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RESUMEN.

Objetivo. Determinar el efecto de la eosinofilia inducida experimentalmente sobre
la susceptibilidad en la cisticercosis perilonéal murina por metacéstodos de T.
crassiceps, en ratones hembras y machos de las cepas BALB/c (susceptible) y
C57BL/6 (resistente).

Material y Métodos. Cuarenta ratones BALB/c y C57BL/6, hembras y machos, se
retaron con metacéstodos de T. crassiceps de la cepa ORF. Se formaron dos
grupos, cada uno con § hembras, 5 machos BALB/c y § hembras y 5 machos
C57BL/6. A un grupo se le indujo eosinofilia y el otro fue el control, Todos los
ratones se sacrificaron mediante dislocacion cervical previa anestesia a los
sesenta dias postinfeccion, Los cisticercos se contaron en cada ratén

Resultados. Se ohservd aumento en la resistencia en el grupo de ratones
sometidos a eosinofilia experimental. El incremento de la resistencia afecté en
forma mas notoria a !as hembras. En las hembras eosinofilicas de |a cepa BALB/c
(susceptible), se incrementd la resistencia al nivel que tienen los machos C57BL/6
en forma natural

Conclusion. La induccién especifica de eosinofilia, modifica el patron de
susceptibilidad  innata en la cisticercosis peritoneal murina. Aumenta la
resistencia en las dos cepas utilizadas, tanto en las hembras como en los
machos. Esto sugiere |a participacién de ios eosindfilos como células efectoras en

la defensa del hospedero, sin poder atribuirles un papel tnico y determinante.



ANTECEDENTES

En humanos y en animales, se ha observado la asociacién de eosinofilia y
algunas parasitosis! . En la cisticercosis del ganado vacuno causada por I,
saginata la presencia de eosindfilos se observa, cuando los cisticercos ya estan
muertos?2 .

En la cisticercosis muscular del cerdo, los eosindfilos se localizan en la superficie
de los cisticercos3. En la cisticercosis hepatica por T. hidatigena los eosinéfilos se
encontraron rodeando a los cisticercos cuando la lesion se ha establecido® En el

caso de la cisticercosis hepatica ocasionada por T taeniaeformis el numero de

- gosindfilos se asocia en forma directa, al grado de resistencia a la parasitosis. En
el estudio mencionado, se retaron con cisticercos cepas de ratones de diferentes
grados de susceptibilidad (susceptibles, moderadamente susceptibles vy
resistentes), El estudio microscépico mostro que en la cepa susceptible y en la
de moderada susceptibilidad, los eosindfilos se localizaron rodeando a los
cisticercos, mientras que en la cepa resistente los eosindfilos se encontraron en
mayor cantidad y adheridos a los cisticercos®-6- En la cisticercosis en ratones
BALB/c secundaria a la administracion oral de huevos de I crassiceps los
eosinofilos se incrementaron seis semanas posteriores al reto. Sin embargo no

" hubo asociacion con e! grado de resistencia’

En el modelo murino de cisticercosis peritoneal causada por metacéstodos de T.
crassiceps, existen diferencias en la susceptibilidad, en relacion a la cepa y el
sexo® . La participacion de los eosindfilos en la defensa del hospedero, no se ha
estudiado en ésta cisticercosis. La especificidad bioldgica en la produccién de la

eosinofilia, en el cudl un incremento en los eosindfilos puede ocurrir en fa



ausencia de incremento de otros leucocitos®, fué el fundamento para realizar
nuestro estudio. En la busqueda de los mecanismos de produccion de la
eosinofilia se han desarrollado varios modelos, entre ellos esta la produccion de
ratones transgénicos, en los cudles se obtuvo un rendimiento de eosindfilos
similar a los obtenidos mediante la estimulacion con_Mesocestoides corti y en
donde se demostro la participacion de IL-5 en la fase de maduracion y activacion
de los eosintfilos10

Durante la aplicacion de ovalbumina, toxoide tetanico, adyuvante completo de
Freund (CFA) o alumina, se demostro que la eosinofilopoyesis es independiente
del incremento de IgE, esto es: tienen mecanismos de produccién diferentes. La
eosinofilopoyesis estd mediada por la produccion de IL-5, mientras que para la
produccién de IgE participa la liberacion de IL-4, ambas determinadas por los

linfocitos Th2 11

La posibilidad de producir eosinofilopoyesis independientemente del incremento
de IgE y de otros leucacitos hace posible determinar la participacién de los
eosindfilos en diferentes modelos de parasitosis. Con el fin de determinar la
. participacion de los eosindfilos en la defensa del hospedero, usamos la induccion
especifica de eosindfilos en la cisticercosis peritoneal murina (CPM), ocasionada

por metacéstodos de T. crassiceps



PROBLEMA

-iInfluye la eosinofilia inducida experimentalmente en la susceptibilidad de
ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6 hembras y machos, durante la CPM por
metacéstodos de T, _crassiceps, en ratones con eosinofiia inducida

experimentalmente?

OBJETIVO

-Determinar el efecto de la eosinofilia inducida experimentalmente en la
susceptibilidad de ratones hembras y machos de la cepa BALB/c y C57BL/6
durante la CPM, por metacéstodos de T crassiceps

HIPOTESIS

-Existe aumento en la resistencia a la CPM causada por metacéstodos de T.
grassiceps cuando se induce eosinofilia experimentalmente en ratones hembras y
machos de la cepa BALB/cy C57BL/6

6



MATERIAL.
Ratones.

Se trabajo con grupos de 10 ratones hembras y 10 ratones machos, de la cepa
BALB/c. Diez ratones hembras y 10 ratones machos de la cepa C57BL/6, de 6-8
semanas de edad, obtenidos del bioterio del Instituto de Investigaciones

Biomedicas de la Universidad Nacional Autonoma de México.

Parisitos.

Se utilizaron metacéstodos de T. crassiceps de la cepa ORF. Donados por el Dr.
B. Enders (Behringwerke, Marburg, Germany) en 1986. Desde entonces los
metacéstodos se han mantenido por inoculacién secuencial. en la cavidad
peritoneal de hembras BALB/c. Para éste estudio se utilizaron los metacéstodos
obtenidos de la cavidad peritoneal de 1 séla hembra de la cepa BALB/c inoculada
previamente con 10 metacéstodos de_T. crassiceps de aproximadamente 2 mm de

didmetro y que a simple vista no estuvieran gemando.



METODOS

Induccién de eosinofilia

En forma aleatoria se asigné el grupo experimental. Se indujo eosinofilia mediante
ta aplicacion de 1xg de ovalbumina (sigma Chemical Co., St Louis, MO. USA), 0.4
Lfu (Unidades de floculacion) de toxoide tetdnico (Productos Bioldgicos y
Reactivos México) y 0.2 mi de CFA (Adyuvante completo de Freund preparado en
nuestro laboratorio a una concentracién de 1mg/ml.) en un volumen total de 0.4
ml, por via subcutanea. Veinte dias después se aplicé, por via intraperitoneal:
ovalbimina 2.5 g, toxoide tetanico 1 Lfu y CFA 0.1 ml todo en una dosis total de

-02mf

Reto con cisticercos.

Los 40 ratones se inoccularon cada uno. por via intraperitoneal con 10
metacéstodos de T. crassiceps de aproximadamente 2 mm de diametro, que a
simple vista no estuvieran gemando, obtenidos de la cavidad peritoneal de una
hembra BALB/c. Los metacéstodos recién obtenidos se lavaron con PBS
conteniendo 0.15 M de NaCl y pH de 7.2 y se suspendieron en 0.3 mi. de solucién
fisiologica. Los parasitos se inocularon intraperitonealmente con una jeringa de

- insulina y aguja de 26 x 16.

Susceptibilidad.

Todos los ratones se sacrificaron 60 dias después de la inoculacion, mediante
dislocacion cervical y previa anestesia con éther. Se obtuvo el total de
metacéstodos de fa cavidad peritoneal. Los metacéstodos de cada ratdn se

colocaron en una caja de petri con solucion fisiolégica y se contaron.



DISENO DEL ESTUDIO.

Es un disefio factorial 2* (Los factores son: cepa, sexo y eosinofilia: Los niveles

son: BALB/c y C57BL/6 para la cepa, Hembras y machos para el sexo y no

induccion e induccion de eosinofilia. Se tomaron 20 ratones BALB/c: Diez

hembras y 10 machos. Veinte ratones C57BL/6: Diez hembras y 10 machos. En

forma aleatoria se asigné a la mitad de los ratones para la induccién de la

eosinofilia (grupo eosinofilico. Eo) y la otra mitad fué el grupo sin eosinofilia

inducida (S/Eo) como se observa en el siguiente cuadro.

Eo inducida S/Eo inducida
BALB/c (B/cHe) C578L/6 (B/6He) BALB/c {B/cHc) C57BL/6 (B/6HC)
n=5 n=5 n=5 n=5
Hembras Hembras Hembras Hembras
n=5 n=5§ n=5 =5
Machos (B/cMe) Machos (B/6Me) Machos (B/cMc) Machos (B/6Mc)




DEFINICION DE VARIABLES.

Independiente.
Eosinofilia inducida.

Definicion conceptual.

Aumento del nimero de eosindfilos por arriba de los encontrados en estado
fisiologico secundario a la aplicacion de un antigeno estimulante de la
eosinofilopoyesis®

Definicién operacional.

- incremento significativo de eosindfilos por arriba del estado fisioldgico, en la
médula 6sea femoral (0.3-0.5 X106 eosindfilos por fémur) secundario a la
aplicacion de toxoide tetdnico, ovalbumina y CFA en la forma descrita®
Escala de medicién. Cualitativa con dos categorias: Hay eosinofilia inducida o no

la hay.
Dependiente.

Susceptibilidad

Definicién conceptual

Estado fisiologico del hospedero en el cual no es capaz de eliminar al parasito
antes de que éste se establezca

Definicién operacional.

Numero total de cisticercos recuperados de la cavidad peritoneal, después de un
periodo de tiempo determinado. Obtenidos de! lavado con solucion fisioldgica, de
la cavidad peritoneal de ratones previamente inoculados, con metacéstodos de T.
crassiceps de la cepa ORF.

Escala de medicién. Cuantitativa discreta, promedio de metacéstodos.

U]



ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizd andlisis univariado con numeros absolutos. Para determinar las
diferencias y la interaccién entre las variables independientes, se considerd
analisis de varianza para tres vias. Sin embargo no hubo homocedasticidad de
varianzas y la distribucion fué no paramétrica, motivo por el cual se utilizé la
prueba de Mann-Whitney, con un nivel de significancia de 0.05. Se calcularon los
intervalos de confianza en 95%. Los cdlculos se realizaron con el programa

Number Cruncher Statistica! System version 4.2



RESULTADOS.

Los promedios obtenidos en cada grupo y subgrupo, se observan representados

en el cuadro |.

Para determinar el efecto de la eosinofilia inducida, se compar6 el grupo
- eosindfilico con el grupo control, obteniendose una p= 0.004. Para determinar el
efacto de la eosindfilia en los sexos de cada cepa. se compard B/cHe Vs, B/icMe
obteniendose una p= 0.004, y para la cepa C57BL/6, se compard B/6He Vs.
B/6Me con una p= 0.29: Observandose que en la cepa BALBI/c, las diferencias se
canservan, mientras que en la cepa C578L/6, las dif_erencias por sexo se pierden.
En el grupo control las diferencias por sexo y cepa se mantuvieron sin cambios.
Para determinar el efecto de la eosinofilia, por sexos y por cepas, se compard
B/cHe Vs. B/6He con una P = 0.11 y B/cMe Vs.B/6Me con una p= 0.003, en éste
caso no hay diferencias en ias hembras, de cada cepa en el grupo eosindfilico,
mientras que en los machos, si existen diferencias determinadas por la cepa, en

el grupo eosindfilico.

Con los intervalos de confianza, se aprecia como el grupo de ratones
eosindfilicos, se desplaza a la izquierda, lo cual significa un incremento
importante en la resistencia a la CPM, se observa que las diferencias por cepa se

conservan. Figura 1.



) DISCUSION.

En humanos y en animales, se ha observado la asociacion de eosinofilia y
algunas parasitosis1-12, €| pape! de los eosindfilos como células efectoras en la
defensa del hospedero es controvertida'3, En estudios in vitro se ha demostrado
la capacidad parasiticida de éstas células'® En modelos in vivo, ésta funcién es
menos clara. En la CPM, ocasionada por metacéstods de T, crassiceps, la
susceptibilidad innata, esta determinada por el haplotipo H-2. Las cepas con el
haplotipo H-2d y las hembas son susceptibles, mientras que las cepas con
. haplotipo H-2b y H-2k y los machos son mas resistentes8. En la respuesta innata
a la CPM ocasionada por metacéstodos de T. crassiceps, se presenta eosinofilia
en la cavidad peritoneal, asociada a la cepa y al sexol5. En el modelo de
Mesocestoides corti, se ha cbservado diferencias en la cinética e intensidad de la
eosinofitia debida a la cepa y asociada al grado de resistencia'€. En ia infeccién
por T._spirallis, la asociacion de eosindfilos y resistencia en la respuesta innata,
}ambién se ha demostrado??. La presencia de eosinofilia como respuesta a
estimulos antigénicos de origen parasitario y no parasitario8, esta controlada
genéticamente'9. En nuestro estudio la eosinofilopoyesis especifica en médula
dsea, secundaria a antigenos no parasitarios, no mostré variacion genética en la
intensidad y/o en la cinética debidas a la cepa o al sexo (experimentos realizados
para la estandarizacion de la induccion de |a eosinofilia). Para determinar el papel
de los eosindfilos en la defensa del hospedro, se han realizado diversos estudios.
La disminucion no especifica de eosindfilos con suero antieosinofilico aumenta la
carga parasitaria en ratones con T.sgiralliszo. En éste mismo modelo, el uso de
anticuerpos monoclonales contra IL-5, disminuye el nimero de eosindfilos, en

sangre periférica, médula dsea y en los granulomas; Sin embargo no se observan



diferencias en ta carga parasitaria2!. En N _brasiliensis y en S. mansoni la

disminucion de eosindfilos con anti IL-5 tampoco modifica el numero y tamarfio de
los granulomas. Estos resultados sugieren que 1a eosinofilia que se desencadena
durante la respuesta innata, aunque se asocia al grado de resistencia, no
necesariamente participa en la defensa del hospedero. Tal como se observa al
disminuir en forma especifica la eosinofilia mediada por IL-522.

Considerando que in_vitro los eosindfilos tienen capacidad parasiticida y que

ademas la eosinofilia innata no parece tener participacion importante en la
defensa del hospedero, nocsotros en lugar de eliminar los eosinéfilos, estimulamos
la eosinofilopoyesis en forma especifica®. Nuestros resultados mostran
disminucion en la carga parasitaria en el grupo eosinofilico, con incremento en ia
resistencia a 1a CPM ocasionada por metacéstodos de T._crassiceps. Resultados
previos en la cisticercosis peritoneal han mostrado incremento en la resistencia al
reto con metacéstodos de T_crassiceps posterior a la aplicacion subcutdnea de
cisticercos vivos de T._crassiceps o de antigenos de secresion-excresion de
cisticercos, utilizando CFA o alumina. Este procedimiento mostré: Aumento en la
celularidad en la cavidad peritoneal. Se observé eosindfilos libres en mas del 50%
del total de células. Mientras que en !a médula 6sea femoral se observd
incremento exclusivamente de eosindfilos, hasta 4 veces mas que en los
controles?3, Este método de induccion de eosindfilia es muy semejante al
empleado en nuestro estudio. Nuestros resultados y los del estudio previo,
parecen sugerir que en éste modelo, sélo cuando existe eosinofilia, los eosintfilos
si participan cémo células efectoras en la defensa del hospedero.

En ofras parasitosis, 1a eosinofilia innata, si parece ser responsable de la defensa

del hospedero, como en la infeccion por A.cantanensis24.



La eosinofilopoyesis que se observa en ofros estudios esta mediada por IL-525,
Es probabble que en nuestro estudio, la eosinofilopoyesis también sea debida a la
participacion de la il.-5. Estudios in vitro han mostrado el papel de IL-5 en el
crecimiento y diferenciacion de los eosindfiios en forma especifica, mientras que
IL-3 y GM-CSF ademds de estimular la produccion de eosindfilos, estimulan la
produccion de otras células?6, En humanos con heimintiasis, se ha observado
incremento en los niveles de eosindfilos y de IL-5, en relacion a los controles,
mientras IL-3 y GM-CSF se mantienen en niveles similares en los pacientes con
helmintiasis y en los controles. Estos resultados sugieren poca participacion de
* IL-3 y GM-CSF en la eosindfilia presente e la helmintiasis humana'3. En otros
estudios se ha demostrado que la eosinofilia en enfermedades parasitarias es
dependiente de IL-511. Estudios in vitro han mostrado el papel de IL-5 en la
diferenciacién y amplificacion de los eosindfilos, asi como en prolongar la
sobrevida de los mismos27,
En nuestro estudio, identificamos el efecto de la eosinofilopoyesis inducida
experimentalmente en las cepas BALB/c y C57BL/6 en hembras y machos. Los
mecanismos involucrados en la induccion de la eosinofilia y su efecto en la
susceptibilidad en éste modelo de parasitosis, no los exploramos. Sin embargo:
" dada la magnitud de los resultados, es preciso determinar los elementos que
participan en este mecanismo. Es importante sefalar que las diferencias de
susceptibilidad debidas a la cepa se conservaron a pesar de incrementarse la
resistencia en el grupo eosinofilico. En las hembras eosinofilicas las diferencias
en susceptibilidad se perdieron, pero en los machos las diferencias se
conservaron. Un efecto similar se observo al gonadectomizar hembras y machos

de ia cepa BALB/c con CPM ocasionada por metacéstodos de T.crassiceps 28



Existen pocos informes de la relacion de eosinofilia con el sexo. La infeccion con
. pahangi en la cepa C57BL/6, produjo mayor eosinofilia en las hembras que en
fos machos. La orquiectomia provocd incremento en ia intensidad de los
eosindfilos en la sangre periférica, mientras que la ovariectomia no modifico la
intensidad de los eosindfilos periféricos. No hubo modificaciones en la cinética de
los eosindfilos periféricos determinada por el sexo en ésta infeccion2®
Nuestros resultados sugieren que el efecto de la eosinofilia inducida
experimentalmente es mas importante, que el efecto de la regulacion

inmunoendocrinolégica innata, en éste modelo.



CUADRO

Promedio de cisticercos en las cepas BALB/c y C57BL/6, hembras y machos, a

los 60 dias de infeccién en grupo et eosindfitico y en grupo no eosinofilico.

Eo inducida S/Eo inducida

BALB/c (B/cHs) C57BL/6 (B/6He) BAL8/c (B/cHc) C57BL/6 (Bf6Hc)

n=5 n=5 n=5 n=5

Hembras Hembras Hembras Hembras

Media 193.5 37 | Media 98.98 8.44 | Media 735 35.28 Media 428 34

n=5 n=5 =5 n=5
Machos (B/cMe) Machos (B/6Me) Machos (B/cMc) Machos (B/6Mc)
Media 288.210.5 Media 92.34 12 Media 632.6 Media 352.653.13

;Error!No se encuentra
1a fuente de la
referencia, 34.7




Grupos de ratones

B6Me
BéHe
BlcMe
B/cHe
B6Mc
B6HC
B/cMc

B7cHc

Figura 1. Comparacion de los Intervalos de
Confianza en los 8 grupos de ratones
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