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Resumen: Influencia del factor de metacéstodo de Tgenia selim sobre 1a modulacidn

de 12 respuesta inmune in vitro,

Los objetivos del presente trabajo consistieron en: 1) Conocer que subpoblacidn de
células murinas T es deprimida por el factor de metacésiodo de Jaenia softum (FM) y st estic
depresion afecta a produccion de citacinas y b) Canocer si ¢l factor de metacéstodo afecta la

produccion de TNF-« en macrofagos.

Los resultados mostraron la capacidad del factar de metacéstodo para inhibir
significativamente (P<0.05) la proliferacion tanto de linfocitos esplénicos obtenidos de
ratones nosmales in vitra como de linfocitos de ratones previamente tratados con ¢f M y
estimulados in vitro con concanavaling A, Asi mismo, s¢ encontrd una disminucitn
significativa (P<0.02) de la concentracion de citocinas (11.-2, 1L-4 ¢ INF.y) en los
sobrenadantes de las ensayos de proliferacion de linfocitos y en los sobrenadantes de
nacrofagos (INF-a) deprimidos por el FM in vitro, en comparacion con la concentracion de
citocinas en sobrenadantes de linfocitos y macrofagos testigos. También se encontrd
disminuida significativamente (P<0.02) ta concentracion de 1L-4 y ligeramente pero no en
forma significativa (P>0.05), fa de HN-y en los sobrenadantes de las prucbas de
proliferacion de finfocitos obtenidos de ratones tratados con FM, en refacion con sus
testigos. Los experimentos de reconstitucion con rll.-2 y rlL-4, son consistentes con que los
linfocitos en presencia del FM disminuyen fa liberacion de citocinas, principalniente las
involucradas como fuctores de crecimiento, ya que 85% y 71% de la proliferacion fue

recuperada al afiadir las citocinas recombinantes.

La posibilidad de que el FM pudiera estar induciendo la sintesis de 1L-10 praducida
por céhilas Th2 y que esta citocina pudiera estar regulando la sintesis de citocinas de células
Thi, no pudo ser contrastada totalmente, sin embasgo, se usaron anticuerpos monocionales
anti-IL-10 para contrarrestar el posible efecto producido par esta citocina, Los resultados

indicaron que los anticuerpos no evitaron fa inhibicion. Lo cual es una evidencia indirecta de



W

que ¢l efecto observado no es debido a 1L.-10, pero seria importante detectar por un método
directo Ja presencia de esta citocing, para estar seguros de que no esta participando en la

supresion inducida por el FM.

Los resultados deseritos sobre los efectos producidos en dos células diferentes
(linfocitos y macrofagos) por parte del FM, cn euanto a 1a liberacion de diferentes citocinas,
sngiere un mecanising novedoso ain no descrito, por el cual, ¢l FM pudiera estar inhibiendo
la sintesis de protefnas de las células probadas, es decir, un mecanismo inespecifico que

afecte esta funcidn en cunlquier céfula y no necesarianiente en subpablaciones de células 1.



INTRODUCCION

Los pardsitos inducen respuestas inmunes humorales y celulares en sus huéspedes.
Sin embargo, debido a la complejidad de sus componentes quimicos durante los distintos
estadios que pasan en sus ciclos biologicos, la inmunidad que inducen es generalmente
especifica de fase, es decir, la proteccion puede estar dirigida contra fa fase infectiva del
pardsito, la de establecimiento, la inductora de patologias asociadas o la velacionada con la
transmision del pardsito. En el caso de la inmunidad contra la fase infectiva (pec
esporozoitos de Plasmadinm sp.) existe la ventaja de bloquear la infeccion completamente.
En contiaste, la inmunidad hacia pardsitos cstablecidos (p.c. merozoitos de Plasmodium sp)
puede muntener el control de la infeccion ademds de ser estimulada continuamnente por la
misma infeccion. La proteccion contra amtigenos asociados a patologias (p.e. microfilanias
0 huevecillos de Schistosoma sp.) esta disefiada para prevenir cvalquier enfermedad, sin
embargo debe encontrarse regulada adecuadamente para evitar la exacerbacion de la
infeccion, Por altimo Ja inmunidad dirigida contra las formas amsmisibles (p.c. estados
sexuales de Plaswodium sp o wicrofilaria) penmite bloguear fa continuidad del ciclo
biolagico del pardsito, reduciendo asi su transmision (Kwiatkowski, 1992; Loug, 1993;

Scott y Sher, 1993).

La inmunidad contra céstodos depende del huésped en que se encuentren los
pardsitos, ya que déstos hacen conticto con los tejidas del huésped durante su ciclo
biologico. El grado de la respuesta inmune estd determinada por tres factores: a) La
naturaleza de tejido invadido, b) La relacion huésped-pardsito y ) La fase de desamolio del
céstodo (Smyth y McManus, 1989),

La respuesia inmune que induce el céstoda adulto ha sido estudiada en su mayoria
con [fymenolepis sp. wilizando modelos animales. En ratas se ha observado la presencia de

1gG e IgE en ¢ tegumento de Hymenolepis diminuta, mientras que en el raton se



encontraron inmunoglobulinas de diferentes isotipos como IgG, IgM e IgA (Smyth ¥
McManus, 1989). En el caso de Schistosoma sp. Capron y Dessaint (1985) y Capron
(1992) observaron que los mecinismos inespecificos de defensa incluyen el aumento de
células NK y la activacion del complemento por la via alterna, mientras que la
citotoxicidad mediada por anticuerpos cs ¢l mecanismo inmune mas importante. Estudios
de citotoxicidad in vitro mostiaton que los macrdfagos, cosinofilos y plagquetas son las
celulares efectoras y los experimentos de transferencia pasiva i vive determinaron que los
componentes humorales son la IgF y las subclases anafildcticas de 1pG (Capron y Dessaint,
1985). Por otro lado, las inmunoglobulinas contra la fase de metacéstodo de Tgenia sp.
parecen no tener un papel importante, por ejemplo, Musoke y Williams (1976) utilizando
ratas infectadas con Tgemiy (aenigeformis no encontraron un  dajo mediado por
anticuerpos. Fn cuanta a la respuesta celular en cisticercosis por Zaenia solinm, sabemos
que ¢l pardsito induce estados de inmunosupresion de linfocitos T en sangre periferica
(Molinari. et al. 1987). principalmente de T cooperadores, en cerdos natralmente
cisticercosos (Tato, et al. 1987), y por las respuestas deprimidas de lintocites de cerdos
parasitados cuando son estinlados con Con A (Molinari, et al. 1993). Los poces estudios
en que se lua deserito la reaccion intlamatoria causada por el metacéstodo de Taenfa soliun,
coineiden con la presencia de cusindfilos degranulados y en fntimo contacto con la
superficie del pardsito, y consideran que es la célula determinante para la iniciacion del
proceso destructivo del metacéstodo (Willms, et al. 1980; Willms, et al. 1982; Molinari,
etal. 1983; Molinari, et al. 1986: Aluja v Vargas, 1988). Finalmente, las oncosferas pueden
ser eliminadas por diversos mecanismos, por ejemplo s¢ ha observado una destruceion de
oncosferas in vitro mediada por suero de pacientes cisticercosos y camplemento (Molinari,
ct al. 1993). Por otro lado, la presencia de 1gA especificas para oncosferas de Juenia
{aeniaeformis en secreciones gastricas de ratones infectados indica que I respuesta

humoral es importante para neutralizar esta fase del pardsito. (Smyth y McManus, 1989).

Los pardsitas poseén una relacion poco nsual y privilegiada con el sistema inmune

de sus huéspedes, que les peimite sabrevivir por largos periados, lo cual es central en el

ta



mantertimicnto de sus ciclos biologicos. Las consecuencias inmunoldgicas de la longevidad
de los pardsitos son muy importantes. Para sobrevivir en un medio ambiente hostil. los
pardsitos han tenido que desarrollar meeanismos para cvadir o controlar las respucstas
inmunes del huésped, camo: fa variacion antigénica, evasion del sistema de complemento,
inhibicién de las funciones de las células efectoras, entre otros (Scott y Sher, 1993). Por
otro lado, la estimulucion antigénica prolongada que ocwrre en los parasitismos cronicos,
tiene consccuencias inmunoreguladoras importantes, como la carencia de respuestas
inmunes cspecificas o de respuestas  generalizadas del individuo  parasitade.  La
inmunoregulacion es también central para ¢l entendintiento de kit inmunopatologia
abservada en las enfermedades parasitarias, por cjemplo, en la schistosomiasis murina
ocurre una respuesta mediada por células Thi durante Tas prineras semanas de la infeccion,
mientras que en fases mis avanzadas, la respuesta inmune se caracteriza por la actividad de
células Th2. (Stadecker y Flores-Villanueva, 1994), En ot parasitosis, en Ja que se ha
repartado inmunoregulacion por el pardsito, es en la infeccian par Irichinella spiralis,
puesto que la expulsion de éste en ciertas cepas de rtones estd asociada a la actividad de
células Thl, mientras que la permanencia del mismo se asocia a células Th2 (Scatt y Sher,

1993).

Las citocinas juegan ua papel preponderante en Ia inmunoregulacion durante las
infecciones parasitarias, por ejemplo interlevcinas como 1L-4, 1L-10 y TGF-p regulan o
inhiben la activacion de fos maerdfagos durante infecciones intracelulares con Leishmania
sp, Toxoplasma gondii 'y Irypanosoma cruzi y en infecciones extracelulares con
Schistosoma mansoni (Reed y Scott, 1993; Scott y Sher, 1993; Subauste y Remington,
1993).

Se ha propuesto que los productos de excrecion y secrecion de helmintos
contribuyen a las estrategias de cvasion inmune de los pardsitos a través de mecanismos

coma: la liberacion de moléculas de superficie unidas o no a ligandos, o a ¢élulas del



huésped; Ta alteracion de macrdfagos. linfocitos y granulocitos (Lightowlers y Rickard,
1988); la modulacion del complemento por 1a paramivsing que se une a Clg (Laclette, et
al. 1992) o la teniastating, que inhibe la accion del factor D de la via alterna del

complemento (Leid, et al, 1984) v Lo alteracion de otras respuestas influmatorias del
huésped.

En lo que se refiere a supresion de funcianes de linfocitos, Dessaint, et al. (1977)
han reportado factores liberados por Schistosoma mansoni. fos cuales son inhibidores de la
proliferacion de linfocitos inducida por mitdgenos, son tamocstables, dinlizables y de bajo
peso molecular (S00-1,000 Da). Yin Foo. et al. (1983) encontraron un  factor
inmunosupresir producido par microfifarias de Onchocerca gibseni que tambicn es
termoestable, dializable y de peso molecular menar de 10,000 Da. Por otro lado, Burger,
etal. (1986) y Letonja, etal. (1987) han cocantrado que productos de excrecidn y secrecian
de Taenia taeniogformis inhiben ta funcidn de linfocitos in vitro a traves de la induceion de
poblaciones de ¢élulas supresoras, En cstudios realizados con metacéstodos de Tagcnin
solium, Willms, et al, (1980} observaron supresion de 1a incorporacion de timidina (i Den
linfocitos  esplénicos  obtenidos dv  ratanes implantados  intraperitoncalmente  con
metacdstodos de Tuenio soliun. Esta supresion estd deserita en cerdos infectados
naturalmente por Molinari, et al. (1987), quicncs observaron wna correlacion inversa entre
la innunosupresion de tinfocitos Ty B y el niimere de metacéstodos implantados, ¢s decir,
confornie anmentaba el nimero de metacéstodas en un cerdo parasitado, menor ¢l atmero
de linfocitos T y B, ademds s¢ ha reportado disminuida la incorporacion de timidina (*t)

en linfocitos obtenidos de sangre periférica de cerdos naturahmente cisticercosos (Molinari,
et al. 1993),

Hipotéticamente se¢ habia considerado que los linfoeitos CDB™ (citutdxicos)
realizaban funciones reguladoras mientras que, los linfocitos CD4* (cooperadores)

funciones efectorns. Sin embargo, este concepto ha cambiiado desde ef reciente hallazgo de



que existen diferentes subpoblaciones de células T que se diferencian por el patrdn de
citocinas que producen y que ha sentado bases importantes para ¢l entendimiento de Jas

nidltiples funciones de estas células ¢ Masmiann, et al. 1986; Sher y Coffinan, 1992),

Hay cvidencia substancial de que las respuestas de proteecion o cronicidad en
ratones infectados con Lejshmania meyor representan el desarrollo de respuestas Thi y Th2
respectivamente. Por ejemplo, los finfocitos D4’ de ratones Batb/e con inleecion cronica
por Leishmania sp. canticnen niveles significativos de ARNm para 114 (Th2) pero poco
ARNm para interferdn-y (Thi), mientras que céulas de ratones de una ceps resistente
{C57/B1.6) contienen niveles mas altos de ARNm para interferon y (1FN-y) pero poco
ARNm para 11.-4 (Heinzel, ¢t al. 1989, 1991). De tal farma, que Jos ratones que eliminan s
infeccion ticnen una fuerte respuesta de células Thl y los que presentan enfermedad
erénica tienen una fuerte respuesta de células Th2 (Sher y Coffman, 1992), Parcee existir
una regulacidn eruzada entre las poblaciones, ya que la presencia de 1FN-y no permite la
activacion de linfocitos Th2, mientras que Ja produceian de 1L-10 por Th2 suprime la
activacion de Thl (Cox y Liew, 1992). Resultados was recientes muestran que ratones
susceptibles y deficientes det gene de 1L-4 siguen padeciendo la enfermedad, Jo cual indica
que la presencia de 1L-4 in vive no es ¢} iinico fictor determinante para In susceptibilidad

contra la enfermedad (Noben-Trauth, ¢t al. 1996).

En infecciones de ratones con otras helmintos como Schistosoma mansoni o
Nipposirongilus brasilivnsis. también se ha observado esta diferencia en §a produceion de
citocinas por las subpoblaciones de células T cooperadoras. Estos estudios han revelado
que hay altos niveles de 1L-4, 1L-5 ¢ 11.-10 (Yh2) en ausencia de praduccion apreciable de
112 e IFN-y (Tht). Proporciones simijares de citoginas se han observado cuandn las
células son estimuladas con mitdgenos, lo cual sugiere que hay una alteracion generalizada

en I funcion de los Tinfocitos en los animales infectados (Finkelnian, et al. 1991).



Se ha reportado que el metacéstodo de Taenia solium libera in vitro ura sustancia
termoestable, dializable y de bajo peso molecular (<3.500 Da). Los andlisis sugieren que es
un ribonucleopéptido, yi que tiene un pico maximo de absorbancia a 249 nm, contiene
ribosa unida a pirimidina (Massart y Hoste, 1947) y cuando es sometida a digestion con
ARNasa pierde su actividad biologica. miemras que cuando es digerida con tripsina la
mejora. Este factor deprime la respucesta inmune en ratones a la vacunicion contra ficbre
tifoidea murina (Molinari, et al. 1989), ¢ in virro inhibe la incorporacion de timidina
tritiada en linfocitos humanos estimulados con fitohemaghwtinina (Molinari, et al. 1990) y

murinos estimulados con Concanavalina A (Tato, et al. 1995).

Finalmente, Tato, et al. (1995) encomtraron que la célula que participa en la
supresion de la incorparacion de timidina ('H) es el linfocito T, ya que al cocultivar
linfocitos tratados con el factor y linfocitos frescos en presencia de Con A, se indujo
supresion de las respuestas proliferativas al mitdgeno, mientras que, al cocultivar células
adherentes tratadas y linfocitos frescos no se observe depresion de la respuesta a Con A,
Sin embargo, todavia no se ticne informacion sobre la subpoblacion de linfocitos que es
afectada por este factor de metacéstodo y si promueve o inhibe la produccion de citocinas

que pudieran estar modulando In respuesta del huésped.



OBIETIVOS

Objctivo general:

Determinar que subpoblacion de células murinas T es atectada par el factor de

metacéstodo y si esta setividad altera la produccion de citocinas in vitro e in vivo.

Determinar si el factor de metacéstody afecta la produceion de TNFu en wacrdtuagos

in vitro.

Objetivos particulares:

Determinar la concentracion de interdeucing 2 (IL-2), interferon-gama (1FN-y),
interleucina 4 (IL-4) ¢ imerleucing 10 (1L-10) en sobrenadantes de cultivos de

linfocitos pre-incubados con factor de metacéstodo y estimulados con Con A.

Determinar la concentracion del factor de necrosis tumoral-alta (INF-a) en
sobrenadantes de cultivos de macrdfagos pre-incubadus con factor de metacéstodo y

estimulados con lipopolisacirido (L.PS) ¢ interlerén-gama (11'N-y).

Caracterizar si la adicion de interleucina 2 recombinante (r11.-2) exdgena, hterleucina
4 recombinante (riL-4) exogena ¢ interferdn-gama recombinante (rlFN-y) exvgeno
(experimento de dosis respuesta) a linfocitos deprimidos por el factor de metacéstodo,

revierte la supresion celular (reconstitucion).

Caracterizar si la ndicidn de un anticuerpo monoclonal anti-interleucina 10 (nAb
anti-1L-10, experimento de dosis respuesta) a linfocitos deprimidos por el factor de

mictacéstodo, revierte la supresion celular (reconstitucion).



5.

Determinar la concentracién de interferdn-gama (IFN-y) ¢ interleucina 4 (IL-4) en
sabrenadantes de cultivos de linfocitos de ratones inoculados con factor de

metacéstodo y estimulados in vitro con Concanavalina A.



MATERIALES Y METODOS

Factor de metacéstodo

Cetdos cisticercosos infectados paturalmente, de 5 0 6 meses deedad fueron
adquiridos en pabladas del municipio Je Tguata, Guerrero, zona endémica de cisticercass
parcina. Se wrasladaron al Instituto de Fisiologia Celular v se sacrificaron. La obtencion del
factor de metacéstodo (KA e realizo sepim el método deserito por Tato, et al. (1995, fos
metacéstodos se disecaron de la carne de cerda v ose colocaron eit SO0 mlb de apua
desionizada estérid durante v ks 2 temperatora ambiente. Al émino de este tempo se
centrifugaron a 10000 ¢ en vt centrifuga Sorval RC SB plus (DuPont. tustrnients)
durante 15 mn. B sobrenadante se Hofilizo v se resuspendio en S mil de agua destonizada,
se diddizd o 4°C, contra 100 ml de agua en un tubo de didhisis que excluye moléculas
menores de 3.500 Da (Spectrum Medical Indusiries, ey At cobo de 12 hrs o] material

fuera de ta balsa de didlisis se hofilzdy almacend a 2070, hasta st uso

Determinacidn quiniea

Con ¢l fin de cuanuiticar ¢b FM que se iba a utilizar en cada experimento, se realizo
Ja determinacion quimica de ribosa par medio de la prueba de oteinol (Ashwell, 6. 1957),
fa cual consistio en realizar diluciones de fu muestra problema en donde fa coneentriwion
fital fue de 500 pg v 250 g peso seeo. De estas diluciones se tomaran 0.5 ml, los cuales
se adicionaron a 1.5 ml de dcido tricloroacétivo (YCA; Merek) al 3%y se colocaron en
bafio Mara durante 15 minutes. Lus twhos se retiraron del bafio Maria y se centrifugaron
con Ja finalidad de climinar proteinas desnaturalizadas. A 1 mi del sobrenudaute se le
adicionaron 2 ml de una salucion que contenfa 50 mg de FeCly en 100 mh de HCHI2Z Ny
40 myg de orcinol (Sigma Chemical, Co.) por cada 10 ml ¥ se colocaran en bafo Maria
durante 1S minutos mas. Finahmente se enfriaran durante 5 minutos y se estimd la

absorbancia a 670 nm en un espectrofotometro (U hrospec 11, LKB Biochrom).



Cromatografia en Bio-Gel Po

Lotes de 100 mg de peso seco del FM se resuspendieron en 2.0 ml de apua
desionizada y se sepataron a través de una columna de Bio-Gel P6 (70 x 0.9 cm; Bio-Rad).
EF material se eluyd con agua desionizada. y la salida del material se detectdy con upa
unidad optica a 280 nm con un detector 1SCO VAS, Se colectaron fracciones de 3 mil. La
absorhancia de cada fraccion se determing a 200y 280 nm. Las fracciones de cada pico se

mezclaron, liafilizaron v almacenaron a -20°C

Cromatagrafia liguida de alta preeision (HPLC)

Utilizando un equipo Je anabisis THLC(CKRD Broma, modelo 21407 y siguiendo
método descrito por Webhr (1980}, se analizaron muestras del pico 1 a concentraciones Je
10 pg de ribosi 100 pl de agua. Las mestras se cargaren en una coluna de fase reversa
de CI8 (Dynamax-300A, Rainin) (10 mm x 25 em). e matenal se detectd a una longitud
de onda de 256 nm, el volumen tatal en cada analisis durd 30 minutos, para L ehucion se
usé un gradiente hineal cuyos amortiguadores fueron: A) Tris 0.1M y B) Tris 0.1 M v Na(l

LOM.

Transformacion hlastoide

Para realizar los ensayos de transformacion blastoide se siguio el protocolo descrito
por Tato, et al, (1995). Se obtuvieron los bazos de los ralones en condiciones asépticas v se
colacaron en cajas petri que contenian 20 ml de RPMI 1640 incompleto (RPMI-LL Gibieo,
BR1.). se perfindicron cuidadosamente con el medio wtilizando una jeringa de 10 ml, para

la obtencion de ama suspeusion celular,



o

Las célufas se centrifugaron a 400 g en una centrifuga CRU-5000 (Damon/IEC)
durante 10 minutos ¥ ¢t botén celular se resuspendio en REMI 1640 complementado con
10% de suero fetal bovino (SFB: Gibeo. BRLY y una mezcla de penicilina 100 jgiml
estreptunticina 25 pg/mt (Gibeo, BRE) (RPMI-C) & una concentracion de S x o
céluas/mi. Utilizando una placa de cultivo de 96 pozos (Costar. Co.) se calocaran 5 x 10
eélulas en 100 plpozo. 100 pl de RPMI-C conteniendo Cancanavaling A (5 pgrmls Sigma

Chemical, Co.)y 20 pl comteniendo 10 pg de FM. Se incluyeron testigos y blancos.

Las cultivos se ineubaron en unt estufa Forma Seientific modelo 3158 durante 72
hrs a 37°C en v atmaosfer al 3% de COy A los 48 hrs se agrego 1 pCi de timidina
tritiada con una actividad expecifica de 74 Ghymmol (CN Biomedicals, Ine. b a cada pozo.
Diceisicte horas después del marcaje. fas células se cosecharon en papel Giltro (Whatman,
934-AH) v favaron por medio de un cosechador mitltiple (Nune, Denmark). Los discos de
papel filtro se dejaron secar v se colocaron en stales (Kimble Glass Inc.) que contenian &
mi de tiquido de centellen (Tato.etal, 1993), 1 a cantidad de radioactividad se midic en un

contador de centetleo Packard Tri-carb 30,

Efecta del factor de metacéstado en la vinbilidad cefulny

La viabilidad de las células csplénicas de raton se estimd incubando 100yl de una
suspension celular de bazo de vaton que contenia § x 107 células/ml en presencia de 20 pl
de diferentes concentractones del M o pico 1 (10 0 20 pg de ribosa) en RPMIC. Se
incubd durante 48 hrs o 37°C en una atmosiera al 3% de CO, y después se determing i

viabilidad celular por exclusion de azul tripano (Sigma Chemical. Co.).



Lo

Obtencion de solirenadantes de linfocitos cultivados en presencia de Con Ay FM.

Se utilizo una placa de cultivo de 24 pozos (Costar. Co.j en donde se colocd 1 mi de
la suspension celular obtenida para os experimentos de teansformacion blastoide (5 x o
células/ml), 100 1} de RPMI-C conteniendo § pp/ml de Coneanavaline Ay 100 pg de bM

en 100 pl de RPMI-C a cada pozo.

Los cultivos se incubaron durante 72 brs 3 37°C en una atinostera af 5% de CO las
células se cosecharon mediante centrifugacion a 400 g durante 10 mimttos, ¢l sobrenadante
L k

se recuperd y se almacend a -70°C hasta su uso posterior en la determinacion de citoeinas,

Para detenninar la concentracion de H-2 se wtilizaron células CTLE-2, par fo qoe
los sobrenadantes tavieron que ser dializados para eliminar cualquicr remanente de FME
sobrewadante se Jializo contra 30 mb de agun o 4°C en un wbo que excluve molécukis
menores de 3,500 Da. Se esteriliza por filtracion a través de una membrana Milliporo de

0.22 nm de poro y se almacend a -70°C hasta su uso posterior.

Obtencidn de sobrenndantes de macrdfagas cultivados en piresencia de LPS, WFN-y y

FM.

Los macrofagos wilizados para el estudio def efeeto del M fueron de una linea
celular denominada 1C-21 (obsequiada amablemente por ¢} Dr. Vianney Ortiz, CMN Siglo
XXI LM.S.S.). Las células se mantuvieron en medio RPMI-C, se incubaron a 37°C en una
atmosfera at 5% de CO, y cuando se observa confluencia. las cétutas se separaron de la
eaja utitizando una solucion de tripsina al 0.05% v EDTA-INa 0.53 mM (tripsina-EDTA),
se lavaron una vez wtilizando RPMI-L y finalmente se volvieron a sembrar en cajas de 73

A » .
em” usando medio fresco.



Para obtener los sobrenadantes se utilizo una placa de cultivo de 24 pozos donde se
colocaron los macrotagos a crecer en RPME-C v una ves que hubo contluencia se Jes
agrego 100 pg de FM disueltes en 0.8 ml vy se inenbaron por 24 hrs. Al términa de este
tiempo se favaron con RPMI-Fa 377°C, para evitar gque las macrofagos se despegazan de la
caja. Posteriormente se agrepd 1 ml de RPMI-C conteniendo 10 ngial de LPS (Sigma
Chemical, Co.) v 100 Uital rlFN-y. se dejaron ineubar por 24 hrs inds v finalmente se

obtuva el sobrenadante mediante una pipeta Pasteur. (Ralph, etal. 1992),

Experintentns de reconstitucion y geutralizacion

En los experimentos de reconstitucion se agregaron S x 10 eélulas en 100l de Ta
suspension celular, 20 pl que contenian 10 pg de FM y 100 pl de RPMI-C conteniendo las
sipuicntes dosis de interleucinas v concanas aling A (5 pgrml; Sigma Chemical, Co.) en
cada poza. lnterleucina-2 recombinante murina (rl.-2: Genzyme Diagnastics) 10y 100
UAnl, intedeucina-) recombinante muring (rlL-4; Sigma Chemical. Co) 12 v 120 1/l e

interferon-y recombinaite muring (rlFN-y; Pharmingent 1.3, 10 v 20 ng/ml (Cuadro 1).

ki el ensayo de neutralizacion ean anticnerpo monaclonal anti-11-10. se agregaron
5 x 10 células en 100 pl de ta suspension celular, 100 pl/pozo de RPMI-C conteniendo 2 o
4 p/ml ded anticuerpo monockmal anti-1L-10 de raton (mAb anti-1L-10. mAb JES5-2A5:
Pharmingen: Jarlow y Lane, 1988) v concanavalina A (S pg/ml; Sigma Chemieal, Co.)
(cuadro }).

Cuadro (. Concentracion de citocinas y de amticucrpo monoclonal anti-1L-10 utilizadas durante los
experimentos de reconstitucion y nentralizacion en ensay os de proliferacion de linfocnos tratados con ¢ M

Citocina o Anticuerpo Concentraciones
2 1.0 Urpozo 10U/ pozo
ril.-4 1.2 U/pozo 12U/ poza
riFN-y 0.1 ng pozo | 0.5 ng/ pozo | 1.0 ng/ poza [ 2.0 ng/ pozo
mAb-anti-J1.-10 0.2 pg/pozo 0.4 pg/pozo ]
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Los cultivos se incubaron durante 72 hrs 4 37°C en una atmosfera al 5% de CO,. A
las 48 hrs se agrego | pCi de timiding tritiada a cada poso. Diccisiete horas después del
marcaje. las células se cosecharon en papel tiltro (Whatman. 934-AH) v lavaron por mediv
de un cosechador miltiple. Los discos d¢ papel filtro se dejaron secar v se colocaran en
viales que contenian 8 ml de iquido de centelieo (Tato, et al. 19935) La canudad de

radioactividad s¢ midio en un contador de centelleo Packard Tri-carb 300,

Experimentas Inn Vivo

Se utilizaron ratones BALB e singénicos de nuestro bioterio, con un peso de 18 a
20 g. Se les inocuta 100 pg de FM por via ip. cada 4 dias durante 12 dias. Se incluyeron

testigos inoculados con 0.1 ml de salina isotonica,

Se obtuvieron células de bazo de cada raton para realizar un ensayo de transfarmacion
blastoide con el proposito de obtener sabrenadantes v poder dewninar la coneentracion de

citocinas en estas células.

Determinacidan de Ia coneentracidn de citocinas

IL-4, INF- y TNF-a

Las citacinas 1L-4, INF-y y TNF-u se determinaron por medio de inmunoensayo
cnzimdtico  (prueba de ELISA), bajo ¢l principio de¢  doble anticuerpo. Para la
determinacion de TL-4 se utilizaron anticuerpos comprados a Pharmingen (mAb anti-11.-4
BVDA-IDIT y Ab paliclonal biotinilado anti-I1.-4 BVD0-24G2), mientras que para INF-y
y I'NF-a se utilizaron estuches completos comprados a Genzyme (Intertest-y v Factor-

Test-X, Genzyme, Diagnostics).



Se siguio el método descrito por Harlow y Lane (1988) que consiste brevemente en:

1. Diluir ¢l anticuerpo de captura (monoclonal) a una cancentracion de 4 pg/ml en
amortiguador de bicarbonato de sodio, ptl 8.2, Agregar 50 pl de dicha salucian a una

placa de ELISA de 96 pozos (Nune, Denmark) ¢ incubar toda ta noche a 4°C.

2. Lavar la placa dos veces con amortiguador saling de fosfatos y 0.05 % de Tween 20

(PBS-Tween 0.05%.)

3. Bloquear la placa agregando 200 ulpozo de una solucion de PBS-Albimina sérica
bovina (Sigma Chemical, Co.) al 3 % (PBS-BSA 3%) ¢ incubar por 2 hirs a temperatusa

ambiente y lavar 4 veces con PBS-Tween 0.05%.

4. Aftadir 100 pl/pozo de los esidndares y muestras diluidas en PBS-BSA 3%, incubar toda

la noche a 4°C'y lavar 4 veces con PBS-Tween 0.05%.

p>

Diluir el segundo anticuerpo (anticuerpo biotinilado o amicuerpo policlonal) a una
concentracion de 4 pg/ml en PBS-BSA 3%, agregar 100 pl/pozo ¢ incubar por 45

minutos i temperatura ambiente.

6. Lavar la placa 6 veces y agregar 100 pl de la dilucion del tereer anticuerpo (antieucrpo
peroxidado) o de la estreptavidina peroxidada, segin sea ¢l caso e incubar durante 30

minutos a temperatura ambiente.

7. Lavar 8 veces con PBS-Tween 0.05%, ailadir 250 pl/pozo de la solucion del sustrato ¢

incubar a temperatura ambiente y en obscuridad hasta que se observe la reaceion.

8. Detener la reaccion con dcido sulfurico 2.5 M v leer la absorbaneia n 450 nm de

longitud de onda para IFN-y y TNF-« y a 490 min para 11.-4.



Cuadro 2. Reactivos de ELISA utilizados para las determinaciones de las diferentes citocinas

Citocina 1" Ab, 2" Ab. 3 reactive | Sustrato  [D.O. (nm)
1.4 Rata mAb anti-11.- | Rata Ab anti-1L4 Estreptavidina orp* 490
4 1gG, biotinitado peroxidada®
1gG,
IFN-y Hamster mAb arsi- | Cabra Ab policlonal Burro Ab metanol, 450
1°N-y de raton anti- IFN-y de mtén | policlonal anti- DMSO «
cabra peroxidado glicerol®
TNF-a Hamster mAb anti- | Cabra Ab policlonal TMBen 1850
INFeor de ratén [ anti- TNF-a de raton | -eeeevenes metanol,
perexidado DMSO y
glicerol
¢ Esueptaviding  peroxidada  (Pierce),  OPD: ortofenilendiaming  (Sigma - Cheaical, Co ), TMB.

terrametilbenzidina (Genzy nte, Diagnostics), DMSO: dimetilsutfoxido (Genzyme, Diagnastics)

Interleucing 2 (11.-2)

Esta interleucina se determind utilizando una linea celular denominada CTLL-2
donada por el Dr. Rafael Saavedra (1IB, UN.AM.). Ista linca provicne de células
esplénicas de ralon desarrolladas en presencia de faclores de crecimiento, acasionandn una
transfonmacion espontdnea a la dependencia de 1L-2 o [L-4. Estas células se mantuvieron

en cultivo y una vez crecidas se utilizaron para ¢l hioensayu.

Para manienerlas en cultivo se sembraron en cajas de 75 em? con 25 ml de RPMI-C
y | U/l de fll.-2. Una vez que se obtuvo una concentracion de 1 x 10* células/ml se

diluyeron en una proporcion de 1:10.

N,

)
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Para cuamificar la concentracion de TL-2 se recolectaron células en fase de
crecimiento (2 dias después de la dilucion) v se lavaron dos veees con RPMI-E sin ]2,
Las favados se realizaron por centrfugacion a 335 x g durante 8 minutos, agregando 30 ml
de RPMI-. Despuds se resuspendieron en 10 ml de RPME-Cy se sembraron en cagas de 24
pozos (Costar, Ca.) se incubaron durante 2 s a 37°C y 5% de CO,, se tavaron dos veces

. . I ‘. - 4 .
mis y el sedimento se resuspendio a una concemtracion final de 1 x 107 eélulasiml

De la suspension anterior se sembraron 100 )tl7pozo en una cagiy de 90 pozos y a
cada pozo se le agregaron 100 pul de lus sobrenadantes dializados de infocitos o bien 100
pl de RPMI-C y diferentes concentraciones de 11122 (1.5, 3.1 6.3 125, 25 Unl) para
oltener una curva estandar, ademas, se agregaron 1S ng/md de un anticaerpo anti-1].-4
(rata mAb anti-lf.-4 muring, Genzyme, Diagnostics) @ cada pozo, con la tinalidad de
Woguear el efecto de esta interleucing, L.as eéhulas se incabaron a 37°C y §% de CO,, se les
agregd 0.5 pCio de timiding trittada a las 24 lrs v ose cosecharon o las 48 hrs, a
radioacrividad se mudio en un contador de centelleo Packard Tri-carb 300. Se incluyeron

testigos v blancos (Gillis, ctal. 1978).

Andlists estadistico

El andlisis estadistico de fas variables experimentales se realizo usando un
programa estadistico "Sigma Stat para windows. Statistical Sofware. Version 10" (Jandel
Corporation), en el cual se hicieron las pruebas de r 0 ANOVA. En dichas pruebas el limite
mdximo permitido del valor alfa («) fue de 0.05 y el vajor expresado como p ¢s la

significancia expresada en cada caso.
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RESULTADOS

Cromatografia en Bio-Gel P'o

El cromatograma mostré dos picos (1 y 2), el material cluido se detectd usando

langitudes de onda de 260 y 280 nm (Fig. 1).
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Fig. 1. Cromatograma del extracto crudo del factor de metacéstodo ¢n una columna de Bio-Gel Po. La
clucion se realizo con aguadesionizadi estéril, se recolectaron Fracciones de 3 ml.

Determinacion quimica

Se realizo la determinacion quimica de extracto crudo del FM, detectindose la
presencia de ribosa a wta concentracidn de 25 pg/my de peso seco, mientras que los picos

de la cromatografia en Bio-Gel P6 contenian 13 pg/mg.



Transformacién Blastoide

Con ¢l objeto de comprobar la actividad del extracto cudo del factor de
metacéstodo asi como ta del pico 1 (fracciones 46-48, Biv-Gel Po). se procedio a efecivar

unia prueba de transformacion blastoide con células esplénicas murinas.

Estos expenmentos mostraron una disminucién en la incorporacion de timidina
1 . . .
('H) como respuesta a la presencia del extracto emdo y del pico 1 en los cultivas
correspondientes. El efecto supresor tanto del factor crudo como del material purificado,

mostro ser dosis dependiente (Fig. 2 y Fig. 3).
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Fig. 2. Efecto del extracto crudo del factor de Fig. 3. Efecto del pico i (Bio-Gel Po), sobre la
nictacéstodo sobre I proliferacion de proliferacion de linfocitos estinulados
linfocitos estimulados con Con A. Las con Con A. Las bamas representan
barras represemtan la medin &+ DS, media 3 DS. p=0.0121 Cul () vs 10y
p=0.0065 Cul (+) vs 10 y p=0.0002 Cirl p<0.0001 Curi (+) vs 20 wtilizando una
(+) vs 20 wilizando una prueba de 1. pruchade r.



Cromatografin liguida de alta precisién (HPLC)

Habiendo comprobado que ef pico 1 posee fa actividad supresora, se procedid
determinar la pureza del material, realizandose un analisis comatogrdtico por HPLC. El
andlisis confirmé la presencia de un solo componente que se cluyd a los 4.48 minutos

(Fig. 4).
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Flg. 4. El andlisis cromatografico del pico 1 en HPLC, mostro un solo pico a los 4:48 minutos. La
cromatografia se realizd cn una columna de C18. utilizando un gradiente lineal cuyos
amortiguadores fueron: A} Tris 0.1M y B) Tris 0.1M y NaCl 1.OM durante 30 ininutos.

Efecto del factor de metacéstodo sobre la viabilidad celulay

Debido a que ta disminucion en la incoporacion de timidina (*H), que sc observo en
los cxperimentos de transfomacion blastoide podifo deberse a mwerte celular y no a
supresion, se realizo un esiudio para determinar si el FM afectaba fu viabilidad celutar. Los
resultados mostraron que durante 48 hrs con dosis de 10y 20 pg del FM solo hubo una

moralidad def 7y 13 % respectivamente (Cuadyo 3).



Cuadro 3, Viabilidad de células de bazo de raton cultivadas durante 48 hrs en presencia de diterentes dosis
del factor de metacéstodo.

Dosis (pg) de FM ) Viabilidad (%)
; N o I
_— - o e

Determinacion de la contcentracion de citocinas

Para la proliferacion de lus Tinfocitos se requiere la presencia de citocinas que elfos
‘mismos producen en respuesti a una cstimulacion can un mitogeno (Liles ¥ Van Voarhis,
1995), por lo que el siguiente paso cra investigar si en la supresion observada en los
linfocitys ratados con FM se encontraba alterada ke produceion de alpuna cioeing, al
comparar su concentracion con aquella de los linfocitos testigos caltivados en las mismas

condiciones sin FM,

Para estimar la concentracion de H.-2, H -4 ¢ 1FN-y se realizo la determinacion de la
concentracion de dichas citocinas en sobrenadantes de linfocitos tratados can 10 pg del
tactor de metacéstodo, en pruchas de transformacion blastoide v para determinar si la
disminucion en la concentracion de dichis citocinas era la responsable del efecto sapresor,

se realizaron pruebas de transtormacian blastoide agregdndolas de manera exdgena.

Par caracterizar sl ¢} efecto observada se debfa a la presencia de 1L-10 se hiza un
ensayo de neutralizacian contra la citocing, durante una prucba de transformacion blastoide

en presencia de FM.

2




Interleucina 2 (11.-2)

En la prueba de proliferacion de linfocitos para obtener sobrenadantes, se observd
que la supresion es dosis dependiente del FM. La diferencia de incarporacion de timidina
() fue significativa para todas las dosis en relacion a las prucbas con linfocitas testigos

(Fig. 5).

Los resuhados de la determinacion de H.-2 en sobrenadantes de cultivas de
linfocitos en presencia det FM (10 y 20 pre/pozo). mostraron wni concentracion de 1.2

significativamente disminuida respecto de los testigos (p=0.0001) (Fig. 0).
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Fig. & Efecto del factor de meracdsiodo en la proliferacion de linfocitos estimutados con Con A. Las barras
representan fa media de 3 experimentas + DS. p- 0.0294 Ciel (<) vs 10y p=0.0029 Cint (=) vs 20
utilizando una prueha de 1.
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Fig. 6. Produccion de 11-2 ¢n sobrenadantes de linfocitos estimulados con Con A en presencia del factor

metacéstodo. Las barras representan fa media de 3 experimentos

p=0.0001 Ctrl () vs 20 atilizando una pricha de ¢

DS, p=0.0001 Cul (<) vs 10y

En virtud de que tos binfocitos tratados can el factor de metacéstodo sufrieron una

supresion en su praliferacion y una reduceion en la produccion de 11.-2, se ensaya la adicion

de rlL-2 exdgena para probar i ésta reconstituia la proliferacion de las células.

Los resultados de este experimentny mostraron que la proliferacion afectada en los

linfocitos tratados con FM se pudo restituir hasta en un 85 % con la adicion de 100 U/m] de

riL-2, la restitucion mastrd ser dependiente de lit dosis (Cuadro 4 y Fig. 7).

Cuadro 4. Reconstitucion de fa profifesacion de tinfocitos estimulados con Con A 'y suptimidos con FM
(10 pg) en presencia de diferentes eoncentraciones de sil.-2.

rIL-2 (U/ml) Con A Con A+ FM (10 pg) Porcicnto de
media (CPM) 4 DS, nedia (CPM) + D.S Reconstitucion
0 13815+ 1 498" 3,951+ 1,63%° 29
10 9,352+ 2,687° 7,068 & 1.184° 51
100 13,930 43,2557 11,72742,255° 8s

(a) No se encontraron difercncias significativas entre 0 y las 2 dosis de rlL-2 de los tesligos (ANOVA);
p=0.0015 cn (a) vs (b), p=0.0023 en (a) vs (c) y p=0.0604 en (a) vs (d) wtilizando una prucba de 1.
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Fig, 7. Reconstitucion de la respuesta proliferativa por adicion de r1l.-2 en cultivos de linfocito: estimulados
con Con A en presencia de 10 pg del factor de metacéstodo. Las baras representan la media de 3
experimentos + DS y el Cul (+) es sin flL-2 p0.0015 Cub (+) vs 0, p=0.0023 Cirl (%) vs 10y
p=0.0604 Cirl (+) vs 100 utilizando una prucha de ¢

Los anilisis estadisticos no moslraron una diferencia significativa entre las
diferentes dosis de rll.-2 de os grupos testigos, mientras que entre Jos linfocitos uatados
can FM y el grupo testigo se encontrd una diferencia significativit, con excepeion de la
dosis de 100 U/ml de rlL-2. Los valores de p para las dosis de 0y 10 U/mil de d1.-2 fueron
p=0.0015 y p=0.0023 respectivamente, mienuas que la dosis de 100 Usml tuvo un valor de

p=:0,0604.



Interferdn-y (IFN-y)
En un nuevo ensayo de proliferacion de linfocitos se observd que el factor de

metacéstodo produjo una supresion dosis dependiente de la proliferacion de los linfocitos

(Fig. 8).
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Fig. 8. Lfecto del factor de metacéstodo en la proliferacion de linfocitos estimulados con Con A. Las barras
representan la media de J experimentos @ DS, p=0.0002 Ctel (+) vs 10, y p<0.0001 Curl (4} vs 20
wilizando una prucha de 1.

Se observo que fa concentracion de JFN-y en los sobrenadantes de los cultivos
anteriores también estaba disminuida (Fig. 9). La diferencia de la concentracion de HN-y
entre los sobrenadantes de los grupos tratados con el factor de metacéstodo y el testigo fue
evidente. La diferencia fue esladisticamente significativa entre los valores de las medias del
grupo (estigo y aqueilos de los tratados con FM. Los valores de significancin fueron de

p=0.0013 para los experimentos con 10 pg de¢ FM y p=0.0004 para aquellos con 20 pg.
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Fig. 9. Produccion du 1FN-y en sobrenadantes de linfocitos estirnuiados con Con A en presencta deb tactn
de metacéstodo. Las barvas representan b medua de 3 experimentos + DS p 40013 Cil (#) v 10y
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En el experimento de reconstitucton con IFN-y no se logrd restituir la proliferacion

de linfocitos estimulados con Con A en presencia del factor de metacéstodo, con las dosiy

utilizadas de sIFN-y (Cuadro 5 y Fig, 10), El andbisis estadistico no mosird una diferencia

significativa entre las diferentes dosis de TFN-y de los grupos testigos. pero mostrd una

diferencia significativa entre el grupo testigo y cada uno de los grupos problema.

Cuadro 8. Ensayo de recanstitucion en la proliferacion de linfocitos estimulados con Con Ay supritnidos
con FM (10 ug) e presencia de diferentes concentraciones de efFN-y.

rIFN-y (ng/ml) ConA Con A +FM (10 pg) Poreiento de
media (CPM) 4 DS, media (CPM) = O S Reconstitucion
0 14,380 £ 2918 6,867 + 789" 48
i 15,622 +3,027" 6,766 + 398° 47
5 10,816 £ 506" 5.895+ 1,050 1
10 9311+ 178° $34 1,091 TR
20 13,930 £ 2407 3874 & 748 41

{a} No se encontraron diferencias significativas entre 0 y las 4 dosis de 1IEN-y ¢n los testigos (ANOVA):
0.05 en (a) vs (b), (@) vs (e}, (a) vs (d). () vs (e} y (a) vs () wilizando una prucba de t.
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Interlencina 4 (11,-4)

Con ¢l objeto de saber i fa disminucion observada en la produccion de 11.-2 ¢
IFN-y, se debia a una supresion generalizada o bien a un aumento en fa produccion de
citocinas propias de células Th2, las cuales pudicran estar modulanda fa expresion de

citocinas de Thl, se procedid a determinar fa concentracion de 1L-4 ¢ 1L-10.

Se determind la concentracion de 1L-4 en las mismos sobrenadantes obtenidos para
fa determinacion de la concentracion de 11.-2 (Fig, 5), los resultados mostraron que fa 11.-4
se encontrd disminuida al igual que 11.-2 e {FN-y como se puede observar en fa fig. 11. La

difer¢ncia en a concentracion de 11.-4 observada en fos sobrenadantes con respecto al



control fué clara, ¢l andlisis por medio de una prueba de 1 mostro que la diferencia fue

significativa con un valor de p=0.001 para 10 pg y p=-0.004 para 20 pg del factor de

metacéstodo.
50
40
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3
10 .
Ctrl - Ctyel + 10 20
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Fig. 1. Produccion de [1-4 de sobrenadantes de linfocitos estimulados con Con A en presencia del Factor
metacéstodo. Las barras representan la media de 3 experimentos = DS, p=0.0010 Crl (£ vs 10,y
p=0.0040 Cirl (+) vs 20 utilizando una prueba de +

Debido a que 11.-4, al igual que 1L-2, es un factor de crecimiento para células 1,
procedimos a probar si la citocina recombinante era capaz de revertir el efecto supresor del
factor de metacéstodo en un ensayo de proliferacion. En la figura 12y ¢l cuadro 6 se
muestran los resultados de dicho ensayo. en donde se observa que rll-4 reconstituyo en
71% la proliferacién celular con la dosis mas alta (120 U/ml), aunque no con la misma
eliciencia que rIL-2. La prueba de ANOVA enue las diferentes dosis de ril--4 de los grupos
testigos no mostraron una diferencia significativa, mientras que la prucba de ¢ mostré una
diferencia significativa entre los cubtivos tratados con 0y 12 U/ml y su testigo con un valor

de p=0.02 y p=0.04 respectivamente.
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Cuadro 6. Reconstitucion de la probiferacion de lntfocitas estimutadas con Con A 3 suptimidos con FM
(10 pg) en presencia de diferentes concenraviones de ril-4.

riL-4 (U/ml) Con A Con A + FM (10 pg) Porciento de
media (CEMY 2 DS, media {CHAM) 2 DS, Reconstitucidn
0 15,806 + 5,239 4,616 1. 350" 29
12 18,279 + 5,38%" 7498 « 1,812° 47
120 18.146 + 4,902° 11,249 + 378° 71

(a) No se encomraron diferencias significativas entre 0y las 2 dosis de ril.-4 en los testigos (ANOVA),
P=0.02 en (a) vs (b}, p~0.04 en () vs (¢ y p=0.2074 en (a) vs (o) utilizando una praeba de 1.




Interleucina 10 ill-1h

11.-30 ¢s uma citoeina pleiotropica que funciona comto un modulador impartame de
Ia respuesta inmune y de las funciones de células innmalogicas como 1 inhibicion de
yeactivos interruediarios de oxigeno v nitrdgeno en macrdlugos, of incrementa de
expresion de moléeulas clase I del MUC en lintocitos B pequenias y 1o supresion en
profiferacion de linfocios T en presencia de céfulas preseatadoras de antigeno. Lista
citocina es capaz de inhibir funciones efectoras de macrafagos, asi como blogquear
sintesis de citocinas por parte tos finfocitos T wotra poblacidn celular (Moore, etal. 1993),
Debido i que Ta 11.-10 s capaz de inhibir la sintests de otras citocinas se decidio determinag
fa presencia de ésta en cultivos de celufas estimaladas con Con A en presencia de 10 pp del
tactor. Con este fin, se reatizaron casasos de newtralizacion por medio de un anticuerpo
wonoclonal anti-1L-10 en os ensayos de transtonmacidn blastorde en presencia del factar,
En el cuadro 7 y fa figura 13 se mestran los resultados en donde se obsenva que nimguna de
las dosis de cste anticnerpo fue capaz de severir ol efecto supresvr del factor de

meticdstodo sobre los tinfocitos cultivadaos.

Cusdro 7, Ensayo de reconstitucion en fa profiferacion de hafocitos estimuladus con Con A en presencia de
dilereqtes concentracianes de a-10-10 v 1 g del Lactor de metacéstodo

a-1L-10 (pg/ml) Con A Factor (10 pg)
media (CP\M) = DS, media (CPM) = DS,
0 B145 £ 1,070 16441291
2 9,250 + 3.676" 4.728 £ 20%°
4 8843 & 1118 5,394 = 4147

(a) No se encontrason difesencias significativas entre 0 3 Jas 2 dosis de a-H.- 10 en o5 testigos (ANOVA),
p<0.05 en tay vs tb), (@) vs () ¥ (9} vs (d) wilizando una praeba de 7.
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Fig. 13. Lfecto de diferentes concentraciones de anticuerpo a«L-10 sobre la respuesta profiferativa de los
linfocitos estimulados con Con A en presencia de 10 gg del factor de metacéstodo. Las harras
representan fa media de 3 experimentos 2 DS v el Curl (+) e sinanti-JL-10. p<0.05 en todos tos
casos utilizando una prueba de ¢

El andlisis de varianza (ANOVA) emre las diferentes dosis de a-1L-10 de las grpos
testigos no mostrd una diferencia significaliva. mientras que la prucha de ¢ mostrd una
diferencia significmiva entre ¢l control y los grupos con dosis de anticuerpos angi-11.-10

(p <0.05).

Factor de Necrosis Tumoral-u (TNF-a)

Considerando que la concentracion de tlodas las cilocinas estudiadas se encontraban
disminuidas, se decidio estudiar el efecto del FM sobre la produccion de una citocina, el
TNF-a, que no es praducida exclusivamente por linfocitos. Para esto se determiné la
produccion de TNF-a en una linca de macrofagos murinos 1C-21 estimulada con LPS e

IFN-y en presencia o ausencia del factor de metacéstodos.



Los resultados mostraron que ta liberacion de TNF-a se encontrd disminuida al
igual que las otras citocinas (Fig. 14), mostrando una relacion dosis dependiente con la
concentracion del FM. Eb andlisis estadistico mostrd una diferencia significativa con un

valor de p=0.0212 para la dosis de 10 pg v un valor de p=0.0039 para 20 pp del factor.
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Fig. 14, Concentracion de TNF-a en sobrenadanies de macrofagns, estimulados con rIFN-v v LS en
3

presencia del facior de metacéstodo duranie 48 hrs. Las barras representan la media de 3

experimentos = DS p=0.0212 Cirl (<) v 10,y p- 06039 Ciel (4) 5 20 utilizando una praeba de
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Experimentos In vivwo

Con el fin de detenminar si ¢l FM afecta la produccidn de citacinas in vivo, se
inocularon ratones BALB/c con factor de metacéstodo (4 dosis de 100 pg de FM cada una),
y con células esplénicas de estos animales se realizaron prucbas de transformacion
hlastoide. Los resultados mostraron una disminucidn significativa de incorporacion de
timidina (1) entre linfocitos de ratones inoculados con ¢l FM y linfocitos de ratones
testigos (p=0.0001) (Fig. 195).
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Fig. 15. Efecto del factor de metacéstodd sobre Ja proliferacion de células esplénicas de ratones inoculados
con solucion salina isolonica o con 100 pg del factor durante 12 dlas, las céiulas se estimulan con
Con A durante 48 hrs in viro. Animales tesiigos (C) y animales con factor de metacéstodo (F). Las

barras representan la media de 3 experimentos 1 DS de cada animal. p=0.0001 Cl y C2 vs Fi y F2
utilizando una prucba de ¢.
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De los cuttives de estas células se recuperaran los sobrenadantes, de los cuales se
determinaron las concentraciones de IFN-y ¢ 11.-4 (Fig. 16 y Fig. 17). Los resultados
mostraron una disminucion no significativa estadisticanente en el caso de IFN-y, En

cambio, a disminucidn de 11.-4, tuvo una alta significancia (p=0.0002).

KX}
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Fig. 16. Concentracion de IFN-y en sobrenadantes de linfocitos de animales inaculados con factor de
metacéstodo. Animales testigo (C) y amimales con factor (F). Las barras representan la media de 3
experimentas + 1S, p>0.05 C vs F utilizando una prueba de .
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Fig. 17. Concentracion de IL-4 en sobrenadantes de linfocitos de animales inoculados con factor de
metacéstodo. Animales testigo (C) y animales con factor (F). Las barras representan fa media de 3
experimentos £ NS, p=0.0002 C vs I’ utilizando una prueba de 1.
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DISCUSTON

Los resultados del presente trabajo mostraron ki capacidad del factor de metacéstodo
para inhibir significativamente (P<0.05) la proliferacion, tnto de finfocitos esplénicos
obtenidos de ratanes normales, como de linfochos de ratopes previamente tratados con ¢l
M y cstimulados in witro con concanavaling. Asi niismo, se epcontré una disminucion
significativa (P<0.02) de la concentracion de citocinas (IL-2, t1.-4, INF-y y TNF-a) en los
sobrenadantes de los ensayus de proliferacion de linfocitos y ensayos con macrofagos
deprimidos por el FM in vitra, en comparacion con la concentracion de citocinas en los
sobrenadantes de linfocitos y macrolagos 1estigos También se encontrd  disminuida
signiticativamente (P<0.02) la concentracion de 11-4 v ligera peta no sigaiticativa (2>0.03)
la de IFN-y en los sobrenadantes de Tas pruebas de proliferacion de linfocitos obtenidos de

ratones tratados con FM. en relacion con sus testipos.

En los trabyjos previos al presente (Molinari, et al. 1989; Molinari. etal. 1990; Tatq,
et al. 1995) se reportd el aislamiento del FM v s¢ observo su capacidad para suprimir 1a
incorporacion de timidina tritiada por linfocitos humanos y murinos estimulados con
fitohemaglutinina vy concanavalina respectivamente. Recientemente, (Tato, et al. 1996)
encontraron que el FM inhibid fa reaceion inflamatoria alrededor de metacéstodos de
Laenia solium implantados subcutineamente en ratones, ademds de Ia disminueion en fas
respuestas humoral y celular hacta antigenos del mismo metacéstodo, que indujo ¢l FM en

esos animales.

La hipdtesis central de estos trabajos gira sabre el papel del FM en la
inmunosupresion reportada en neurocisticercosis humana y porcina. Ridaura (1987)
observé ausencia de inflamacion alrededor de metacéstodos en pacientes asintomdticos ¢
inmunodeprimidos. Del Brutto y Sotelo (1988) observaron una relacion entre la ausencia de
sintomatologfa y la falta e intlamacion en LCR en enfermos con neurocisticerrosis. Owos

investigadores han observado que cuando los pardsitus estdn bidn preservados vy



probablemente vivos, ellos estin vodeados muy a menudo por wma diserela reaccion
inflamatoria (Mérquez, 1971; Rabicka, et al, 1882; Escobar. 1983; Villagran, et al. 1988},
En un estudio de 450 casos de neuracisticercosis eotre personal milivar que regreso de una
estancia en la India, Dixon y Lipscomb (1961), concluyeron que clinicamente la
neuroeisticereosis sigue un prolongado periodo asintonitico antes de la aparicion de la

sintomatolagia (de 4 a 5 ados).

Ln estudios de cisticercosis porcina se ha observado una discreta reaccion
inflamatoria alrededar de los pardsitos (Hetndndez-Jairegui, et al. 1973; Willms, ot al.
1980) v a veces ausencia de wilamacion (Aluja y Vargas, 1988). Por otro lado, se ha
observado una estrecha refacion catre la alto viabilidad de los metacéstodos obtenidos de
cerdos jovenes natoralmente cisticercosos, of cstado de inmunodepresion y la discreia
veaccion inflamatorta alrededor de eltos, ta cual se puede comparar con 1a intensa reaccidn
granulomatosa observada alrededor de los metacéstodos de cerdos jnmunizados con
antigenos del mismo metacéstodo de 1. solitm ¢ infectados experimentalmente con huevos
de este pardsito o de cerdas natwalmente cisticercosos ¢ inmunizados (Molinar, ct al.,

1983a; Molinari, et ab. 1933b; Matinart, ¢t al. 1985: Molinari, etal. 1993).

Con todas estas observaciones se pucde establecer wna triada de signos como
denominador comun en la neurocisticercosis humana: wn cuadro asintomatico, pardsitos
presumiblemente viables y Ja ausencia o presencia de una disereta inflamacién alrededar de
fos mctacéstodos, En contraste, la aparicion y establecimiento de un cuadro clinico,
concomitante con ¢l desarrollo de wn procesy granulomatose alrededor de los pardsitos
cuando éstos estdn degenerados, sugiere que ¢l metacéstodo de 7. solim micntras estd
viable en los tejidos de sus huéspedes, debe estar producienda sustancias que iuhiben
functones inmunes par parte det huésped en contra del pardsito. Se ha descrito que
metacéstodos de Tuenig sp. escapan a la destruccion mediada por complemento, al producir
polisacdridas sulfatados que activan y cousunien complemento (Hammerberg y Williams,
1978), tacniacstating que inhibe las vias clasica y alterna del complemento (Suquet, et al,

1984) y paramiosina que inhibe C1q (Laclette, ¢t al. 1992). En ofras investigaciones, s¢ ha
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observado que la proliferacion de linfocitos estimulada por mitdgeno y la produccion de
interleucina 2 (IL-2), son marcadamente disminuidas ¢n presencia de taeniaestating y en
infecciones con I eaniaeformiy o 1. crussiceps (Leid, et al. 1984; Leid, et al. 1986;
Busger, et al. 1986; Sciutto, et al. 1995).

Los resultados descritos aqui sobre los efectos producidos en dos células diferentes
(linfocitos y macréfagos) por parte del I'M, en cuanto a la determinacion de un parimetio.
la fiberacion de diferentes citocinas, que en particular wias (11.-2 ¢ INF-y) son producidas
por una subpoblacion de células T denominadas Thl v otras (IL-4 ¢ 11.-10) son producidas
por una subpoblacion denominada Th2, y por otro lado, ¢ TNI-a producido por
macrofagos, sugicre un mecanisimo novedoso, ain no deserito, por el cual. el FM inhiba la
sintesis de proteinas de las células probadas. Un mecanismo inespecifico que afecte esta
funcién en cualquicr célula, no que solo afecte una subpoblacién de células Ty que este
efecto a su vez conduzea a una inmunosupresion por inmunomedulacion, come ecumre
durante la schistosomiasis donde los easinéfilos del granujoma producen ¢l péptido
intestinal vasoactivo (VIP), que inhibe la proliferacion y fa produceion de 11.-2 de linfocitos
in vitro (Metwali, et al. 1993) o bien, como se ha reportado para Echinogoccns
wdtilacularis que en presencia de protoescolices fos linfocitos disminuyen su proliferacion.
su produceién de 1L-2 y la expresion del receptor de 11-2 cuando son estimulados con
Con A (Kizaki, et al. 1993). En otras parasitosis también se ha observado que los
macrofagas o los productos de éstas ocasionan una disminucion en la proliferacion o
produccion de 11.-2 posterior a la infeccion con Leishumania tropica (Scott y Farrell, 1981)
Trypanosoma cruzi (Kierszenbaum, 1982) o Bruyia pakangt (1.ammie y Katz, 1983).

El hallazgo de que {L-4 ¢ IFN-y estan también disminuidas cn linfoeitos
provenientes de ratones tratados con M, refuerza la idea de que el FM esta inliibiende de
nuanera inespecifica a células T tanto a Jas de tipo Th1 como a las de Th2, en particular su

sintesis de proteinas. Los resultados reportados en el presente trabajo nos permite formular



la hipotesis de que ¢l FM podria estar inhibiendo 1o sintesis de proteinas, por lo que
tendriamos que disefar un camino metodotogico que nos penniticia dilucidar en primer
érmino. si el FM inhibe L sintesis de proteinas v en segundo. si es a nivel de transcripeion

o de traduccion.

Los experimentos de reconstitucion con -2y il son cousistentes de que
linfocitos en presencia det FM disminuyen fa liberacion de citocinas, principalmente las
involucradas como factores de crecimiento. La reconstitucion no aleanzo et 100 %, con
rlL-2 se alcanzd un 85 %, lo que sugicre que otnis proteinas pudieran estar también
inhibidas en su sintesis v pudieran ser necesarias para aleanzar el nivel de proliteracion

como el de los linfocitos testigos.

La disminucion en la liberacion de TNF-a i partir de una tinea de macrofagos, al ser
estimulada con LPS ¢ IFN-7 en presencia del FM, sugicre que la ausencia de &sta y otras
citocinas  proinflamatorias, sean las responsables de la inhibicion de la nflamacion

observada alrededor de metacéstodos de Taenia solitan (Tavo, etal. en 1996).

La posibilidad de gue ¢l FM pudiera estar induciendo la sintesis de [L-10 producida
por céhufas Th2 y que esta citocina regubira la sintesis de citocinas de células Thi, como
sucede en ta infeccion por Leishuania sp, Nippostrongylus brasiliensis o Schistosoma
mansonii (Masmann y Moore, 1991 Moore. et al. 1993), resulta improbable ya que ¢
experimento de neutralizacian indico la ausencia esta citocina. Ademds, la disminucion en
la respuesta humoral murina hacia antigenos del mismo metacéstodo (Tato. et al. 19906)

correlaciona claramente con la ausencia de 1L-10 (Liles y Van Voorhis, 1995).

La mayor parte del conocimicnto sobre la relacion huésped-pardsito en la
cisticercosis de I. solinm ain esta por dilucidarse, sin embargo uno de fos problemas que
deberd abordarse es et conocimiento sobre la estructura det FM y otro serd el conocer que

mecanismos opera ¢l FM para inhibir procesos lisiologicos.
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CONCLUSIONES

. El factor de metacéstodo de Tagenin solium disminuye la proliferacion tano de linfocitos

esplénicos obtenidos de ratanes normales como de linfocitos de ratones previamente

invculados con é1 y estimulados in virro con concanavaling A.

. La inhibicion de la proliferacion observada en los linfocitos esplénicos de ratones

normales tratados con cf I'M, se debe en parte a fa disminucion de 11.-2 ¢ 114, en tos

cuftivos estimulados con Con A,

. El efecto del FM en linfocitos de ratones normales asi como de ratones tratados

previamente con ¢l, ¢s una disminucion en la liberacion de citocinas (1L-2, 1FN-y ¢ 11.4)

en os cultivos estimulados con Con A.

. El efecto del FM sobre los macrafagos en cultivo, es una disminucion en la produceion

de TNF-« al ser estimulados can LPS ¢ N~y
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