observd que los animales BALB/k rechazaban fos alotransplantes mis rapidamente
que los animales BALB/c, La diferencia entre los animales BALB/c y BALB/k controles fue minima,
pues de nueva cuenta solo fue de un dia (véase la figura 1.3). La diferencia en la cinética de rechazo
entre los animales de ambas cepas parasitados siesun poco mas notoria, pues hay una diferencia de dos
dias (véase la figura 1.4). Sin embargo, tomando en cuenta que los animales BALB/k en general
rechazan los alotransplantes un dia antes que los BALB/c, Ia diferencia entre ambos grupos disminuye

notablemente, y no se le puede considerar muy sigaificativa.
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FIGURA 1.2 1r de picl con animales BALB/c como receptores. Se utilizaron lotes con n = 10, BcC/Be =

Animal BALB/c control con picl de BALB/c; BcC/Bk = Animal BALB/c control con piel dc BALB/k; BcP/Bk = Animal
BALB/c parasitado con piel de BALB/.
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FIGURA 1.3 Transp de piel con animales BALB/c y BALB/K controles como receptores, Se utilizaren lotes

con n = 10, BcC/Bk = Animales BALB/c control con piel de BALB/k: BkC/Bc = Animales BALB/k control con picl de
BALBf.
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FIGURA 1.4 Transplantes de pic! con animales BALB/c y BALB/k parasitados como receptores. Se utilizaron
lotes ¢on n = 10. BcP/Bk = Animales BALB/c parasitados con piel de BALB/k: BKP/Be = Animales BALB/ parasitados
con picl de BALB/c.

B.- REACCION MIXTA DE LINFOCITOS

Los ensayos de proliferacion celular son un método confiable y de sencilla realizacién que

permiten diagnosticar la i petencia de un animal, a pesar de que la proliferacién no es una

medida dirccta de 1a funcidn efectora de los linfocitos. En general se basan en la activacion especifica o
inespecifica de células T virgenes, lo que Heva a 1a produccibn de citocinas, a 1a expresion de los
receptores para fas mismas, y finalmente, a Ia proliferacién de los linfocitos activados.

El método de reaccion mixta de linfocitos se basa en utilizar un tipo celular como estimulo para
la proliferacién de un segundo tipo celular con distinto haplotipo. El grupo de cé\ulas. que s¢ emplea
como estimulo antigénico es tratado con mitomicina C, que se une covalentemente al DNA e inhibe su
proliferacién. El grupo celular efector reconoce como antigenos ajenos a las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad de las células estimuladoras. En nuestro caso empleamos las células de

bazo de ratones BALB/k como efectoras y las de ratones BALB/c como estimuladoras.
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Este experimento se flevd a cabo en ratones transplantados con ¢l objcto de detectar si habia una
diferente capacidad celular de reconocimiento de aloantigenos entre los grupos parasitados y controles,
Los animales BALB/k sin ninguna manipulacion de cualquier modo hubiesen reaccionado contra las
células de BALB/c pues tienen distinto haplotipo. Se queria determinar si la presencia constante del
transplante sensibilizaba a Jas células efcctoras del raton receptor durante el proceso de rechazo, y si su
actividad correlacionaba con ¢l mismo.

La técnica de reaccion mixta de linfocitos requiere que se determinen experimentalmente las
mejores condiciones para cada cepa murina en particular. Se ensayaron cultivos mixtos con 0.5, 1,2y 4
x 105 células efectoras y 2,4 y 8 x 105 células estimuladoras por pozo, cultivadas durante 4, 5y 6 dias
antes de agregar la timidina tritiada al medio de cuftivo. Decidimos utilizar en nuestras determinaciones
experimentales 4 x 105 células estimuladoras por pozo, y a pesar de saber que la mejor respuesta se
obtiene con 2 x 105 células efectoras, también utilizamos en ¢l ensayo 0.5, 1 y 4 x 105 células efectoras
para tener una vision mis completa del fendmeno y un punto de referencia interna. La proporcion 1:2 de
células efectoras:estimuladoras consistentemente presenta un buen indice de estimulacion (IG).

Otro factor que tomamos en consideracion para clegir esta proporcion, es que es la misma gue se
utiliza rutinariamente en ensayos de actividad de linfocitos T CD8* citotéxicos (CTL). Se obtuvo una
serie de curvas de dosis/respucsta del IE ascendente al utilizar las concentraciones de 0.5, 1y 2 x 105
células efectoras, pero al emplear 4 x 105 células, & veces se obtiencn curvas descendentes (datos no
mostrados). Suponemos que ésto se debe a efectos inhibitorios de la excesivamente alta concentracion
celular en cada pozo.

El experimento se realizé con 3 grupos de tres ratones BALB/k de cada sexo cada uno, tanto
controles como parasitados. Se sacrificaron a los 5, 7 y 9 dias posteriores al transplante para obtener sus
células de bazo para el ensayo de MLR. De los tres animales de cada grupo se hizo una poza de células

para la determinacion. En las figuras 1. 5, 6 y 7 se muestran los resultados obtcnidos en los ensayos con

el

05, 1y2x 105 células efectoras y4x 105 células esti ras, respectiv
Como se aprecia cn las graficas, y como se apoya también en el anilisis de varianza, en las
determinaciones de MLR con 0.5,y 1 x 105 cdlulas efectoras no existe una diferencia significativa en la

capacidad celular de reconacer aloantigenos entre los animales control y parasitados.
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leando 0.5 x 105 células efectoras y 4 x 105 células =stimuladoras.
= Machos control; M Para = Machos parasitados; H Cont

FIGURA 1.5, Reaccién mista de linfoci
Se emplearon pozas celulares de 4 ratones cada une. M Cont
= Hembras control, H Para = Hembras parasitadas,
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FIGURA 1.6, i6n mixta de linf Jeando 1 x 105 céiulas efectoras y ¢ x 105 célubas estimuladoras, Sc
emplearon pozas celulares de 4 ratones cada unl. M Cont = Machos control; M Pama = Machos parasitados; H Cont =
Hembras control; H Para = Hembras parasitadas.



El anilisis de varianza de estas dos determinaciones MLR indica lo siguiente:
- En ta determinacién con 0.5 x 103 células efectoras se encontrd que las diferencias entre los promedios
de los indices de estimulacién (IE) son significativas, con una F = 0.0289. Sin embargo, el analisis de la
varianza atribuible a cada una de las clases indica que ningin factor (sexo, dia del ensayo, ni estar o no
parasitado), ni la interaccion entre ninguno de cllos es significativa.
- La diferencia entre los promedios de los IE con 1 x 105 células efectoras tiene una F = 0.1966, y por lo

tanto no es sigrificativa.

MIR TRANSPLANTES
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FIGURA 1,7, Reaccién mixta de linfocitos empleando 2 x 105 cétulns efectoras y 4 x 105 células estimuladoras. Sc
emplearon pozas celulares de 4 ratones cada una. M Cont = Machos control; M Para = Machos parasitados, H Cont =
Hembras control; H Para = Hembras parasitadas,

La determinacién MLR con 2 x 10° células cfecto;'as indica que los animales parasitados de
ambos sexos presentan una menor actividad de reconocimiento de aloantigenos que los controles.
Ademés, en esta determinacion se obtuvo un IE mayor a 1 y el anilisis estadistico documenta una alta
significancia de las diferencias de los promedios, con una ¥ = 0.0001. El andlisis de la varianza atribuible
a cada una de las clases indica una alta significancia de las diferencias atribuibles al factor dia, con una F

= 0.0001, El tratamicnto, o sea ¢l estar o no parasitado, tambicn cs significativo, con una F = 0,0051.



2.- INMUNIDAD Y CANCER
A. INOCULACION DE CELULAS HeLa

En ¢l primer ensayo se aplicaron subcuténcamente 1 x 107 células HeLa por ratén. Esta cantidad
es alta, pues en ensayos con ratones atimicos sc emplean rutinariamente 1 x 106 células por animal
(Ovseiovich, 1993). Decidimos, sin embargo, utilizar mayor ntimero de células en primer término porque

_nuestros animales no son atimicos, y en segundo, pues no sabiamos siquiera si iban a crecer las células
neoplasicas. Inicialmente se contaba con cuatro grupos experimentales; machos y hembras, parasitados y
controles. Se perdio el grupo de los animales macho control. Asi pues, en la primera determinacion sélo
chaptiﬁcamos la evolucién del tumor en los restantes tres grupos. Con un vernier se midié diariamente el
area aproximada del tumor de cada animal, y se obtuvieron al cabo de tres semanas los resultados que se

muestran en la figura 2.1,

CELULAS HeLa 10 Millones de ctlulas subcutineas

20
15 1
10 }
0,5
0,0

Area del tumor (cm2)

Dias tras inocular HeLa

—o—MPam ---0---H Cont —a—H Para

FIGURA 2.1. Crecimiento subcutineo de células neopldricas humanzs Hela en ratones parasitados y control.
M Para = Machos parasitados (n = 2), H Cont = Hembras control (n = 6), H Para = Hembras parasitadas (n = 6)

En los animales hembra, tanto control como parasitados, la neoplasia alcanza dimensiones

notables en corto plazo, aunque el arcs tumoral mixima sea bastante mayor en los animales parasitados.
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En los animales macho parasitados el tumor nunca al di iones considerables, a pesar de

1l Tnad,

que fa puede ser p

En un fapso de tres semanas todos los animales ya han eliminado al tumor, el cual no volvié a
aparecer durante un lapso de tres meses, tras el cual se suspendio la observacion.

E] anilisis estadistico de estos datos indica que las diferencias observadas en el crecimiento
tumoral en los tres grupos son altamente significativas (P=> 0.05).

Resulta evidente que el control de las células HeLa por parte de los animales de cada grupo es
distinto. Nos intrigd sobremanera el hecho de observar tan marcada diferencia en las cinéticas de control
del tumor, y decidimos llevar a cabo otra serie de experimentos. Con el objeto de facilitar la deteccién
de una inmunosupresion de los animales parasitados, en esta segunda serie de experimentos inoculamos
a los ratones con una dosis menor de células tumorales (4 x 106 células HeLa). En Ia figura 2.2 se
aprecia la cinética de crecimiento de la masa tumoral en los animales de esta segunda serie.

Los machos parasitados y control presentaron un crecimiento tumoral menor que las hembras
pero igual entre si. Las hembras presentaron de nueva cuenta un mayor crecimiento tumoral que los
machos, pero la diferencia entre los grupos parasitado y control fue menor que en el experimento
anterior, Adicionalmente es de notarse que al utilizar una cantidad menor de células HeLa para el
indculo, las dimensiones que adquiricron los tumores fueron también menores en comparacion con el
primer experimento. Todos los ratones destruyeron totalmente al tumor al cabo de 17 dias.

El analisis estadistico de este segundo grupo de datos indica que no existe una diferencia
significativa debida a la parasitosis (P = <0.07). Las diferentes cinéticas de crecimiento tumoral que se

observaron entre ratones machos y hembras son significativas al 95 %,

21



CELULAS Hel a 4 Millones de células subcutineas

'§ 05
T 04 3
g 03 < T g EL
202" > o o T
= 01 - P L LTINSV . 2 o Sy :
L P A, SN, e AN i
-
0 2 3 6 7 8 8 10 11 12 13 15
Dlas tras inocular HelLa

---g---HConl ~—A——|IPars ---0---MCont —&—M Para
FIGURA 2.2 Crecimiento subcutdneo de células neoplisicas humanas HeLa ea ratones parasitados y conivol, H
Cont = Hembras conirol {n = 5); H Para = Hembras parasitadas (n = 5), M Cont = Machos control (n = 4}, M Para =
Machos parasitados (n = 4).

B.- ACTIVIDAD DE CELULAS NK'Y CTL

A fin de contar con parametros celulares de la eficacia del rechazo contra las células neoplisicas
se cuantificaron las actividades de células asesinas naturales (NK) y de linfocitos T CD8* citotéxicos
{CTL) de animales retados con células Hela, tanto parasitados como controles. Estos dos subtipos
celulares se supone que son los mds activamente involucrados en ¢l control de células neoplésicas,
aunque todavia existe cierta controversia al respecto (Mason y Morris, 1986; Yu et al., 1992).

Hicimos ensayos de actividad de linfocitos NK y CTL a los 7 y 14 dias posteriores a la
inoculacién de células HeLa, pero no obtuvimos resuitados muy claros. Las células NK mostraron una

ésta al {a concentracion de células

actividad inconsistente, pues en algunos casos di

efectoras respecto a las células blanco YAC.1 (véanse las figuras 2.3 y 2.4)
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FIGURA 2.3 Actividad de células asesinas naturales (NK) contra células YAC. l Se Im:l:mn pozas oelulares de 4
Se de

ratones para obtener las células efe . las disti actividades oblenidas con
células cfectoras/ blanco. '
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FIGURA 2.4 Actividad de células asesinas naturaies (NK) contra célufaa YAC.1. Sc hicicron pozas cclulares de 4
ratones para obtener las células efectoras. Se muesiran las distintas actividades obtenidas con diferentes proporciones de
células efectoras/ blanco.

En el ensayo de actividad de linfocitos CTL tampoco obtuvimos resultados definitivos, pues
aparentemente las células HeLa mitomizadas no estimularon la proliferacion de cste subtipo celular. Para

que los linfocitos CTL proliferen en respitesta a un antigeno es indispensable que las células que se
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utilicen como estimulo antigénico \ moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase

B | 4

1 o 11 Las células Hela, como otras células neopldsicas, no siempre presentan en su superficie
moléculas del MHC clase I (Johnson y Pober, 1994). Sec podria inducir la expresion de las mismas
estimulindolas con IFN-gamma (Blanchet et al., 1991) o caracterizar los determinantes antigénicos de
las células HeLa que empleamos, pero ésto era un trabajo muy ajeno a nuestras indagaciones centrales,
por lo que esta vertiente del proyecto tomé un curso distinto.

Decidimos caracterizar ta actividad de células CTL de animales tanto parasitados come control

) empleando un blanco que si sabemos preseata moléculas clase 1.

La cepa murina BALB/c presenta el haplotipo H-29. Sc lleva a cabo un experimento de
proliferacion de células de bazo de BALB/c empleando células de bazo de animales CS7BL/6 (11-2b)
n\itgmimdas como estimulo antigénico. Una vez estimuladas las células efectoras, las retamos con un
estimulo isogénico y uno alogénico. Como estimulo isogénico (control negative de reconocimicento)
empleamos la linea cefular LS178Y (#-29) y como estimulo alogénico (control positivo) Ia linea celular
EL4.4 (H-zb). Los resultados obtenidos en este ensayo de actividad citolitica de fas células CTL se

resumen en la tabla 1.

TABLA 1.
ACTIVIDAD CTL

Células efectoras BALB/c (H-29) en proparcién 50:1 respecto a células blanco

Animal Iso-reconocimiento Alo-reconocimiento
Hembra Control 2% 15%
Hembra Parasitada 0% 9%
Macho Control 2% 21%
Macho Parasitado 3% 19%

En ensayos de citotoxicidad se considera generalmente que un valor menor al 10 % no es
significativo, pues refleja ruido de fondo. Asi pues, se puede apreciar que las células esplénicas de los
animales BALB/c parasitados y controles no reconocen a las células isogénicas L5178Y. Sin embargo si

hay diferencias en el reconocimiento del estimulo alogénico de las células EL4.4. Las hembras
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parasitadas no reconocen al aloantigeno y las controles {o hacen pob: te. Los animales macho

reconocen bien el estimulo antigénica, si bien los controles 1o hacen un poco mejor que los parasitados.



3.- INMUNIDAD CONTRA INFECCIONES
A. COINFECCION CON Toxoplasma gondii

Eligimos & T. gondii para nuestro primer experimento de co-infeccion, pues es un pardsito
oportunista por excelencia. Este tipo de organismos suele entrar 2 un hospedero y permanecer latente
hasta que ©f sistema inmune del mismo se debilita (véase ef apéndice 2), por lo que, pensamos, seria un
buen indicador del estado inmune general de nuestros animales experimentales.

Con ¢l objeto de indagar si 7. crossiceps emplea mecanismos inmunosupresores de distinta

intensidad durante el curso de la infeccidn se trataron animales con distintos tiempos de infeccion. Ea

una prinera sesion se trataron animales con 1y 12 de infeccion por 7. crassiceps. El grupo de

t semana supusimos que se encontraria en las etapas iniciales de la confrontacion hospedero-parasita,

cuanda éste Gltimo esté librando contra el sistema inmune del hospedero la decisiva batalla por lograr un

cstado favorable para su implantacion y crecimiento. En c , en ¢l grupo con 12 semanas de

infeccibn supusimos que el parfsito ya habla establecido un entomno propicio para sf en el hospedero.
Para esta primera coinfeccidn utilizamos una cepa de 70 gondii no atenuada que se adminisira
intraperitonealmente.

Los animales control y con 1 y 12 semanas de parasitados comenzaron a morir a partir del 5° dfa

posterfor a la inoculacion de T. gondij (véanse las figuras 3.1, 2, 3y 4).



COINFECCIONT. gondis (1000p1P.)
1 semana de infeccion T.crassiceps

el

oB5888

Porcentsje de muerte

— .

6 7 8 9 10 1 12

Dias post-inaculacitn con T. gondii
-0~ Hembras Control ~a— }lembras Parasitadas

FIGURA 3.1 Co-infeccibu intraperitoneal con Taxopl, gondii. Sc empl lotesconn=5P=082
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FIGURA 3.2 Co-infeccitn intraperitoneal con Taxopl gondil , Sc empl lotes conn = 5. P = 0.045
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COINFECCION T. gondii (1000 p IP.)
12 semanas de infeceidn T.crassiceps
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FIGURA 3.3 Co-infeccién intraperitoneal con Taxopl gondii. Se emp! lotesconn=5.P =026
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FIGURA 3.4 Co-infeccidn intraperi | con Toxopl gondii, Sc empl lotescon n=35.P=0.3

Los ratones macho control de este Ultimo grupo sobrevivieron durante mas de dos meses. Los
anlisis estadisticos no otorgan mucho valor a los animales sobrevivientes, pues los consideran como

parte de la cola de una distribucion normal.
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El hecho de haber comenzado a observar una fuerte mortafidad a apenas la semana de la
inoculacion con 7. gendii nos hizo pensar que la dosis que empleamos era demasiado alta, por lo que en
una segunda ctapa inoculamos una cantidad 10 veces menor del protozoario. Puesto que ademas la
cinética de mortalidad de los grupos con una y doce semanas de infeccion por 7. crassiceps no era muy
distinta, y por razones de tiempo, coinfectamos animales con seis semanas de parasitados.

En el grupo de las hembras la tendencia de los animales parasitados a soportar mejor la
coinfeccion que los animales control se hizo mas clara, pues ahora se observé una diferencia de diez dias

entre ambos grupos para obtener un 100% de mortalidad (véase la figura 3.5).

COINFECCION T gondii (100 pIP.)
G scmanes de infeceion T.crasticeps
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~0- Hembras Contro} —— Hefubras Parasitad

FIGURA 3.5 ¢ intraperitoneal con Faxopls gondii . Se cmpl lotesconn =35, P=004

P

Los machos comenzaron a morir un poco después que la hembras, 10 que nos indica que éstas

son naturalmente mas susceptibles a Toxoplasma gondii (véase la figura 3.6).

28
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FIGURA 3.6 Co-infeccién intsaperitoncal con Taxgplasma gondii . Sc emplearon [otes conn=S5. P = 0.29

Con el objeto de determinar si la proteccién parcial de las hembras parasitadas por 7. crassiceps
a la infeccion intraperitoneal por 7. gomdii cra gencralizada, sc realizé una tercera coinfeccion de
animales con 12 semanas de infeccion con una cepa atenvada de 7. gondii aplicada subcutaneamente,
Los resultados se muestran en las figuras 3.7 y 3.8, Ya no se aprecia en ningin grupo una tasa de

mortalidad estadisticamente diferente entre los animales parasitados y control.
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COINFECCION T.gondit (201000 p 5C)
12 samanas infeceibn T.crassiceps
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FIGURA 3.7 Co-infeccidn subcutinea con Toxopl gondii, Hembras contro! n =9, hembiras parasitadas n = 7.
P=0.4l
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FIGURA 3.8 Co-infe beutdnes con Tavopl gondii. Machos control =7, maches parasitados n = 6.
P=093
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B. COINFECCION CON Salmonella typhimurium,

El hecho de trabajar con el protozoario Toxoplasma gondii presentd el problema de que al ser
muy virulento la dosis minima letal es a veces un solo microorganismo, lo que es dificilmente
manipulable. Por ello decidimos intentar una coinfeccion con una bacteria menos compleja y menos
virulenta que ¢! protozoario. Elegimos a Salmonella typhimurium (Davis et al., 1983), que se puede
también administrar por via intraperitoneal u oral,

Antes de retar a animales parasitados y control establecimos la dosis letal 50 (DL 50) de [a cepa

'bactcrinna. Por via intraperitoneal resulté ser muy virulenta, pues mato a todos los animales en un lapso
de 6 dias, sin mostrar grandes diferencias segiin la dosis de bacterias empleada (véanse las figuras 3.9 y

3.10).

DETERMINACION DL 50
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FIGURA 3.9 Determinacién de Ia dosis letal 50 para Salmonelln Gphimurium por via inteaperitoneal. Sc
emplearon lotes con n = 6. Los nimeros indican la cantidad de b ias que fucron admi
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DETERMINACION DL 50
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FIGURA 3.10 Determinacién de 1a dosis letal 50 para Salmonella typhimurium por via intraperitoneal. Sc
cmplearon lotes conn =6, Los nimeros indican Ja cantidad de bacterias que fucron administradas,

Como se aprecia‘cn las figuras, practicamente son iguales las susceptibilidades de ambos sexos a
la bacteria por esta via de administracién. Por no haber diferencia significativa entre aplicar 6, 60 o 600
bacterias, y por ¢f hecho de que la muerte sobreviene en poco tiempo, decidimbs emplear la via de
administracién oral. )

La cantidad de bacterias requerida para una infeccién por via oral es mucho mayor que la
necesaria por via intraperitoneal. Decidimos, para una aproximacion, emplear dos indculos, de 5 x 107 y
de 1 x 108 bacterias en 0.1 ml, En esta determinacion fue patente el hecho de que existe una diferente

susccptibilidud a Salmonella typhimurium entre Jos dos sexos (véanse ias figuras 3.11 y 3.12),
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DOSIS LETAL 50 ORAL S, pyphimurium
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FIGURA 3.11 Determinacién de la dosis letal 50 para Salmonella typhimurium por via oral. Se emplearon lotes
conn=6. Los nimeros indican la cantidad de bacterias que fucron administradas.

DOSIS LETAL 50 ORAL S. gyphimurium
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FIGURA 3.12 Determinacitn de 1a dosis leta) 50 para Salmonella typhimurium por via oral, Se cmplcaron lotes
conn=6, Los niimeros indican la cantidad de bacterias que foeron administradas.

Con ¢l objeto de ampliar un poco el lapso requerido para obtener una mortalidad del 100 % ¢n
ambos grupos, decidimos aplicarles dosis menores a los animales; a las hembras I x 106 bacterias y a los
machos 1 x 107. Ademas sangramos a los animales cada tercer dia para cuantificar fa bacteremia

(cantidad de bacterias) cn sangre.
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Para tener datos de la virulencia de la cepa bacteriana empleada, se les aplicaron a animales
testigo (sin ningun tratamiento) de ambos sexos dosis de medio logaritmo por arriba y medio por abajo
de las empleadas con los grupos experimentales (Hembras: 5 x 106 y 5 x 105; Machos: 5 x 107 y 5 x
106).

Con los machos obtuvimos una mortalidad muy alta (véanse las figuras 3.13 y 3.14).

COINFECCION Salmenella typhimurium
12 semenas de infeccién 7. crassiceps
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FIGURA 3.13 Co-infeccitn oral con Samonella typhimarium, S¢
1x 107 bacterias.s

p lotes con n = 6. Sc utilizé un indculo de
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FIGURA 3.14 Infeccién oral con Sal Ita typhimurium. Se empl
indicados eén la grifica,

lotes con n = 6. Se utilizaron los inéculos
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Las bacteremias de los machos arrojan datos interesantes (véanse las figuras 3.15 y 3.16), pues
los animales pasasitados presentaron concentraciones bacterianas en sangre notablemente mayores que

los controles. Al dia 7 ya murieron todos los machos.

BACTEREMIA Salmonella typhimurium
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FIGURA 3.15 Bacteremia en sangre de Yos animales macho.

FIGURA 3.16 Cajas dc Petri
dé Ia bacteremia de Jox snimales
macho cootrot y pacasitados ef
dis $. En la parte supesior sc
presentan las cajas de dos animales
contsof, ¥ en la inferior fas de dos

parasitados.
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1.a diferente cinética de mortalidad que presentaron los animales hembra parasitados y control es
marcada (véase fa figura 3.17) y hace patente que los primeros se ven afectados mas ampliamente y en
un Japso mas breve que fos segundos, En los animales testigo observamos una montatidad de alrededor
del 80 % (véase la figura 3.18).
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FIGURA 3.17 Co-infeccién orat con Sals 1l imurium. Se
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Las bacteremias de las hembras correlacionan en mayor medida con las curvas de mortalidad
(véanse las figuras 3.19 y 3.20), pues a mayores concentraciones bacterianas se observa mayor nimero
de muertes. Al dia 8 ya murieron todas las hembras parasitadas. Las controles sobrevivientes eliminaron

totalmente a las bacterias en un lapso de 2 semanas,

BACTEREMIA Salmonella syphimurium

85888
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FIGURA 3.19 Bacteremia en sangre de los animales bembra.

FIGURA 3.20 Cajas de Petri
de 1a bacteremin de los animales
hembra control y parasitadas e]
dia 4. En la parte superior sc
presentan las cajas dc tres animales
control, y en la inferior las de dos -
parasitadas.,
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V. DISCUSION GENERAL

Tomando en cuenta los antecedentes que documentan alteraciones inmunologicas en los
animales parasitados por Taenia crassiceps, realizamos ensayos para sondear la trascendencia de la
inmunosupresion para Ia inmunidad general de los mismos.

TInvestigamos la inmunidad de transplunte con el objeto de probar dos hipdtesis. La primera era
que 2 parasitosis, al alterar la respuesta inmune hacia la inmunidad humoral, favorecia la implantacion
'de un tejido con haplotipo distinto al del hospedero. Esto lo hicimos tomando en cuenta que se ha
descrito que una respuesta celular de tipo THI es la preferencialmente involucrada en la climinacion de
alotrangplantes (Dallman et al,, 1993), La segunda cra que Ja tolerancia que 7. crassiceps induce para si
niismo es extensiva a las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de la cepa
murina BALB/c. Algunas proteinas de 7. crassiceps son similares a las del MHC de los ratones BALB/c
(Sciutto, com. pers.), y al inducir tolerancia hacia elles aventuramos que podria inducisla también hacia
¢l MHC de BALB/c.

Todos los animales, parasilgdos o no, rechazaron los alotransplantes en tiempos similares. El
rechazo de los alotransplantes lo evaluamos de manera arbitraria, por lo que no sablamos qué tanto
crédito otorgar a la ligera diferencia de un dia que observamos en algunos casos. El ensayo de reaccidn
mixta de linfocitos (MLR) es uno de los més indicados para evaluar Ia capacidad celular de una cepa
para detectar células con haplotipos diferentes, por lo cual lo realizamos para establecer si las pequefias
diferencias en las cinéticas de rechazo eran significativas o no. v

Los resultados de los ensayos de MLR apuntan a gue los animales parasitados tienen menor
capacidad de deteccion y eliminacion de tejidos ajenos que los animales control. Pcnsamos, sin embargo,
que las pruebas in vifro no reflejan en su totalidad el complejo proceso de rechazo de un alotransplante.
La respuesta a la pregunta especifica de si las células de los animales parasitados son menos capaces de
enfrentarse a aloantigenos que las de los animales control es afirmativa. Sin embargo, si el animal

parasitado entero se comporta igualmente capaz gue uno control para rechazar un tejido ajeno, quiza
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deba atribuirse mas crédito a esta segunda respuesta que a la prueba que pretende ser un correlato de
ésta. »

De la misma manera, los estudios de la inmunidad hacia el cincer indican que los animales
parasitados controlan ¢ reto antigénico en tiempos similares a los controles, si bien las pruebas in vifro
de la actividad de las células CTL indicaron algunas diferencias entre las hembras parasitadas y control.
En el primer experimento las hembras parasitadas presentan un mayor crecimiento de células Hela que
las controles. Aunque en el segundo el crecimiento en ambos casos es menor, las parasitadas siguen
presentando mayor masa neoplasica que las controles. Sin embargo, todos los ratones rechazaron la
neoplasia.

Resulta interesante el hecho de que la actividad de Jas células CTL corresponda a la cinética de
proliferacién de HeLa durante los primeros dias: una baja actividad CTL cotresponde a un crecimiento
neoplasico relativamente alto, y viceversa. Se puede pensar que fas células HeLa crecen notablemente
mejor en Jos animales hembra que en los macho debido a que esta linea celular proviene de un carcinoma

cérvico-uterino, y que algin factor femenino, como los estrdgenos, estimula.su crecimiento. Sin

d

de ello.

embargo, nuestros datos de ninguna pr prucbas contu
La infeccién por T. crassiceps resulta en una proteccion parcial ante la coinfeccion’

intraperitoneal por Toxoplasma gondii, pero esta proteccién desaparece cuando el protozoario se

1 Tead,

ra subcuta Los obtenidos con la coinfeccion intraperitoneal son contrarios

a nuestra hipbtesis de que los animales parasitados serian mas susceptibles que los animales control,

S bt

pero los de la coinfeccion subcutanea no. Es que los microambi que imperan en cada
tejido o zona morfolégica del animal son determinantes para el curso de cualquier infeccion. Una
novedosa manera de abordar este tema es la llamada "inmunoecologia”, que considera al hospedero
como un medio ambiente con distintos nichos, en donde hay depredadores y presas (Seed, 1993;
Wassom, 1993). En este sentido Tuenia crassiceps y Toxoplasma gondii son organismos que intentan
colonizar el mismo nicho ecoldgico, el peritoneo del animal, pues en él fueron inoculados. En este nicho

las células del sistema inmune hacen las veces de depredadores, y controlan las poblaciones de presas,

Los cisticercos alojados en el peritoneo del raton no son rechazados por las células del sistema inmune
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de éste, pero sin duda si las estimulan, ya sea positiva o negativemente, como se ha reportado para éste
y otros parasitos (Williamson and Greenwood, 1978, Scott and Farrel, 1981; Petersen ef al., 1982,

Ramatho-Pinto ef al., 1984; Good and Miller, 1976; Molinari ef al., 1989; Ibid., 1993; y véase adem4s el

Yot t

apéndice 2). Entre las células que probablemente se hallen estir positi se los
macrofagos peritoneales, y son éstos los que podrian estar ocasionando la diferente cindtica de
mortalidad. Al hallarse activados, facilmente podrian afectar a Toxoplasma gondii, por lo menos en un

inicio, dando como resultado que Jos animales parasitados tengan mayor sobrevida.

) Para estudiar el papel que los macrofagos peritoneales d pefian en ese comportami y
para desenmascarar una posible inmunosupresion en otras regiones del aparato inmune, se realizb la
serie de coinfecciones subcutaneas con Toxoplasma gondii. Los datos de la coinfeccion subcutinea
cbmpnneban que la resistencia relativa de Jos animales parasitados estéd limitada al peritoneo y tal vez
dependa de los macréfagas peritoneales, o algiin otro tipo celular en la cavidad peritoneal, que por su
cstado de activacion son capaces de interferir con la infeccion por Toxoplasma gondii, mas no logran
eliminatlo por completo. Este resultado indica que las condiciones inmunolégicas que imperan en cierto
nicho, no necesariamente son extensivas al resto del hospedero.
" Las coinfecciones con Saimonella typhimurium indican que los animales parasitados son mis
susceptibles que los contreles. Las curvas de mortalidad y las cifras de bacteremia asi fo indican.
Se puede argumentar que la cinélica de mortalidad y la bacteremia son dos funciones
relacionadas entre si, o que no existe un vinculo causal inmediato entre ellas. La parasitosis por 7.
crassiceps seguramente afecta a los animales hospederos de distintas maneras, y a distintos niveles. Esto

puede conducir a que la ibilidad a Sal) Ila typhimurium no esté directamente relacionada con

P (4

el nimero de bacterias. Se podria pensar que {a virulencia de las bacterias, o la susceptibilidad de los

ratones a las toxinas bacterianas son algunos de los pariametros real determi para la
mortalidad. Un punto a favor de que la determinacién de bacterias en sangre es un pardmetro vélido del
estado de salud de los animales es que, en el curso del experimento, nos sirvié para predecir

certeramente qué ratones iban a morir en los proximos dias. Creemos que el hecho de que la bacteremia
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tuviera valor predictivo de la evolucion de las curvas de mortalidad es un fuerte apoyo a nuestra idea de
que ambas funciones estin relacionadas entre si.

La inmunidad contra S. lyphimurium se basa, en primera instancia, en la produccion de
anticuerpos que opsonizan al microbio, y en segunda, en la aniquilacién de los mismos por parte de los
macrofagos (Davis ¢f al,, 1983). Tomando en cuenta que los animales parasitados presentan una
inmunidad de tipo TH2, seria de csperarse que contendieran eficazmente contra la bacteria, pues este
tipo de inmunidad preferencialmente es humoral (Sher y Coffman, 1992). Se ha reportado que los
ratones parasitados por T, crassiceps producen niveles considerables de anticuerpos contra el parasito
(Terrazas et al., 1994), pero no se han hecho estudios acerca de la capacidad de los mismos para
producir anticucrpos contra otros antigenos. Los animales parasitados probablemente no puedan montar
una respuesta humoral efectiva contra otros antigenos porgue su sistema TH2 ya cstd “gastado”, o
porque ¢l parisito de alguna manera restringe los isotipos disponibles para formar inmunoglobulinas. Ef
papel que desempeiian los macrofagos no puede ser evaluado correctamente en los animales parasitados
hasta que se haya resuelto lo anterior, pues éstos dificilmente podran fagocitar bacterias no opsonizadas,
independientemente de su estado de activacion.

En los experimentos aqui presentados las hembras, en general, fueron menos eficaces que los
machos para enfrentar los distintos retos antigénicos y patogénicos a que los sometimos. Nos parece que
en el caso de la interaccion entre el sistema inmune y el sexo de un individuo no se puede hablar de

generalidades, sino tnas bien de casos particulares. Si bien se ha documentado ampliamente que, en

general los andrégenos y los progestag inhiben la resp) inmune, mientras que los estrogenos
muestran la tendencia opuesta (Grossman, 1984; Thid, 1985; Ahmed et al., 1985; Alexander y Stimson,
1988; Schuurs y Verheul, 1990), los resultados obtenidos en nuestro laboratorio acerca del efecto
inmunodepresor del 17-beta-estradiol (Larralde et al., en prensa; Tervazas ef al., 1995) y los datos
presentados en estz tesis indican lo contrario.

Es pues evidente que el cisticerco de Taenia crassiceps logra permanecer en el hospedero sin

interferir letalmente con el funcionamiento del sistema inmune del mismo. Esto es una importante
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leccién que necesita ser estudiada a mayor profundidad y que ofrece la posibilidad de tener aplicaciones

principalmente en el campo médico de lai logia de tr: es

P

Los mecanismos por los que 1. crassiceps logra su permanencia en el hospedero parecen no ser
ni exclusivamente inmunosupresores ni establecedores de tolerancia general a aloantigenos particulares,
que serfan dos vias para acceder a un estado propicio para su proliferacion. La diferencia entre
inmunosupresion y tolerancia es, tal vez, sdlo importante desde el punto de vista conceptual, pues la
primera puede tener como resultado la segunda. Una de las principales diferencias entre los mecanismos
supresores de la respuesta inmune (véase el apéndice 2) y los inductores de tolerancia (véase el apéndice
1) es que los primeros se pueden establecer en cualquier momento, mientras que los segundos

.

pr p 1te se

tahl

en durante la ontogenia y después se auto-mantienen (Wood, 1992, Qin et al.,
1993). Ademis, la inmunosupresién no es especifica, pues permite el desarrollo de patdgenos en
general, mientras que la tolerancia es muy especifica para un conjunto de antigenos, Otra diferencia
importante es que la inmunosupresion es un fendmeno que afecta al animal en su totalidad, mientras que
la tolerancia puede estar localizada en algin tejido o zona morfoldgica (Grossman ef al., 1986; Coutinho
et al., 1993},

La relacién hospedero-parésito debe ser una combinacién delicada de un sistema inmune tanto
suprimido como vigorosamente efectivo (Grossman er al., 1986). Debe estar suprimido en la vecindad
inmediata del parasito, mientras que debe ser efectivo en otras partes del cuerpo del hospedero para
prevenir invasiones adicionales desde el interior o el exterior. Este estado caracterizado por una
tolerancia localizada y una resistencia periférica se conoce como inmunidad concomitante (Ibid,):

Queda , pucs, la impresion de que el cisticerco de T. crassiceps no induce un estado de
inmunosupresion ni una tolerancia a aloantigenos de manera generalizada, sino que mas bien induce un
estado de inmunidad concomitante.

El equilibrio entre el establecimiento de una inmunosupresion generalizada o un estado de
inmuridad concomitante es muy delicado, y probablemente se sobrelape en algunas regiones. Nuestro
protocolo de investigacion indagd sobre aspectos particulares de 1a respuesta inmune, y en algunos

casos pudo haber incidido sobre estas regiones de sobrelapamiento. Los animales parasitados en general

42



responden muy bien a los diversos retos antigénicos a que los sc s, ¥ s6lo en C

notamos una cierta incapacidad de respucsta efectiva.
Es precisamente en las respuestas inmunolégicas afectadas en los animales parasitados donde se
tienen que continuar las investigaciones aqui comenzadas. Ellas son la punta del hilo que debemos jalar,

.

para ir d do y comprendicndo 1a complicada madefa de interacciones que se establecen entre el

hospedero y el parésito.
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VL. CONCLUSIONES Y PERSPECYIVAS

(H A 1

esta tesis p os ir lo siguiente:

De los objetivos que nos propusimos al
1.- La parasitosis por Taenia crassiceps no genera un estado de inmunosupresion generalizada, pues las
alteraciones inmunolégicas no son demasiado profundas, y parecen ser casi exclusivamente especificas

para T. crassiceps.

RN

2.- Los ratones presentan una jad notori diferente a los retos antigénicos
dependiendo de su sexo. En general, las hembras fueron menos eficaces que los machos para enfrentar a
los patégenos que utilizamos.

3.- Se detectaron actividades celulares particulares (MLR y CTL) cuyo funcionamiento se halla un tanto
distnunuido en los animales parasitados.

4.- Se estableci6 la importancia de los nichos del hospedero y de las céiufas inmunes de los mismos en el

curso de una infeccidn, ya sea ésta primaria o secundaria.

La perspectiva mis imponaqle de este trabajo es encontrar el medio por el cual el cisticerco de
T. crassiceps es capaz de inducir un estado de inmunidad concomitante que permite su implantacion
definitiva en el hospedero sin afectar drasticamente su responsividad inmunolégica ante otros retos. Se
podria emplear este conocimiento para mejorar la sobrevida de organos transplantados y se eliminaria la
necesidad de emplear esquemas de inmunosupresion generalizada con fammacos, que tienen muchos

efectos secundarios y no garantizan la aceptacion del tejido ajeno (Kahan, 1992).



APENDICE 1

SUSCEPTIBILIDAD A LA INFECCION PARASITARIA

A.~CISTICERCOSIS MURINA POR Taenia crassiceps: UN MODELO EXPERIMENTAL.

El metacéstodo (cisticerco) de Taenia crassiceps causa una infeccion crénica, durante la cual el

parhsito se reproduce constantemente de manera |

afectar la

por g

P

salud del organismo hospedero (Larralde ef al., 1989). El ciclo de vida de este parasito se muestra enla

figura 1.

Tacnia crassiceps

gusano adulto

o aQ
huevecillos § o3 . .
% oo medio ambiente

\.

RATON cisticercos

.

L m

gemacn(m invivo o in vitro

Jo~8~d -8

45

FIGURA 1 Ciclo de vida
del platyhelmiato Taesla

crassiceps.,



En ¢l modelo de cisticercosis experimental murina se inoculan metacéstodos en la cavidad
peritoneal de ratones jovenes. Al cabo de unas cuantas semanas se pueden recuperar de csta cavidad
gran cantidad de pardsitos (véase 1a figura 2). Dado el tamaiio macroscopico de 7. crassiceps, es sencilla

Ia cuantificacion de la carga parasitaria, pues se pueden contar los cisticercos a simple vista,

FIGURA IL2 Ratén con tres meses de infeccién cxperimenta) por Taenia crassiceps.

Un aspecto importante del modelo de cisticercosis experimental murina con Taenia crassiceps ¢s
que presenta similitudes a la teniasis/cisticercosis causada porb Taenia solium. Existe parecido estructural
y morfolégiw entre los distintos estadios de! ciclo de vida de ambos (Larralde et al., 1989; Sciutto ef
al., 1990), pero no siempre 1a semejanza morfologica implica similitud cn las respuestas inmunologicas
que dos organismos patogenos desencadenan en un hospedero (véase el apéndice 2). Si fo anterior es
'cieno, todavia es mis dificil encontrar importantes puntos de unién en parasitosis que involucran
hospederos finales ¢ intermediarios diferentes. El caso de T. crassiceps es por lo tanto importante, pues
ademas de las semejanzas cstructurales que presenta con 7. solium, compartc importantes antigenos con

el causante de la cisticercosis humana, El grado de semejanza cntre los antigenas de ambos céstodos es
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tal, que sc ha cstandarizado un método diagndstico para [a cisticercosis humana por 7. solium

empleando antigenos del fluido vesicular de 7. crassiceps (Larralde ef al., 1990).

B.- DIFERENTE SUSCEPTIBILIDAD A LA INFECCION ASOCIADA A FACTORES
GENETICOS

En ratones con disti cargas genéticas s¢ ha dc do una diferente respuesta inmune a
varias infecciones parasitarias, asi como una diferente susceptibilidad innata a las mismas (Wakelin,
1990; Sciutto ef al., 1991). Sin cmbaréo, la relacion directa de estas diferencias con el complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) sélo sc ha encontrado en algunos ca.sos,

El caso mejor diado de resi i jada a factores genéticos es el de infecciones

experim con Leish ja en distintas cepas murinas, aunque también hay estudios menos
conocidos con tripanosomas, esquistosomas y triquinas (Sher y Coffman, 1992). Un aspecto importante
de los modelos parasitarios animales es que permiten documentar el control genético de muchas
infecciones, lo cual parece reflejar los polimorfismes que controlan el procesamiento de los patogenos y
sus antigenos por parte del hospedero.

La susceptibilidad murina a la cisticercosis por Taenia crassiceps ha sido estudiada por Sciutto
et al. (1991) con gran detalle, y se conoce la influencia que el complejo H2 det MHC ejerce sobre el

curso de la infeccién, La cepa murina BALB/k es mas rfesistente a la infeccion experimental por

cisticercos de la cepa ORF que Ia cepa BALB/c, como se muestra en fa tabla 1.
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TABLA 1

Media (+ SEM) del nimero de Taenia crassiceps recuperados de 1a cavidad peritoneal de 10
ratones machos y hembras congénicos BALB/c después de 30 dias de infeccién con 10 cisticercos
delas cepas ORF o HYG / por ratdn

Cepamurina  Haplotipo H-2  Sexo Promedio de la carga Promzdio de la carga
parasitaria ORF parasitaria HYG
BALB/c d Hembra  1383%13 29.4%95
Macho 188+4.6 24309
BALB/Ab b Hembra 5214178 4412
Macho 0+0 00
BALB/X k Hembra 5424233 3£0.6
Macho 1.7£09 0x0

Tomado de Sciutto et al., 1991.

C.- DIFERENTE SUSCEPTIBILIDAD A LA INFECCION ASOCIADA AL SEXO
Histéricamente los campos de la reproduccién y la inmunologia han sido considerados como
dreas biolopicas diferentes. A pesar de que en 1898 Calzolar observo que los timos de animales
castrados antes de 1a madurez sexual eran mayores que los de animales controles, 1o que era un primer
puente entre ambas disciplinas, no fue hasta fos afios setenta en nuestro siglo que se comenzb a-estudiar
sistematicamente esta asociacion (Grossman, 1985). En estudios en animales se observd que, cn general,
fas hembras presentan una respucsta inmune humoral y celular superior' a la de los machos.
Simultincamente, en la prictica clinica se observé que las mujeres son mds resistentes a varias
infecciones que los hombres, 1o cual correlaciona ademas con su mayor longevidad (Ahmed ef al., 1985;
Bundy, 1988). Estn aparente ventajn de las mujeres y animales hembra, sin embargo, tiene el
inconveniente de también acarrear una mayor incidencia de enfermedades auto-inmunes (Ahmed ef al.,

1985; Bundy, 1988; Schuurs y Verheul, 1990).
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Una vez que se retomd el interés integrativo por buscar relaciones entre los distintos sistemas
corporales, comenz6 a generarse gran cantidad de datos interesantes. Sin embargo, los frutos de este
trabajo interdisciplinario distan mucho de haber formado un cuerpo coherente de informacion, pues
ahora es evidente la heterogeneidad de las respuestas inmunes de hembras y machos ante diversos
estimulos (Schuurs y Verheul, 1990). Sin embargo, no se puede negar la influencia que las hormonas
sexuales ejercen sobre la reactividad tanto hetero- como auto-inmune. En términos generales, los
androgenos y los progestagenos apagan fas respuestas inmunes, mientras que los estrégenos muestran la
tendencia opuesta (Grossman, 1984; Ibid., 1985; Ahmed ef ai, 1985; Alexander y Stimson, 1988;
Schuurs y Verheul, 1990), pero los trabajos realizados con T. crassiceps son una excepcion, pues
demuestran el efecto inmunodepresor de los estrogenos (Larralde e al,, en prensa; Terrazas ef al.,
1994). Los mecanismos precisos de union entre los sistemas inmunologico y endécrino no se conocen
aln, pero si se ha documentado en bastante detalle la comunicacion bidireccional entre tipos celulares de
ambos mediante tanto citocinas corno hormonas peptidicas (Blalock, 1989), Estudios que relacionan al

con el si nervioso central han arrojado datos inleresantes. Por ejemplo, se ha

caracterizado la relacidn aproximada entre el estrés, los péptidos opioides y el sistema inmune (Shavit e?
al., 1985) y la baja respucsta inmunolégica después de inducir estados depresivos mediante la hipnosis
(Zachariac ef al., 1991). Se han relacionado también las diferentes respuestas inmunoldgicas asociadas al
sexo con distintos haplotipos del MHC (Weinstein ef al., 1984).

En general los roedores hembra son mis resistentes que los machos a las infecci(.:nes parasitarias
(Schuurs y Verheul, 1990), sin embargo, la infeccidn por Taenia crassiceps constituye, pues, un caso
patticular.

Las hembras de Ia cepa BALB/c son naturalmente mas susceptibles que los machos a 1a infeccién

intraperitoneal con éstodos de T. crassiceps (Sciutto ef al, 1991, véase la tabla 1). La

gonadectomia, sin embargo, tiende a igualar las susceptibilidades de ambos sexos, pero sélo lo hace en
animales inmunoldgicamente intactos (Huerta ef al., 1992). E! efecto gonadal sobre el curso de la

infeccion probablemente esta mediado por el si i pues los principales esteroides sexuales no

afectan directamente al parasito en cultivos in vitro (Ibid.). Puesto que la irradiacion subletal aumenta la
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. o

idad de la infeccion en animales hembra g y macho i i que no

varia 1a de los hembra intactos y macho gonadectomizades, se postula que los eventos inmunologicos

que controlan ef i de Jos cisti son fados por fos testiculos e inhibidos por los
ovarios (Ibid.).
Estudios llevados a cabo en nuestro fab d que Zaenia crassiceps es capaz de
ini docrinologi a sus hosped: machos para f: un ambi permisivo 8 5u
propagacion (Larralde et af., en prensa). Los les macho p dos presentan ione:
séricas de fa h femenina 17-beta Jiot it a fas dc hembras controt de la misma edad,
y también una notable disminucién de los niveles Jes de ona. Las hemt parasitad;
tienen niveles h ies lig ‘ peri a las hembras control durante las etapas iniciales de fa
infeccion, pero después se igualan (Ibid.). Sup que el parast jputa las gonadas del
hospedero, pues en cultivos in viire ¢l cisticerco no sintetiza 17-bet fiol, principal de

este desarreglo endocrinalégico (Ibid.). Esto constituye una novedad, pues este es el primer reporte de

4

que un parasito emplea las gonadas de su hosp para indif controlar al sistema inmune en

su beneficio.

Un estudio con el helminte Parastrongylus malayensis indica que fa gonadectomia de las ratas

macho, normalmente mas susceptibles que las hembras, dismi su carga parasitaria (Kamis ef af,,

1994). Lar itucion h ! de estos animales con $io} aumenta el nimero de pardsitos, y se

postula que se debe a que esta hormona suprime fa respuesta inmunologica (Tbid.). Se implica que la

testosterona esta siendo aromatizada a estradiol en los macho parasitados, pefo no se¢

qué mecanismo se estd utilizando para lograrto. También hay un reporte de que la infeccion experimentat

bl enla idad reproductiva de los animales afectad

murina por Toxoplasma gondit crea p

(Stah! e al.,, 1994). Sin embargo se demuestra que ésto se debe 2 la disfuncion gonadal resultante de las

1 4

por el [ mas no a desarreglos endocrinolagicos
geno, 23

nes  hipe

s ala p
Un caso interesante de mencionar cn esta seccion es el de la castracion parasitaria. Consiste en

1 4 h " i

que un parisito modifica las istica ins de su hosp y su




;
|
i
!

comportamiento. El caso que mejor se conoce es el de los crustdceos parasitos del orden de los
rizocéfatos. Una larva de los rizocéfalos penetra a un cangrejo macho susceptible y crece en su interior
ramificindose. Esta parasitosis ocasiona que el cangrejo macho se feminice en sus casacteres sexuales
secundarios, como el tamafio y formg de sus palpos y caparazdn, a pesar de que sus gonadas no se

atrofian di como ia de la infeccion (Rubiliani-Durozoi et al,, 1980). Ademas, el

forma ung externa con Grganos sexuales muy parecida a los sacos con huevecillos

en ¢l abdomen de las hembras. E animal macho parasitado cuida de esta boisa como lo hacen las

_hembras y frecuenta zonas favorables al crecimiento de los huevecillos, lo que es una modificacion det

comp jento habitual del hospedero macho (Phillips y Cannon, 1978).

P

D.~- FACTORES INMUNOLOGICOS EN EL CONTROL DE LAS PARASITOSIS.

La mayor parte de las utilizadas exi en la lidad se supone actitan al
inducir anticuerpos neutralizantes, fijadores del complemento u opsonizantes de patogenos virales o

b i Se idera incluso Ia capacidad de inducir 1a produccion de anticuerpos como uno de los

pardmetros importantes para evaluar la efectividad de una nucva vacuna. Sin embargo, muchos de los
patbgenos mis comunes del mundo no son vulnerables &1 vivo al ataque de los efectores humorales
aistados (James y Scott, 1988). La proteccitn en estos casos requiere fa participacion de fa inmunidad

mediada por células para el reclutamiento y estimulacién de células que, ya sea solas © en combinacién

con los pos, d al patogs
A pesar de los esfi que se han realizado a respecto, todavia no existen vacunas eficaces
contra la mayoria de fas muchas enfermedades parasitarias | (Sher, 1988; véase apéndice 2). La

tinica excepcion seria 18 malaria, contra quien ya se cre una vacuna sintética (Patarroyo ef al,, 1988),
cuya efectividad ha ocasionado grandes controversias.
De estudios en modelos animales se desprende que los linfocitos T y las citocinas que producen

desempefian un importante pape! en el desarvollo de una infeccion parasitaria, en términos tanto de la
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inmunidad protectora, como de la inmunopatologia resultante. De particulac relevancia es el
descubrimiento de que diferentes infecciones parasitarias, en el contexto de distintas bases genéticas de
los hospederos, pueden desencadenar respuestas polarizadas de las subclases de linfocitos T CD4™* (Sher
y Coffinan,1992). Se conoce bastante bien, aunque aumenta dia a dia, la intrincada red de interacciones
celuleres mediada por citocinas (Balkwill y Burke, 1989; Burke ef al,, 1993). El conjunto de citocinas
que una subclase de linfocitos T CD4t puyede sintetizar, y que correlaciona con sus propiedades
funcionales, sirvi6 de base para dividirlos; Los linfocitos T CD4% capaces de producir IL-2 e IFN-
gamma son llamados células TH1, y aquellos que secretan IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 se denominan células
TH2 (Mosmann y Coffman, 1989). Las células TH1 estimulan preferencialmente la inmunidad celular,

mientras que las TH2 la inmunidad humoral (véase la figura 3).

FIGURA 3

Esquema de interacciones de las subclases de linfocitos T CD4+ TH1 y TH2. Las flcchas puntiagudas indican un cfecto
sumulalonoylummas uno inhibitorio. Abecviaturas: APC: eélula presentadora de antigeno; NK: cflufa asesina natural;
LAK: por i Te: linfocito T CD4¥ citotéxico; Mo: é R ito B, EOS: cosindfilo;
IL: interleucina; IFN: interferdn; PGE: prostaglandina E; TNF: factor de necrosis mmoral NO: éxido nitrico) fg:
inmunoglobulina,

Tomado de Cox y Liew, 1992,
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El tipo de citocinas que se producen por los linfocitos T CD4™% en respuesta a la infeccién
parasitaria es crucial, pues de él depende en gran medida el posterior control de la infeccién o la
promocion de la enfermedad (Sher y Coffiman, 1992). Las primeras etapas de la confrontacién de las
células efectoras con el parésito son de gran importancia, pues de ellas depende la subclase de células T
que se vera preferencialmente activada. Se han realizado estudios diversos para entender como es que se
da esta activacidn preferencial de una subclase u otra, y s¢ sabe que aunque todas las citocinas juegan un

papel importante, sélo son dos las que in vivo p

ar la i idad hacia uno o el otro tipo; ¢l
IFN-gamma favorece la diferenciacion de las células THI, mientras que la IL-4 la de las TH2 (Gajewski
et al., 1989, Coffman ¢f al, 1991). Es importante recalcar que la activacion de una subclase de
linfocitos T CD4Y conduce a una auto-estimulacion de Ias células involucradas, mientras que inhibe la

capacidad de activacion celular, de sintesis de citocinas y de resp a las mi de 1a otra subclase.

Esta regulacién cruzada puede ser iimportante para determinar la supervivencia del parasito.
Los linfocitos T CD8* parece que también desempeian un papel efector/regulatorio en la

inmunidad contra los pardsitos y la inmunopatologia, pero apenas reci te se comi a

comprender los mecanismos que subyacen a su activacién y funciones (Sher y Coffman, 1992), Se habia
pensado hasta hace poco tiempo que los linfocitos T CD8" eran simplemente citotoxicos, pero se
descartaba que jugaran un papel importante en la regulacion del sistema inmune,

Ahora se postula que existen dos diferentes subclases de células CD8™, con distintos patrones de
secrecion de citocinas, y que éstas regulan la actividad de los linfocitos T CD4* y los linfocitos B
(Kemeny ef al., 1994). La divisién de las células CD8™ también se basa en los diferentes patrones de
secrecion de citocinas de las dos subclases; las células de tipo 1 secretan IFN-gamma y las de tipo 2 IL-
4, IL-5, IL-10 ¢ IFN-gamma (Ibid.). A pesar de la similitud en los patrones de secrecion de citocinas con
las subclases TH1 y TH2 de linfocitos T CD4*, no sc ha establecido formalmente una correlacion entre
ambos tipos celulares. La relacién que se ha encontrado hasta ahora cs mas indirecta; se lleva a cabo
mediante Ia regulacion de la produccion de 1gE por parte de los linfocitos T CD8*, Hay céluias CD8*
supresoras especificas para la produccion de IgE, pero su deplecion causa efectos mas complejos que

simplemente reducir la ocurrencia de este isotipo (Ibid.). Se supone que fas células CD8™ inhiben sobre
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todo a los linfocitos T CD4* TH2, pero también en menor grado a los TH1 (Ibid.). Aunque todavia no
se conocen bien las interacciones que determinan el desenlace de una infeccion, si se supone que las
células CDB* ejercen una importante influencia en las etapas tempranas de la confrontacién
hospedero/parasito, y en el curso de la infeccion (Kizaki ef al., 1991; Gazzinelli ef al., 1992). Ademas,

11 ‘

se tienen datos que indican que las células CD8" reducen notat el crecimiento intracelular de

J mediante

patégenos como I, cruzi, T. gondii, L. monocytogenes y M. tuber,
citotdxicos clasicos (Milon y Louis, 1993).

Como se perfila en los incisos anteriores, Ia tradicional clasificacién de los linfocitos T CD4*
como células efectoras, y los linfocitos T CDB* como reguladoras parece no ser cierta, pues ambos
subtipos celulares pueden simuménear-ncme expresar ambas actividades, Incluso, en algunos casos, estas
actividades estan mediadas por las mismas citocinas (Sher y Coffinan, 1992).

En e} caso particular de la inmunidad contra los parasitos, el hecho de comprender mis a fondo
ta compleja red de regulacion de los distintos subtipos celulares ha ayudado a explicar algunos de los
fendmenos més cominmente cncontrados en las infecciones. La regulacion cruzada de las células TH1 y
THZ proporciona una explicacitn teérica de la bien documentada relacion reciproca entre 1a produccion
de anticuerpos y Ia hipersensibilidad retardada (DTH) (Ibid.).

El ¢jemplo mejor estudiado al respecto es Ja infeccién experimental murina por L. major. La

a

infeccién cutanea de la mayoria de las cepas crea una lesion locali ue esponténeamente se cura
. P

confiere resistencia a la reinfeccion. Sin embargo, en algunas cepas, de las que BALB/c cs ¢l prototipo,
la infeccion progresa hagia una enfermedad visceral disemiriada generalmente fatal. Ef detallado estudio
celular de estas diferencias ha conducido al planteamiento de que, en general, la resistencia correlaciona
con une fuerte respuesta de células TH1, mientras que la susceptibilidad con una de las TH2 (Ibid.). Los
linfocitos T CD4* de animales BALB/c susceptibles contienen niveles significativos de mRNA de IL-4,
mientras que muy poco mRNA de TFN-gamma. Por otro lado, las células de animales C57/BL6 y
BALB/c tratados con anticuerpos anti-CD4" | que depletan temporalmente este tipo celular, contienen
altos niveles de mRNA de TFN-gamma, y nada de mRNA de IL-4. El estado inmune de los animales en

el momento de Ia infeccion primaria es determinante para el curso de la enfermedad. Se concluye que
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una enfermedad que progresa a la curacion esti acompaiiada de una fuerte respuesta de DTH y pocos
anticuerpos, micntras que el curso de la enfermedad en los animales susceptibles esta relacionado con
altos niveles de anticuerpos, sobre todo IgF, y baja reactividad de DTH.

El caso de la cisticercosis causada por Taenia crassiceps no es una excepcion, y presenta varias
de fas caracteristicas citadas anteriormente. Los animales parasitados presentan altos niveles de

anticuerpos, una baja respuesta celular 2 la estimulacion con ConA y poca respuesta DTH (Terrazas ef

al,, 1994); Las células de los animales susceptibies presentan preferencial € una resy de tipo
TH2, y las de los resistentes de tipo THI, suposicién basada en los patrones de secrecion de citocinas de
cada subtipo (Tesrazas, com. pers.); El tratamiento de los animales infectados con anticuerpos anti-IL-4
o con IL-2 recombinante humana los hace mas resistentes al parasito (Ibid.), La timectomia disminuye la
resistencia » 7. crassiceps de animales tanto macho como hembra, pero solo disminuye la respuesta

DTH cn las hembras (Bojalil e/ al., 1993); El t iento con ciclofosfamid imulatorio de la

respuesta DTH sin afectar los niveles de anticuerpos, resulta en una resistencia de animales

timectomizados similar a la de animales control (Ibid.); La transferencia pasiva de células linfoides

enriquecidas con linfocitos T a ratones timectomizados confiere resistencia a la infeccion (Ibid.).

Estudios llevados a cabo por Hermanek y Prokopik (1989) ya habian apuntado a que el timo
tenfa un papel relevante en el control de la infeccion experimental murina por 7. crassiceps. Extractos
timicos preparados por ellos y administrados simultinea o posteriormente a la infeccion mostraron su

. 1

capacidad de modular la respuesta de los ani y disminuir la carga parasitaria.
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E.- TOLERANCIA
E! reconocimiento especifico de los antigenos es uno de los apectos fundamentales del sistema

Este reconocimicnto ¢s el primer paso de Iz activacion de una respuests inmune que finalmente

resultard en la destruccion y eliminacién de un . Por ello es de vital importancia que los

receptores para antigenos discriminen entre los ajenos (aloantigencs) y los propios. Los receptores
encargados del reconocimiento antigénico son producidos por los linfocitos - el receptor de la célula T
(TcR) y las inmunoglobulinas (Ig), que se expresan en la superficie de los linfocitos T y B,
respectivamente. Ambos tipos de reccptores son altamente especificos para los antigenos que
reconocen, aunque la forma en que Jo hacen sea distinta.

Los TcR reconocen fragmentos peptidicos, derivados del antigeno que sufrié un procesamiento,
en asociacion no covalente con moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Los
anticuerpos, por otro lado, pueden reconocer a los antigenos en su conformacién original y sin la
necesidad de que estén asociados a ninguna otra molécula.

E! amplio repertorio de receptores se forma por el arreglo al azar de los segmentos génicos de
los TcR y las Ig; ésto aunado a la imprecisa union de los mismos y la combinacion de las dos cadenas
peptidicas en cada sitio de union al aﬁtigeno, da por resultado una enorme variedad de receptores’
especificos para muchas moléculas, En esta etapa, el rcpcnorid puede incluir receptores de células Ty B
que reaccionen con estructuras propias. Por lo tanto, el sistema inmune tienc que adquirir durante su
desarrollo 1a habilidad de distinguir entre antigenos propios y ajenos - a ésto se Ylama induccion de la
auto-tolerancia.

~ Existen varias hipotesis de como se puede establecer csta auto-tolerancia, que en su mayoria no
son excluyentes y pueden estar actuando en conjunto:
1.- Si los antigenos propios nunca entran en contacto con el sistema inmune, nunca podran ser

K

reconocidos y no podrén d nar una en su contra. Esto se puede Jograr a) secuestrando

P
¢l antigeno y b) no presentandolo comrectamente (Woaod, 1992). Este mecanismo tiene, sin embargo,

poca influencia en ¢l establecimiento de la auto-tolerancia.
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2.~ Se pueden eliminar las células auto-reactivas del repertorio, fo que se conoce como delecion clonat
(Ibid.). Esta cs una seleccion negativa de linfocitos.

3.- Para cvitar la eliminacion de fas células auto-reactivas y prevenir problemas si escapan del timo sin
ser destruidas, se les puede inactivar funcionalmente, lo que se conoce como anergia (Ibid.).

4.- Se pueden destruir en al periferia Jas células auto-reactivas que hallan escapado del timo, lo que se
ftama delecion periférica (Himmerling ef al., 1993).

5.- Se puede también lograr la inactivacion de células auto-reactivas mediante fa creacién de un
repertorio de células supresoras que que inhiban su activacion y/o funcién (Wood, 1992).

5- Se pucden scleccionar positivamente células auto-reactivas, que migrardn a los tejidos y alli
funcionnrén como inductoras de tolerancia (Grossman ef al., 1986, Coutinho ¢/ al, 1993). Esta
"tolerancia dominante" postula la seleccion positiva de células auto-reactivas para imponer la aceptacion
de antigenos mas que la eliminacion de aquellas que Jos recanocen.

En términos moleculares no hay diferencias entre las moléculas propias y las ajenas. Esto se
demuestra claramente con {as vigorosas respuestas de los linfocitos T v B contra un tejido transptantado
en un sujeto receptor no modificado. En este caso, lo que se reconoce como ajeno son las moléeulas no
compatibles de los complejos mayor y menor de histocompatibilidad (Sherman y Chattopadhyay, 1993).
Por lo tanto, fo que es considerado como propio en un sujeto, puede ser considerado ajeno en otro, y los
repertorios de células T y B claramente dependen del ambiente en el que fueron creados. Una vez
establecida la tolerancia en un animal durante su desarrolio, ésta se tiene que mantener. Se ha propucsto
que la tolerancia es un proceso “infeccioso”, pues linfocitos toleramtes son capaces de convertir en
tolerantes a células virgenes tras un periodo de co-cultivo (Qin ef al, 1993). De csta manera, los
finfocitos tolerantes “ensefian” a los virgenes a distinguir entre lo propio y lo ajeno, Jo que hace a la
tolerancia un proceso auto-sostenible. Tomando en cuenta este modelo, se ha intentado “ensefiar”

antificialmente al sist i a tolerar aloantigenos para permitir la implantacion definitiva de

Grganos y piel transplantados. Pero el establecimiento de tolerancia en un animal o sujeto adulto ha sido

muy corplicado.
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En estudios animales se ha logrado una buena tolerancia a aloantigenos implantando a éstos en ¢l
timo, donde no sélo no son rechazados, sino que inducen una tolerancia también periférica (Coutinho ef
al., 1993). También se han intentado pretratamientos de animales receptores de transplantes con
antigenos de histocompatibilidad del donador, tratamientos con anticuerpos poli y monoclonales contra
antigenos superficiales de linfocitos, transplantes de médula osea e irradiacion total finfoide, lo que ha
dado resultados relativamente esperanzadores (Pescovitz, 1992, Wood, 1992). En humanos ¢l esquema

experimental que mejores resultados ha dado es la transfusion donador-especifica de sangre, Se

¢ fn

intray al receptor con sangee del donador del drgano, con lo que se expone al
sistema inmune def receptor a los aloantigenos de histocompatibilidad del donador antes del transpiante
(Wood, 1992). Con ésto se logra cicrta tolerancia especifica hacia los afoantigenos de la sangre y fos
o suuus ULl BUNALUS. rOStEriormente se vio que so pu2de también lograr tolerancia con una transfusion
no especifica del donador, pero no se conocen los mecamamus Por ws cuales una seleccion al azar de
alonatigenos promueva la aceptacitn de un tipo de aloantigenos en particular. Ademis, con el problema
del SIDA, fa trasnfusion azarosa de sangre es un riesgo muy grande.

En estudios lievados a cabo para determinar las células efectoras del rechazo de alotranspiantes
de pict se ha descubicrto que las hay antigeno-especificas e inespecificas (Rosenberg y Singer, 1992), y
que fienen que ser tanto citotdxicas como aywdadoras (Ibid,, Mason y Morris, 1986). También se
reconoce zhora la importancia que las citocinas tienen en fa regulacion de Ja tolerancia. En general, se
puede decir que una respuesta celular de tipo TH1 rechaza los transplantes, pero no se puede descartar
gque los anticuerpos también jueguen un papel importante, pues son los responsables del rechazo
hiperagudo (Daliman et al., 1993). Lo que si es un hecho, es que la expresion de TL-2 e TFN-gamma esta
disminuida en Jos animales que han tolerado transplantes, mientsas que fas otras citocinas s.c expresan a
niveles comparables a los de animales que los han rechazado (Ibid.). Para establecer definitivamente que
las células THI son las que prefencialmente rechazan {os transplantes, mientras que las TH2 los toleran,
es necesario levar a cabo experimentos de modificacién de secrecién de citocinas in vivo.
Un indicio importante de que {a manipulacion de los patrones de secrecion de citocinas puede ser

importante en el establecimiento de tolerancia a aloantigenos es que dos de los mas potentes firmacos
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inmunosupresores, ¢l FK 506 y la rapamycina, aparentemente ejercen su efecto bloquenado la
produccion y accién de citocinas, y en particular de IL-2 (Ibid.).

A pesar de los grandes avances que se han logrado en este campo, todavia no se tiene un cuadro
completo del complejo conjunto de mecanismos involucrados en el rechazo de alotransplantes (Wecker

y Auchincloss, 1992).
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APENDICE 2
INMUNOPARASITOLOGIA

A.- INTRODUCCION

El témmino parésito s¢ emplea exclusivamente para agueilos agentes infecciosos que pertenecen
al reino animal; protozoarios, helmintos y artropodos ectoparasitos (chinches, garrapatas, ctc.). Este tipo
de organismos ¢s particularmente prevalente en las regiones tropicales y subdesarrolladas del mundo, y
afecta tanto al ser humano como a animales domésticos y de granja. El impacto de las parasitosis tanto
humana como animal es enorme. Se estima que cerca de un tercio de la poblacién mundial sufre algin
tipo de parasitesis, y-que las muertes debido a ellas se cuentan por millones. Se han llevado a cabo
estudios para relacionar las parasitosis con el bajo rendimiento intelectual de las personas infectadas,
pero es ain prematuro afirmar concluyentemente que las mismas afectan negativamente a los sujetos,
pues no se puede descartar la influencia de otros factores en los procesos mentales (Nokes y Bundy,
1994). Las pérdidas econdmicas por parasitosis veterinarias también son considerables, pues ascienden a
varios miles de millones de délares al afio (Sher y Colley, 1989). En este _apéndicc nos ocuparemos
principalmente de parisitos humanos, y citaremos los casos veterinarios 0 modelos experimentales en
donde se haya documentado una inmunosupresion causada por algiin parasito.

En la tabla I se muestran las estimaciones de prevalencia global de los distintos parisitos

humanos y la mortalidad anual debida a ellos, segin datos de la Organizacion Mundiat de la Salud.

TABLA 1

Principales infecciones parasitarias del ser humano

Enfeccién Prevalencia global estimada Mortalidad anual estimada
Malaria 300 millones 1 millén
Esquistosomiasis 200 millones 800'000
Filariasis 120 millones baja
Teniasis/Cisticercosis 900 millones 50'000
Ascariasts 800 millones 20'000
Enfermedad de Chagas 20 millones 60'000
Leishmaniasis 12 millones 5'000
Tripanosomiasis africana 1 millén 5'000
Tremétodos* 40 millones no determinada

Tomado de: Shery Colley, 1989 y * Maurice, 1994



Es importante notar que la aparicién del sind de i deficiencia adquirida (SIDA) da una

problema de las parasitosis, pues al, 6 v

nueva al

controlados por ef

sistema inmunocompetente, como por cjemplo 7. gondii y Leish ia, ahora son fs

hallados como agentes infectivos oportunistas (Alvar, 1994; Acbischer, 1994). La notoria disminucidn
de Ia capacidad restrictiva del sistema inmune debida al SIDA incluso permite la proliferacion de
parasitos no h , como T. crassiceps, en los paci fectados por esta enfermedad (Klinker ef

al., 1992),

Muchos de los problemas parasitarios se podrian evitar o, por lo menos controlar, mediante
medidas de salud piblica y de higiene elementales, pero los paises afectados no siempre cuentan con los

recursos para solventar los gastos de tales p Para batirlos una vez implantados, existen

algunos firmacos efectivos. Pero lo ideal seria evitar su propagacion, interfiriendo en su ciclo vital, o en

s -0

su i en el hospedero. Es notorio el hecho de que la vacunacidn, que con otros agentes

patogenos ha dado buenos resultadas, no haya servido hasta ahora como un medio eficaz en el control

de los parasitos (James y Scott, 1988; Sher y Colley, 1989). Se cuenta 1 con alj

8!

veterinarias contra helmintos (7. ovis y 7. sofium) todavia en experimentacion y una vacuna comercist
contra I. gondii (Buxton, 1993; Molinari ef a/,, 1993 b). No hay por el momento ningin esquema de
inmunizacion estandarizado contra ningin parasito humano (Sher y Colley, 1989), pero st se cuenta con

una vacuna sintética contra las formas asexuales de Plasmodium falcipartim (Patarroyo ef al., 1988).

B.- LA DIVERSIDAD BIOLOGICA DE LOS ORGANISMOS PARASITOS

Los paréasitos, vistos como organismos, difieren notablemente cntre si en su anatomia, su
biolagia y las relaciones que tiencn con sus hospederos.

Los pratozoarios son seres unicelulares relativamente simples, y se pueden reproducir en el
torrente sanguineo, el tracto digestivo o algln tejido del hospedero. Algunos se replican dentro de

T el A

ciertos tipas par que los protozoarios parasitos son en cuanto a estructura y
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contenido gendmico mas complejos que las bacterias y los virus, son similares a éstos en tanto que se
replican intra- o extracelularmente dentro del hospedero (Margulis y Sagan, 1990).

Los helmintos son un grupo de parisitos mucho mas complejo. Son eriaturas multicelulares, a
menudo macroscdpicas, y generalmente poseen Organos digestivos, nerviosos y reproductivos. A
diferencia de los protozoarios, la mayoria de los helmintos no se multiplican en su hospedero vertebrado.
En cambio producen gran cantidad de huevecillos o larvas que continttan con el ciclo vital ya sea en vida
libre o en alglin hospedero intermediario (Maizels y Selkirk, 1988). Ademas, salvo la excepcidn de
Trichinella, no presentan estadios intracelulares en sus ciclos de vida,

‘ Gran parte de los parasitos humanos dependen de hospederos invertebrados, Hamados vectores,
para su transmision. E contacto del ser humano con estos vectores es crucial para que se complete el
ciclo de vida de! parasito, y por lo mismo, s susceptible de intervencion sanitaria o inmunolégica.

Por ultimo, cabe citar que el tercer grupo de parisitos, los ectoparisitos, que como su nombre
indica, parasitan al hospedero desde el exterior, también pueden fungir como vestores de importantes
infecciones parasitarias, como la enfermedad de Chagas y la babesiosis (Lehmann, 1993).

A pesar de no ser los unicos agentes infecciosos que existen, los pardsitos manticnen una
relacién poco usual, se puede decir que privilegiada, con el sistema inmune de sus hospederos
vertebrados, Esto los hace interesantes modelos para estudios inmunolégicos y también puede ser la

explicacion de la notoria resistencia que ofrecen a la vacunacion.

C.- INMUNOPATOLOGIA ASOCIADA A LAS PARASITOSIS

La estrategia biologica de los complejos ciclos de vida y patrones de migracion de los parasitos
dentro de un hospedero consiste en alcanzar una posicion, ya sea cstable o repetitiva, desde donde se
produzca el préximo estadio infectivo en suficiente cantidad, y desde la cual se acceda al medio correcté)

para una eficiente transmision al préximo hospedero. Al llevarse a cabo este complejo cimulo de

62



eventos, los parisitos desencadenan en ¢l hospedero varias respuestas inmunes, que a menudo producen
efectos patoldgicos. Dentro de este contexto, podemos citar;

- la hiper lobulinemia causada por la malaria, la tripanosomiasis africana y la enfermedad de
pergamag; p s P Yy

Chagas.(Sher y Coley, 1989, y las referencias ahi citadas)

- la formacién de complejos inmunes de anticuerpos especificos contra el parasito e inespecificos
también, que causan desde problemas circulatorios, hasta activacion sistémica def complemento y una
variedad de procesos inflamatorios (Ibid.)

- la formacién de autoanticuerpos contra diversos tejidos y érganos, que conducen a un estado de

autoi idad, y que fia las infecciones de malaria, tripanosomiasis africana y la enfermedad de
Chagas (Ibid.) '

- la hipersensibilidad inmediata presenta datos curiosos; Scobre iodo en los casos de infeccion por
helmintos, que tienen una fase de migracion tisular, se encuentran altos niveles de IgE circulantes, y
también una eosinifilia clevada en la sangre periférica. Paradojicamante, rara vez se encuentran
clinicamente casos de reacciones de hipersensibilidad inmediata, como alergias atpicas localizadas o
anafilaxis sistémica en pacientes con este tipo de infecciones. Cabe citar que esta "potenciacién”
isotipica de IgE es solo especifica para esta inmunoglobulina, mas no lo es para ningiin antigeno. Esto
comunmente se halla en pacientes infectados de esquistosomiasis, filariasis, &scaris y tentasis (Ibid.)

- al hallarse elevada la cantidad de eosinéfilos circulantes, como se menciond en el apartado anterior,
también sc detectan en la circulacion niveles anormales de las sustancias secretadas por éstos, como la
proteina basica mayor, la proteina cationica de los eosindfilos y la neurotoxina derivada de los
eosindfilos (también conocida como proteina X), que potencialmente pueden causar desarrcglos de
diversa indole (Ibid.)

- en las infecciones por ectoparasitos, astropodos que s¢ alimentan de sangrc; se detectan
hipersensibilidad cutanea por basédfilos y la degranulacion de los mismos (Tbid.)

- los granulomas son reacciones celulares focalizadas contra materiales extrafios que permanecen en

algiin tejido durante un periodo prolongado. En el ¢asa de Ia infeccién por esquistosoma, se presentan
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granulomas alrededor de fos huevos de cste pardsito, que a veces causan mas dafio en el tejido
circundante que el huevo mismo (Ibid.)

- la fibrosis es un proceso que puede ser patoldgico o normal, y que ocurre en casos tan diversos como
la reparacion de heridas, Ia hipertension, el dafio hepético por alcohol, la enfermedad por obstruccion
pulmonar cronica, escleroderma tanto sistémico como localizado, etc. La enfermedad de Chagas, la
filariasis y la esquistosomiasis son algunas de las infecciones cronicas que involucran un proceso
fibrotico en su inmunopatogéncsis (Ibid.)

- por 1ultimo, cabe sefialar que muchos parasitos también inducen desarreglos en los patrones de
secrecion de algunas citocinas, lo que sin duda ocasiona, aunque todavia no esté bien documentado,

varias afecciones (Ibid.)

D.- MECANISMOS DE ALTERACION INMUNOLOGICA CAUSADOS POR EL PARASITO
Como se perfila en Ia seccién anterior, muchas de las infecciones parasitanias son (‘ic cz;récter
cronico. Esto implica que el hospedero se encuentra expuesto a los antigenos del parasito durante un
largo periodo, por lo que tendria tiempo suficiente para montar una respuesta inmune efectiva contra el
organismo invasor. El hecho de que no lo logre hacer implica que el parisito emplea mecanismos de
distinta indole que le permiten o bien impedir y/o desviar esta respuesta inmune, o bien evitarla y/o
contrarrestatla, El parésito requiere lograr un delicado equilibrio con sus manipulaciones, pues debe
alcanzar un estado de resistencia parcial, en el cual Jos efectos patolagicos no sean demasiado severos.
Cualquier exacerbacion cn ambos sentidos resulta contraproducente para el pardsito. Por un Jado, la
resistencia debe ser parcial, pues de montarse una respuesta inmune efectiva sera eliminado. Por el otro,
Jos efectos patologicos de la infeccion deberin ser moderados, pues en caso de conducir a Ia muerte del
hospedero, el parasito sc vera despojado del nicho bioldgico que requiere para su supervivencia y

proliferacion.



1. MECANISMOS INMUNORREGULATORIOS

di fdesviacion de una resy inmune cfectiva, se pueden mencionar

Al respecto del imp
1a inmunosupresion geaeralizada y fa inmunorregulacion de tanto la resistencia contra un parasito, como
de la patogénesis debida a éste. En ambos casos se hallan involucrados €l control de los distintos
subtipos celulares (Mosmann y Coffman,1989; Sher y Coffman, 1992), de la secrecidon de ciertos
isotipos de inmunoglobulinas {Abraham y Teale, 1987) que puede conducir a mecanismos regulatorios
mediante interacciones de tipo idiotipo/anti-idiotipo, y de las respuestas de tipo celufar (como la
granulomatosis y la respuesta de células mononucleares de la sangre periférica). A continuacidn citamos
sucintamente los casos documentados de inmunosupresion causada por parasitos. Cabe destacar que la
mayor parte de las inmunosuprcsit;nes generalizadas se asocian a infecciones parasitarias por
protozoarios.

[P

Los ejemplos de inmunosupresion mejor conocidos son de iones por Tr

Leishmania y Plasmodium, aunque con el paso del tiempo se han encontrado muchos otros. Esto nos
habla de que esta estrategia es de las mas cominmente _empleadas por los parasitos para eficazmente
colonizar a sus hospederos y propagarse.

Se encontrd que Ia tripanosomiasis africana conduce a una disfuncién generalizada del sistema
inmune (Ramos ef al., 1979; Askonas, 1984). Se ha visto que las funciones normales de casi todas las
células B, T y macréfagos se hallan trastornadas en modelos experimentales de la infeccién por
Trypanosoma spp.(Ibid.). El establecimiento de un estado de inmunosupresién generalizada obviamente

s un proceso multifactorial, y poco a poco se han ido descubriendo los protagonistas del mismo.

Uno de los primeros indicios de un estado de inmunosupresion es una baja respuesta de

hipersensibilidad retardada (DTH) y una baja proliferacién linfoide tras la con mitogenos de

linfocitos T, como la Concanavalina A (ConA). Se han lievado a cabo estudios con tripanosomas

africanos y americanos para encontrar exac € qut comp det si inmune se encuentran
trastornados, y se han hallado semejanzas y diferencias entre ambos tipos de infeccion. Los pardmetros

inmunologicos que se han medido son muchos, pero aqui citaré sélo unos cuantes.
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Los ensayos realizados con personas y animales infectados por tripanosomas africanos o 7, cruzi
muestran, aparte de la baja respuesta de DTH y de proliferacion inducida por ConA, una baja respuesta
de las células B, con una baja tasa de proliferacion y de produccion de anticucrpos heteroespecificos,
una produccitén relativamente alta de autoanticuerpos, upa disminuida produccion de IL-2 y uma
deficiente expresion de los receptores para 1L-2 (IL-2R) (Sztein y Kierszenbaum, 1993). Se ha
demostrado que una proteina de membrana de 7. cruzi comparte un epitope con un activador de la
actividad linfocitaria e induce la produccion de anticuerpos, lo que después puede dar lugar a la
.apan'cién de autoanticuerpos (Hernandez-Munain ef al., 1992). Un interesante contraste inmunolégico
entre ambos tipos de tripanosomas es que modulan de distinta manera la expresion de! receptor de la

célula T (TCR) de linfocitas humanos activados; 7. cruzi disminuye la expresién del complejo TCR-

CD3 mientras que los tripanosomas africanos no la alteran (Sztein y Kierszenbaum, 1993). Se d :

que la adicion de IL-2 a cuitivos in virre de linfocitos de animales infectados mejora Ia respuesta de

éstos, pero no restablece todas las funci que se ran afectadas, lo que habla de que los niveles
deficientes de esta citocina no son la dnica via que el parasito emplea para inducir la inmunosupresion.
La admini! ion de IFN-g recombi a ratones disminuye ia inmunosupresion y mortalidad

debida a la infeccidén aguda por T. cruzi (Ibid.), pero no se sabe a través de qué mecanismo lo hace;
puede ser que ¢ IFN-gamma estimule las funciones linfocitarias protectoras, disminuya las permisivas o
adversas, o incremente la capacidad de los macrofagos para destruir al patogeno.

‘ La interpretacion de los experimentos de reconstitucién de JFN-gamma es, sin embargo, muy
compleja. Se hareportado que Trypanosoma brucei libera un factor (Trypanosome-derived lymbhocyte-
triggering factor, TLTF) que actiia sobre las células CD8% y promueve la secrecion de IFN-gamma, el
cual estimula la proliferacion del parasito (Olsson er al., 1991). El mismo grupo de investigacion ya
habia reportado que estas células jugaban un importante papel en el control de Trypanosoma brucei,
pues la deplecion de las mismas suprime tanto la produccion de IFN-gamma como el crecimiento del
pardsito (Bakhiet er al., 1990). Se ha descubierto también que las células involucradas en la inhibicion de
los linfocitos T son los macréfagos, pues éstos pucden inhibir a los primeros tanto in vive como in vilro

(Borowy ef al., 1990). Aunque todavia no se tiene certeza absoluta de los mecanismos inhibitorios que
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emplean los macréfagos, si se sabe que utilizan prostaglandinas como mediadores de este efecto
supresor. En pacientes con mal del suefio (tripanosomiasis africana) en estado avanzado, se encuentran
en el liquido cerebroespinal altos niveles de la prostaglandina D7 que es una substancia inhibitoria de la
actividad de los linfocitos T (Pentreath ef al., 1990).

También en el caso de la inmunosupresion por el protozoario Leishmania se obtuvieson reportes
pioneros de una baja respucsta proliferativa de células de bazo a mitogenos inespecificos (Scott y Farrel,
1981). Petersen ef al. (1982) describieron que en la leishmaniasis cutinea difusa habiz una
inmunosupresién que parccia estar limitada a antigenos especificos del parésito. Posteriormente se
describié que la baja respucsta celular a Ja estimulacién con ConA sélo se da en [as etapas tempranas de
la infeccion por Leishmania, pero ql;c a partir de las tres semanas Unicamente se obtiene una baja
respuesta al emplear antigenos del parésito como estimuladores (N}ckol y Bonventre, 1985). El curso de
la infeccion por L. donovani en hamsters sirios presenta una actividad normal de los linfocitos hasta las
dos semanas siguientes al reto patogénico, pero las células ya no responden normalmente despuds de
seis semanas (Evans ef al,, 1990). No se conoce bicn hasta qué punto los macréfagos estdn involucrados
en el control de Leishmania donovani, pero se ha descubierto que un lipofosfoglicano de este parasito

inhibe Ia transduccion de sefiales en este tipo celular (Descoteaux ef al., 1991). En estos afios del SIDA

se ha reportado con frecuencia la aparicién de infecciones oportunistas por Leish ia (Aebischer,
1994). Se piensa que este parasito no ataca de novo a los pacientes con una inmunidad comprometida,
sino que mis bien se reactivan infecciones que habian sido controladas por los sujetos cuando estaban
sanos (Ibid.).

Williamson y Greenwood (1978) observaron que la respuest a la vacunacion contra

Salmonella typhi, tétanos y meningitis se encontraba suprimida en nifios con malaria aguda. También se
encontrd que ests inmunosupresion es mas marcada en la respuesta contra antigenos especificos del
propio Plasmodium falciparum (Ho et al., 1986). Se postula que Plasmodium berghei produce un
factor inmunosupresor (Immunosupressor factor, ISP) (Srour ef al., 1989). Se conoce también que
algunas de las manifestaciones patolbgicas de la infeccidn por Plasmodium falciparum se derivan de la

sobreproduccién de factor de necrosis tumoral (Tumor necrosis factor, TNF) debida al paréasito (Playfair

67



ef al,, 1990), pero no se sabe hasta qué punto estas modificaciones del sistema de citocinas también
estdn involucradas en el curso de la infeccién por cste protozoatio.

La lista de organismos patogenos que causan estedos de intmunosupresién ha ido en aumento, y
ahora sc sabe que muchos emplean esta estrategia favorable a su profiferacién. La enumeracién de
parésitos que suprimen inmunolégicamente a sus hospederos es igual de extensa que la de las estrategias
particulares que emplean para lograrlo.

En la infeccién por el tremitodo Scéi. i primero se manifiesta una buena

respuesta inmune contra el parésito, pero después decae (Ramalho-Pinto er al, 1984). Se sabe que el

nivel de inmunosupresién correlaciona con la carga parasitaria (Feldmeier et al,, 1985), y que parte de
los mecanismos empleados por ¢l patdgeno para lograr desarreglos inmunolégicos es la secrecion de
péptidos inmunoactivos (Duvaux-Miret ef al., 1992). Las filarias inducen un estado de beja respuesta
contra sus antigenos (Lammie ef al, 1984), y aparenterncnte lo hacen mediante proteinas
inmunosupresoras (Wadee ef al., 1987). El protozoario Giardia muris suprime [a respuesta inmune
primaria contra eritrocitos de camnero (Belosevic et al., 1985) y el nematodo Titoxocara canis hace mas
susceptibles a los animales que infecta a la encefalitis viral japonesa (Gupta ef al., 1987). La triquinelosis
experimental en ratas produce un aumento de la corticosterona sérica que inhibe Ia respuesta inmune
(Bailenger et al., 1985).

El céstodo Mesacestoides corti induce 12 sccrecion especifica de IgM e IgGl a través de
mecanismos todavia no bien conocidos que afectan a los linfocitos T (Abraham er al., 1987). El efecto
de la_infeccifm por helmintos no sélo depende del parasito, sino también de factores genéiicos del
hogpedero (Wakelin, 1990). Se han encontrado grandes diferencias en [a infeccién experimental por log
nematodos Nematospiroides dubius, Nippostrongylus brasiliensis y Trichuris utilizando animales de
distintas cepas (Price y Tumer, 1984). De estudios de la regulacion del curso de la infeccion parasitaria
por el platyhelminto Echinococcus multifocularis se desprende que las células Ccpgdull juegan un
importante papel, pues suprimen la respuesta inmune contra este patogeno (Kizaki e al., 1991).

Asimismo en la infeceion por el protozoario Toxaplasma gondii se ha demostrado la importancia

de las células CD8*. Para reactivar una infeccion cronica hay que eliminar a este subtipo celular, pues la
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deplecion de células CD4™ no es sufuciente para lograr el desarrollo del patdgeno (Gazzinelli et al.,
1992). '

Las tenias no son la excepcidn dentro de los parasitos, y también existen reportes que apuntan a
estados de inmunosupresién causados por ellas. Good y Miller (1976) describicron que la infeccién
intraperitoneal murina con larvas del céstodo Taenia crassiceps resultaba en la supresidn de las
respuestas primaria y secundaria de anticuerpos contra eritrocitos de camero in vivo. También se ha
encontrado una baja respuesta proliferativa a la estimulacién con ConA de células de animales infectados
por T. taeniformis (Letonja et al., 1983), T solium (Molinari et al., 1993 a) y por T. crassiceps
(Terrazas'ef al., en prensa). Se postula ademis que 7. solium produce un factor inmunosupresor que
todavia no esta claramente deﬁnido,- pero que inhibe la capacidad de respuesta ante un reto por
Salmonella typhimurium (Molinari ¢f al., 1989). Finalmente, los irnbajos realizados por nuestro grupo
también apuntan a que 7. crassiceps induce desarreglos inmunoldgicos en su hospedero experimental:
Se detectan bajos niveles de respuesta a la estimulacion inespecifica de linfocitos con ConA y una
reaccién DTH deprimida (Terrazas ef al, en prensa), y los animales pavasitados controlan menos
efectivamente el crecimiento de células neoplisicas HeLa que los controles, aunque todos las eliminan
compietamente (Rubio ef al., 1993).

Como sc apreciz en la relacion previa, 1a inmunosupresion parece ser una estrategia cominmente
empleada por los parasitos. Su alta frecuencia y los importantes datos que su estudio ha arrojado

justifican Ia importancia de seguir indagando al respecto.

2. MECANISMOS EVASIVOS DE LA RESPUESTA INMUNE

Las estrategias empleadas por el parasito para evadir y/o contrarrestar los sistemas defensivos
del hospedero son también diversas. ‘

El sistema de cvasién més sencillo es 1a exclusién anatdémica (anatomic seclusion), que consiste
en permanecer en alguna region anatdmica en donde escapen al sistema inmune. Ejemplos de ésto serian
Plasmodia spp., T.cruzi y Toxoplasma, que escapan a la eliminacién mediada por anticuerpos al emplear

hibitats intracelulares. Otro método de exclusion, mis efectivo que el anterior, es ¢l enquistamiento
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practicado por Trichinella, Fntamoeba y algunos céstodos, Sin embargo, mas que simplemente
esconderse del alcance del sistema inmune, los pardsitos han desarroliado mecanismos evasivos mas

complejos, que se citan a continuacion,

Un mecanismo evasivo de gran importancia es la modificacion de la antigenicidad, Los parasitos

pl a este respecto tres i , el iento antigénico (antigenic disguise), la
variacion antigénica y el recambio antigénico.

El amiento antigénico iste en la adquisicion y presentacidn de antigenos del

hospedero por parte del parisito. El ejemplo mas notable al respecto es el de fos esquistosomas, quienes
incluso llegan a presentar moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad del hospedero. Puesto
que el genoma del parasito carece de secuencias homélogas al MHC del hospedeso, es forzoso que
adquiera estas moléculas del animal.

E! mimetismo molecular (molecular mimicry) es otra vertiente del enmascaramiento antigénico,
Dada la fuerte presion selectiva que ejerce el sistema inmune del animal sobre el parasito, es razonable
proponer que antigenos superficiales mutantes del parasito hayan sido seleccionados por parecerse a
componentes del hospedero (Barnett y Fujinami, 1992). La importancia de este mecanismo no se ha
evaluado completamente, pero se supone se halla relacionada con ¢l desarroilo de algunos tipos de
autoinmunidad. Paﬁc de la controversia que despierta este mecanismo se basa en afirmaciones de que
las moléculas del parisito similares a las del hospedero son muy inmunoggénicas, lo que podria implicar
un alto costo para su mantenimiento. Allernativamente se explica lo anterior diciendo que este tipo de
moléculas se conserva pues cumplen una funcion vital. Incluso s¢ ha postulado que el parasito emplea
este mecanismo no s6lo como defensa, sino como medio para modificar la respuesta inmune de su
hospedero (Grossman ef al., 1986).

La variacién antigénica es, sin duda, ¢l mecanismo de evasién inmune mejor estudiado. Se notan
diferencias estructurales en los principales cpitopes superficiales en distintos niveles biologicos.
Primeramente, entre distintas cepas de pasasitos (sobre todo protozoarios) se observan importantes
variaciones en antigenicidad. Esta variacion entre las cepas se piensa que promueve la supervivencia de

distintas especics de parasitos al permitir infecciones multiples y/o prevenir €l desarrollo de una
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inmunidad pan-especifica. Se ha estudiado la variacion antigénica de los cisticercos de T. crassiceps, y
se encontré una alta variabilidad en la cantidad de epitopos compartidos por los mismos (Yakoleff-
Greenhouse ef al., 1982).

La variacion antigénica es atin mas notoria durante la ontogenia de los parisitos. En varios casos
se ha documentado la expresion estadio-especifica de antigenos. Por ejemplo, los estadios infectivos de
varios protozoarios, como Plasmodium y T. cruzi, presentan antigenos superficiales distintos a los que
se encuentran en etapas posteriores de sus ciclos de vida (Playfair er al., 1990).

En los tripanosomas afticanos la variacion antigénica ha adquirido una complejidad y efectividad
asombrosas, pues sus antigenos superficiales principales presentan una variacion continus, y de esta
manera no sucumben nunca a los amic-uerpos que inducen.

Recieatemente se ha documentado ademas Ia seleccion dc‘nmigenos inducida por la vacunacion,
Se inmunizod a varios simios con un antigeno de Plasmodium knowlesi de 140 kd altamente conservado.
Al retar a los animales con una clona que expresaba ¢l mismo antigeno, muchos, en vez de mostrar
proteccion, desarrollaron infecciones de malaria causadas por parsitos que no presentaban el antigeno
original de 140 kd, sino nuevos antigenos de distinto peso molecular (Sher y Colley, 1989). In vitro se
ha observado también este fendmeno al retar a Giardia con anticuerpos monoclonales contra algin
epitope en particular. Estas observaciones sirven para subrayar la plasticidad que presentan los
protozoarios pardsitos en su expresion antigénica; éste cs uno de los aspectos fundamentales a tomar en
cuenta al desarrollar vacunas contra ellos.

El recambio antigénico es particularmente notorio en Entamoeba histolytica, trypomastigotes de
T. cruzi y esquistosdbmulas recién transformadas, Las membranas de estos parasitos se hallan en un

estado dinimico y podrian evadir el ataque mediado por anticuerpos simplemente al internalizar los

ey 1 £
Ldact} ()

c¢ icuerpo.
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E.- MECANISMOS EFECTORES DE LA RESPUESTA INMUNE CONTRA LOS PARASITOS

Como se aprecia en las secciones anteriores, muchos parasitos inducen fuertes reacciones
humorales y celulares en su contra. Sin embargo, un asunto crucial para el desarrollo de vacunas
efectivas contra este tipo de patdgenos, es que esta respuesta inmune sea la adecuada. Dadas las
altamente sofisticadas adaptaciones de los parasitos para enfrentar al sistema inmune y sus complejos

ciclos vitales, el estudio de los ismos efectores empleados en su contra no es sencillo, y en

ocastones, ha dado resultados contradictorios.
) No es sorprendente que la mayoria de los pardsitos raramente induzcan una inmunidad
protectora en el hospedero si se utilizan vacunas con el patgeno inactivado. En general, sdlo aquellos
pardsitos que estin pobremente adaptados y se auto-limitan en su proliferacion, son los que
desencadenan las respuestas inmunes mas potentes. En contraste, los parasitos bien adaptados que
producen infecciones cronicas, casi invariablemente inducen respuestas inmunes pobremente
protectoras.

La inmunidad inducida contra los parasitos a menudo esta dirigida contra un estadio del mismo
en particular; contra formas del ciclo de vida ya sea infectivas, establecidas, inductoras de palc‘slogias vlo

asociadas a [a transmisién (Sher, 1988).

1,- MECANISMOS EFECTORES DEPENDIENTES DE ANTICUERPOS

A pesar de que la mayoria de los parasitos inducen una respuesta humoral considerable, sdlo hay
contados casos en los que este mecanismo aislado haya demostrado ser eficaz en el control del
patégeno. Sc citan a continuacién los casos en que se ha demostrado un papel importante de la
inmunidad humoral para controlar una parasitosis:
- En estudios de la malaria se han encontrado anticuerpos qué blequean la entrada de los plasmodios a
las células que infectan, pues se uncn a los receptores de las mismas que reconocen estos protozoarios
(Sher y Colley, 1989).
- Se postula que cierto tipo de anticuerpos pueden interferir con la proliferacion de los parasitos al

bloquear Ia citoadherencia (Ibid.).
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- En algunos casos se ha documentado la inmunidad celular mediada por anticuerpos (AMCI). Destaca
aqui la inmunidad contra helmintos mediada sobre todo por IgG e IgE, que une especificamente a
eosinofilos y macrofagos (Butterworth, 1984),

- Se ha demostrado que ciertos firmacos requieren de alguna manera de los anticuerpos para funcionar
eficazmente, pues animales sin células B no responden al tratameinto con ellos, mientras que animales

intactos si lo hacen (Sher y Colley, 1989).

2.- INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS
En los tltimos afios se ha ido reconociendo el importante papel due la inmunidad celular juega en

el control de las parasitosis por protozoarios y helmintos (James yIScott, 1988).

Los linfocitos T CD8 citotéxicos (CTL) se sospecha juegan un importante papel en el control
del parasito veterinario Theileria parva, pero todavia no hay datos concluyentes al respecto. Los
esquistosomas, que adquicren antigenos del MEIC clese 1, y que por lo tanto pueden ser reconocidos por
fas células CTL, son intrinsicamente resistentes a las mismas, pues no son destruidos por ellas a pesar de
que sf son reconccidos (Sher y Colley, 1989),

Se picnsa que la produccidn de citocinas ¢s uno de los factores decisivos para que la inmunidad
mediada por células sca cfectiva. Recordemos que las citocinas pueden hacer que los macréfagos se

activen y asi destruyan, o por lo menos limiten a los estadios intracclulares dec pardsitos como

Leish ia, Tr ay Tc I Muchas citocinas parecen estar involucradas en la activacion
st /4

de los macréfagos y demis células efectoras, pero fa que tiene un efecto mas amplio y mejor

doct tado es el [FN-g (Ibid.). Esto apoya la idea de que, en general, una respuesta celular de
los linfocitos TH1 es mas apropiada para controlar a Jog parasitos patc';genos, .

Se ha reportado la importancia que los cosindfilos tienen en el control de los helmintos
(Butterworth, 1984; Molinari e/ al., 1993 a).

Hasta ahora no se ha establecido una relacion firme entre una buena actividad de las células NK

y la inmunidad contra ningun parasito.
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F.- INACTIVACION DE LAS FUNCIONES EFECTORAS DEL HOSPEDERO

Hasta aqui hemos mencionado mecanismos empleados por los parésitos para evadir la respuesta
inmunologica del hospedero en su contra. A continuacion citaremos algunos ejemplos de inactivacién de
fos efectores inmunes del hospedero por parte del parisito, que es la segunda principat estrategia

Tnnd

f por cstos organi para favorecer su efectiva propagacion.

La lisis u opsonizacion del parisito por parte de la via alterna del complemento es un importante
mecanismo de proteccion innata del hospedero contra fa infeccién. Puesto que 1a mayorfa de las larvas
Aparasitarias son sensibles a la destruccion mediada por suero, antes de la infeccién deben pasar por una
ctapa de pre-adaptacion que modifique sus membranas de modo que no activen al complemento. Se sabe
que 7. cruzi sintetiza glucolipidos antlogos a los reguladores autdlogos de la actividad del complemento
(DAF) de novo, y asi parece evitar el ataque mediado por éste. Ademds, se ha dctcctad(; un
desprendimiento de las moléculas dci complemento de la superficie del parésito debido a una actividad
protealitica poco después de que este organismo pasa de! estadio de cercaria al de esquistosomula (Sher
y Colley, 1989).

Leishmania mafor emplea mecanismos diferentes para evadir fa destruccion medinda por el
complemento. Los promastigotes metaciclicos de este microorganismo no activan la via alterna del
complemento, sin embargo si activan espontaneamante la via clasica. Sin embargo, escapan a la lisis,

pues inducen el rapido desprendimicnto de los ¢ C5b-9 terminales (Ibid.).

$ .
P

Algunos otros parasitos, como Taenia taeniformis secretan en una fase liquida potentes
activadores del complemento, con lo que logran un estado de deplecion de moléculas del mismo in vivo
(Tbid.).

Otro mecanismo de inactivacion de efectores inmunes es Ja fragmentacion de inmunoglobulinas
en Fc y Fab. Los tripomastigotes de 1a cepa CL de 7. cruzi cortan la seccion Fc de los anticuerpos
pegados en su superficie, evitando [a activacién del complemento o el pegado de células efectoras. Sc ha
observado el fendmeno reverso en larvas de esquistosoma, quienes unen inmunoglobulinas por el
fragmento Fe, y desprenden los fragmentos Fab, con lo que, se supone, inhiben su destruccidn mediada

por macrofagos (Sbid.).
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Varjos pardsitos son capaces de evadir la destruccion mediada por c&lulas inmunes. De particular
interés son los parasitos que se replican en el hostil medio intracelular de los fagocitos mononucleares,
quienes obviamente tienen que evadir su destruccion en los lisosomas. Toxoplasma gondii sobrevive
dentro de los macrofagos inhibiendo la fusién del fagosoma en el que entrd a la célula con los lisosomas
dentro de Ia misma. 7. cruzi, en cambio, lisa la membrana de! fagosoma antes de que éste se fusione a
los lisosomas, y escapa al citoplasma de la célula.

Leishmania spp. son parisitos intracelulares obligados de los fagocitos mononucleares, y por Io
tanto deben ser capaces de afrontar y resistir el ataque lisosomal. Algunos estadios de este parésito sf
son susceptibles a la destruccion por macréfagos, y causan en éstos un aumento respiratorio notable,
Otros, solo ocasionan una leve respu.esla‘ El parasito sufre un cambio durante su desarrollo, que le
permite unirse a los macréfagos empleando diferentes receptores enla superficie de éstos. L. major, pot
ejemplo, en su fase infectiva penetra a Ia célula mediante el receptor CR1, que reconoce al tercer

c e del compl » (C3), y que y que no desencadena una activacion celular, por lo menos

q

ble por un o cn la tasa de respiracion, Por el contrario, en su fase no infectiva los

promastigotes avirulentos emplean el receptor para iC3b (CR3) para penetrar en la célula y son

destruidos, pues si s¢ activa la misma. Los macrofagos si son capaces de destruir, o por lo menos limitar,

a los amastigotes intracelulsres de Leishmania al ser activados por linfoci Este ismo, que

ocurre junto con reacciones de hipersensibilidad retardada (DTH), es el responsable de que la mayor

parte de las | is sanen esponti Sin embargo, algunas cepas, como L. brasiliensis y L.

mexicana producen una infeccién crénica y persistente a pesar de la DTH (Acbischer, 1994). No se
conocen los mecanismos empleados por estos patogenos para burlar la repuesta inmune, pero aislados
clinicos de los mismos han demostrado ser resistentes al ataque de macréfagos activados por linfocinas.
Existen ademés reportes de inmunosupresion inespecifica en ratones BALB/c infectados p.or Leishmania
tropica (Scott y Farrel, 1981), pero no se conocen en detalle las moléculas paricipantes en esta

desrregulacion inmunolégica.
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Tripomastigotes sanguineos de 7, cruzi cvaden totalmente la i‘agocllosis gracias a una
glicoproteina de 90 kd presente en su superficie. Si sc remueve esta proteina mediante tripsina, se
vuelven susceptibles a la fagocitosis.
A pesar de que este apéndice trata de parisitos, mencionaré sucintamente algunos cjemplos
bacterianos de organismos que escapan a la destruccion intracelular. Dentro de las bacterias capaces de
h

sobrevivir una vez fagocitadas podemeos citar a M) ium tuberculosis, Chlamydia psitacci,

Legionella 1 phila 'y Sal lla tphimurium. Emplean diversas estrategias para evitar su
destruccion; inhiben la fusion del fagosoma al lisosoma, destruyen la membrana del fagosoma para
escapar al citoplasma, son inertes a las enzimas liticas del lisosoma, modifican las vacuolas liticas en que
se encuentran, etc. (Bermudes y Joiner, 1993). El caso de M. fuberculosis es uno de [os que se conocen
en mayor detalle, Para que el fagosoma se puedz fusionar correctamente con el lisosoma, el primero
tiene que acidificarse. Esta mycobacteria evita el proceso de acidificacion de esta vacuole al no permitir
que las ATPasas responsables del descenso del pH estén presentes en la membrana de la misma (Stusgill-
Koszycki et al., 1994). Se desconoce todavia si Jas ATPasas son inhibidas al momento de fusionarse con
Ia membrana o son removidas rapidamente de la misma. Es razonable suponer que los pardsitos empleen
mecanismos similares para evadir su destruccion dentro de las células.

Por illtimo, los parisitos también pucden liberar sustancias que interfieren con la funcion celular
efectora en la regién extracelular. Los esquistosomas excretan una substancia llamada factor inhibitorio
derivado de los esquistosomas (schistosome-derived inhibitory factor, SDIF) que inhibe la proliferacion
linfoide y la degranulacion de las células cebadas (Sher y Colley, 1989). Entamoeba hi.%ra(vtica
aparentemente no libera factores que interfieran con la funcion celular efectora, pero en cambio lisa a las
células efectoras mediante sus mecanismos citopatogénicos normales. Sin embargo, a su vez es lisada si

las células se han activado previamente por exposicion a sus antigenos, lectinas o linfocinas (Ibid.),
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G.- PERSPECTIVA BIOLOGICA DEL PARASITISMO

El parasitismo es una fuerza evolutiva de amplia repercusion tanto para el parasito mismo, como

para sus hospederos. La co-evolucién de ambos ha originad: modificaci fisiologicas del
hospedera (las modificaci de sus si inmunologico, endderino y neurologico), ha estimulado ef
desarrolio de nucvas gias infectivas y f ido la aparicion de nuevas ramificaciones

filogendticas de fos pardsitas, etc., etc. Sin embargo, todas estas manifestacioncs no son exclusivas del

e g

han aparecido cn otras iaci gicas, como el ¢ 1 y

pg

parasitismo, sino que
el mutualismo, De hecho, Ia diferencia entre estos tres tipos de asociacidn es de grado, y en algunos

casos se puede pasar de uno ai otro modificando algunas condiciones.

El término "simbiosis” (la i ia de dos organi ) se acufid originalmente por De Bary
para describir tanto a las jack parasitarias como fas fistas (Bermudes y Joiner, 1993). Sin
embargo, ahora se asocia prefer ¢l témino al 3 Desde el punto de vista det

hospedero una simbiosis se puede considerar como un continuum que va desde un extremo que es el

mutualismo, con ventajas para ambos organi hasta el parasiti con desventajas para uno de
etlos, en el otro extremo. El comensalismo, que se hatlaria en medio de este continuum, sparen.:cmente
no presenta cfectos sobre ninguno de los dos organismos (Kuris, 1974).

Existen varios ejemplos de organismos que bajo condiciones favorables establecen asociacion;:s

mutualistas, pero en condiciones adversas uno parasita al otro. Asimismo, hay un reporte de Ja transicion

de un patégeno de 1a A ba r a un simbi obligado (Bermudes y Joiner, 1993). Este asunto

genera mucha controversia, pero lo que es innegable es que casi para cada tipo de organismo patégeno

hay un ejemplo de organi lista o simbi que p a fa célula por ef mismo mecanismo y
permanece en ella sin causarle daitos. Claro esta que el establecimiento final de un tipo de asociacion o

¢l otro se lleva mucho tiempo, pero no hay que clvidar que la transicién de un organismo de vida libre a

un simbi s muy probabl 1a responsable de Ja aparicién de los seres eucariontes. Recordemos
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que probablemente las mitocondrias de nuestras células y los plastidos de las plantas alguna vez se
introdujeron a la célula y se convirtieron en simbiontes obligados (Margulis y Sagan, 1990).

En este contexto, un pardsito que inicialmente solo acarrea problemas para su hospedero, en
algin momento puede pasar a conferirle ventajas diversas, como la adquisicién de nuevas capacidades
génicas o metabodlicas. Incluso, a un nivel ecoldgico, mucho més amplio y ambicioso, se postula que los
parasitos pueden modificar el comportamiento (Holmes, 1993) o el éxito reproductivo (Folstad y Karter,
1992; Méller, 1994) de los hospederos. Las ideas ccologistas también se han permeado a la inmunologia

.misma, pues se han llegado a considerar a los distintos organos del hospedero como diferentes
ecosistemas en donde los depredadores (células inmunes) y las presas (parasitos) logran un delicado
equilibrio que determina el desenlace de la(s) infeccin(es) (Seed, 1993; Wassom, 1993). Las complejas
iritclraccioncs entre los parasitos y sus hospederos, que ya se han mencionado en los apartados
anteriores, son las responsables de que esta increible fuente de variacion evolutiva no cese de generar
diversidad.

Como se ‘aprecia en este apéndice, el estudio dec la inmunoparasitologia nos brinda Ia
oportunidad de enlazar varias ramas de las ciencias naturales para generar conocimientos tanto basicos

como aplicados. Ademds, nos permite ampliar nc la concepcion global que tenemos de la

biologia como proceso evolutivo y dindmico, pues los ejemplos que hemos visto de las multiples
- interacciones hospedero/parasito son un magnifico recordatorio del vigor de la vida para generar

mecanismos que la perpetien,
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