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INTRODUCCION

Dentro del ambito de la Parasiologlio Médica se estudian a los pardsitos que
emplean al hombre como hospedero, los cuales pueden ser unicelulares (profozoos)
o plurcetulares thelmintos o arfrépodos). De ol modo gue enire ambos organismaos
se establece una relacion de parasitismo, en el que un ser vive se une a oiro en ung
relacion infima e ineludible. v se nutre a costa de &1, sin presentar ner su parte ayude
o compensacion equivalenfe, de tal forma que puede causar dafic o lesién al
hospedero y convertir al pardsite en patégeno o que puede provocar la muerie del
primero.

Bl parastismo puede ser faculiative (no es una condicién indispensable para la
vida, Strongvloides) U obligaao, en el que el pardsito, en un momento dade de su
ciclo vital o en fodo &l necesifa de un hospedero. Siendo este Omo fino de
parasitismoe el mds importante para el hombre v puads ser permanente {ciertos
protozoos, Trichomonas), temporal o intermitente {arfrdpodos hermaféfagos) o
periodico (cierfos helmintos, Tuenra)

Lo mayor parfe de los pardsitos hummanos son endopardsios, gue por ogir
mecanismo penefran en la profundidod de los drganos vy tejidos, sangre o
cavidades naturales, aunaue también, ewsten actopardsitos qua sdle actian en lg
piel © sus anexos (Sorcoptes]. Incluse mucneos pardsitos son  Incapaces de
desempenar su papel fuera de un hospedere Gnico v aspecifico (aquel que ofrece
todas fas posibilidades para que e pardsito cumpia su ciclo vital compleio o la fase

corespondienfe), a os que se derominan monexenos (cerios  profozoos,



Trichomonas: y helmintos, Ancvlostomal; mieniras que otros pardsites necestan para
su cicle vital dos o mds hospedercos [Plosmodium, Tuenia) v se denominan
heteroxenos (Pumarcia et af, 1994},

Las relaciones enifre sl parGsifc v el hospedero pusden dar fugar a los
diferentes grados de parasitismo, con o sin alferacion del hospadero, que puede
manifestarse en case positivo por ia aparcion de sinfomas v signos clinicos
(enfermedad). Asi, primero se debe establecer un contacto con o fuente parasiiaria
{persona a persona, con vectores o transmisores, autoinfecciéon, via placentaria,
efc.) para despuds darse entrada al organismo hospedero, panetracidn, invasion v
fropismo fisulan de fal modo que el hospedero se deflende frente al pardsito
respuesta inmune inespecifica y especifica) dando como resultado una cccidn
patdégena, ig eliminacidon del pardsito © el equilibnio entre ambos seres vives.
Epidermiologicaments, este hecho puede tener un gran valor, pues convierte er
ciertos casos al hospedero en portador asinfomdtico de la parasitoss v, por fante, en
fuente de infeccion, como sucede con la cisticercosis.

El hospedero ofrece resistencia a los pardsitos mediante bareras mecdnicas v
fisicogquimicas mespéca’ﬁcczs, y una respuasia inmunitana especliica: pero debs
tomarse en cuenia que el mecanismo de lo inmunidad en el hospedero varia segun
el parasto ya que los heleroantigenos parasitarios constifuyen un grupe de
sustancias protelcas, gilkcoproteicas, polisacdaridas, lipoproteicas y lipopolisacdridas,
que son inmundgenas para el hospedero, de tal forma gue dependiendo ds la
varledad, tomano, compleiidad, heferogeneldad, inmuncgenicidad v o faclidad
con gue fas céluias inmunocompetentes enfren en contacto con el antigeno; es

como el sistema Inmunea puede atccar ol pardsifo invasor.
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La inmunicdad nalural o nespecifica se caracterza por la ausencia de
aspecificidad en la respuesia anle el conlfactc con un agente exirafio, 1 cual estd
condicicnada por diversos factores anatdmicos vy fisioldgicos propios de la especie,
que dependen de su informacion genética: por lo que su mecanismo de accidn
involucra factores generales, fisulares, celulares vy humorales que se activan
independientemenfe del microorganismo que prefende invadir al hospadero. La
inmunidad naturat fiene una impertancia vital para la protecaidn del indviduo ya
que s la pnmera linea de defensa del organismo ante agentes que estdn presentes
de manera comin en el medio en que se dasarrolla cofidionamenie mediante
barreras fisicoguimicas (pel, mucosas, efc.).

La mmunidad especifica o adaunda frente o las infecciones es una
consecuencia de o respuesta inmuntaric frente a las sustancias anfigénicas
presentes en los microorganismos, por lo gue se produce und respuasia espeaifica:
cnticuarpos en el caso de una respuesia humordl v linfocrios sensibilizados en la
respuesia celular. Aungque, en ambos cascs, el resultado final depende de g
participacion de factores inespecificos (fagociios, complemento, linfocinas).

Los anficuerpos, presentan ung mportante narhicipacion en la defensa conira
g Infecoidn pussto aue pueden actuar como agenies neutralizadores de exotoxinas
bacterianas v de virus (principalmente anficuerpos de solipo IgA). Siendo su accidn
mas importante la que leva a cubo a traves de o actvacidon de factores
nespacifices {prncipalmente complemento v fagocitosis), llevandoe o cabo
fendmencs de hsis bactenana, incrementando o fagocitosss (@ fravés de anticuerpos

IgG e IgM). Incrementandoe la lieracién de facteres guimiotdericos v anafiifoxinas

aue favorecen ia inflamacidn vy por fanto aumentan el aporte de factores humoraies



y fagocitos al foco de infeccidn; y finalmente. los anhcuerpos de fipo IgE que
infervienen en io defensa de lus infestacionas por helmintos a fravés de fendmenos
de hipersensibibdad.

Mientras tanto, en Tas infecciones de bHpo infracelular se descrro\lo,‘
bésicamente, un mecanismo de Inmunidad celular donde la achvacidn de
macrdfagos involucra o liberacidn de sustancias solubles en el curso de la
estimulacion blastica.

Asl, el daesarrollo de und respuesia inmune adecuada contra un pardsito dado
dependerd de la forma en gue entre en contacto con su hospadero v de la forma

en que lo ataque.






* RESPUESTA INMUNE

Todo ser vivo estd expussto o una amphe varedad de agentes infecciosos det
enforno {virus, bacterias, hongos v pardsifos) que pueden producr un dafo s se
reproducen de forma inconfrolada. Dxsten esfudios omplios sobre e ssiema
mmunolégico, este es el responsable de evitar que [as infeccicnes leguen o ser
importantes o provoquen secuela (Swain, et al. 1994).

Las dos divisiones funcionales del ssterna inmunoldgice, los sistlermas innato v
adaplalive, acttan conjunfamente. El sistema innaio es la pimera linea de asiensa,
si estas defensas son superadas, el sisfema adaptotive se activg Yy produce una
respuesta especifica a cada agente infeccioso gue, por lo generad, elimma g
infeccidon produciendo un estado de inmunidad especifica (memona MMuUNoogIca)
para esos agentes infecciosos (Abbas, 1995},

La inmunidad innata se constituye de barreras fisico-gquimicas gue impiden o
enfrada del organismo patdgeno al hospedero [Rof. 1994}, como suele ser o
barrera cutdneo-mucosa, juge gdsinco que destruye o los pardsitos, siempore v
cuande no ofrezcan formas de resistencia, fipo quistes © huevos. Bl pH vagingl
impide el desarrollo de Trichomanas, y solo cuando asciende aausl es posible s,
molfipticacion. Ast mismo, se desarolian respuestas inflaratorias, aumente en 1a
produccidn de polimoronucieares (cislicercosis, fricuinoss, hidatidosis o quistes de
Toxoplosmo) y la fagocioss, cunque este Uimoe no es tolalmente aficienie como
mecanisme de eliminacion arie parésitos puesto gua no suele elimmarios{Fumarola
el al, 1994).

La funcidn del sstema inmunotdgico adaptative es reconocsar antigenos de

microorganismaos pafdégenss v genarar Una respussic inmundanic odecuodn para



aliminar la fuente de anfigeno sin importar el ciclo bicldgico que presente (Roift,
1994; Stites, 1993). Asi se fienen dos lipos pnncipaies de respuesta mmuncidgica: ias
dirigidas contra patégencs infracelulares {céiulas infectadas por virus, bacterias o
pardstos); v fas dingidas contra microorganismos extracelulares (bacterias, hongos,
pardsiios).

£l sisterng mmunoiégico na desarrcliads does formas de reconocimienio de
antigenos: los anficuerpos producidos por los linfocitos 8 que reconocen los
antigenos solubles exfracelulares, mientras qua lcs Iinfocttos T reconocan los
antigenas mfracelulares procesados v presentados en o membrana de las células
presenicdoras de anfigeno [Raift, 19%4; Swain, 1994). Otra diferenciccidn se bosa an

que los anticuerpos reconacen, por lo general, antigenos intacios, mientras que ias

0

éluias T sclo pueden reconocer fragmentos anfigénicos que les sean preseniados
en  asociacién  con moleculas  codificadas por e complelc  principal de
nistocompatiblidad {motécuias MHEC) (Swam, 1996).

Come el ohijeto de estudio es [a respuasta preducida por linfocitos T, &l tema
de los linfoc*os 8 no serd abordado

Las celulos T, se ron subdwdide en dos coblaciones prnciootes, células T
citetdxicas o CD8+ vy céltlas T cooperadores o CD4a+. Las cdlulas T CD8+ (Te)
reconocen fragmentos anhgeénicos asociados con moléculas MHC clase 1, mientras
aue las células T Ch4+ (Thy reconccen antigenas osociadas con moiéculas MHET
ciose . Lo funcidn princinal ae las célutas T COBr es reconocer v desirur células
infectadas por virus [Abbas, 19%5).

Las céivlas T CD4+ tienen diversas funciones en el contro! de las respuestas

inmunitanas. Bl antigence gue es endocttado por un grupc ce células ligmaaas



células presentaderas de anfigeno [APC) es procasade vy los producios, pueden
asociarse con moléculas MHC clase Il v ser expresados en o superficie de {a APC
parg su reconccimiente por las células Th {Abbas, 1995; Stites, 1993). Cuande estas
células reconocen el complejo antigeno-MHC en un macrdfage liberan citecinas
imediadores solubles de la inmunidad) para aciivar al macrdfage o fn de que
destruya patégenos intracelulares. Si o célula T reconoce antigenc-MRC er una
célula B liberan citocings que aclivan o division vy diferenciccion de la célula B
{ayudan en la produccion de anticuerpos]. o mismo pasa con otras células del
cuerpo gue presentan estos complejos antigeno-MHC. En resumen, la funcidn de ias
células Th es el conirol vy desarrolio de las resouesias inmunitarias {Abbas, 1995).

Los primeros estudios sobre las cifocinas, que van desde 1950 a 1970, describian
sobre fodo ios numerosos factores proleices producidos por diferentes células que
mediaban funciones particulares en bloandlisis pcrficui;:'res. Fue asf que durante asta
fase se descubrieron los interferones antivirales, pirdgenos productores de figbre v
activadores de macrdfages. La segunda fose de nvestigacion, gue abarca o
década de los ‘70, consistid en la purificacion v caracterizacidon parcial de muchas
citocinas  mdividuales asi como o produccidn  de  antlsusros  especiiicos
neutralizantes. Durante este periodo se observd que diversos efectos mediades por
diferentes citocinas eran producidas por las mismas células. En ese momenio se
creia gue as crtocinas eran sinfetzadas principaimente por leucoctos v actuaban
basicaornente sobre ofros izucociios, v por elle podian denorminarse inferleucinas 1L,
pero esta idea era debida a que fus preparaciones de cilocinas de las que se
disponian solian ser impuras, o cual evilcbo la denfificacién firme de los factores

actvados (Stites, 1993).



En o décaca de los 80 fue donde se obluve un mayor avance en tos
conocimientos sohre las cirocinas. puesto que se caracterizd 1g esfructura vy
cropiedades de muchas de ellas por clonacidn, expresion molecuiar v por g
produccion de antficuerpos neviralizantes completamente especifices, o menudo
monacionales. Ademds se descubriercn muchas citocings nyevas v se reveiaron
muchas propriedades inaesperadas de cifocings conacidas, dando como resuliado ia
mayaor parte de la informacidn de ta que se dispone actfualmente.,

AUn se desconocen acnvidades bioldgicas aspecificas in vive de varnas
cllocings y frecuentemente se descrben nueves efectos bioldgicos de cada una de
eiigs, debido prncipalmente o excenmentios gue utiizan moléculas de diocinas
recombinantes, antagonisias especificos de crtocings, animales fransgénicos que
axpreson genes ge citocinas y animales que carecen de citocinas especiicos por
medio de la tecnologia del “knockout” de ios genes {Abbaos, 1995 Noben-Trauth,
1994}, Ademds lo disponibdidad de cdocings recombinantes v antagonistas
aspecifices abre la posibilldad en la clinica de modificar las respuestas inmunitarias e
inflamatornas de una forma predacible, para influr sobre ta avolucion de la
enfermedad. Todo ello con el In de poder emplear estos modiicadores de ia
respues?ct bicidgica para lograr el rasuifado deseado (Abbas, et al, 1995).

Las citocinas, aun cuando son un grupo diverso de proteinas, comparten varias
prapledades (Morenoe, 1994).

1. Se producen duranie ias foases efectoras de lo inmumdad natural y

especifica, vy siven para mediar v reguiar fos respuestas inmunifanas &

inflarnalonas.



2. lasecrecidn de citocings es breve, auto-limitada.

3. Muchas citocinas sor producidas por diferentes tioos celulares.

I~

Actian sebre diferentas ftpos celulares | pleiotropismo)

©

Tienen o menudo mdliples efectos diferentes sobre o misma célua Blanco

en diferenfes iempos.

6. Las geciones de las citocinas son frecuentementea redundantes

7. A menudo influyen en {a sintesis de ofras citocings.

8. A menuds influyen en la accidn de ofras cilocings {sinergismo)

g. las ciiocings, como ofras rormonas polipeptidicas, inician su gecion
uniéndose a recepfores especiiicos en lo superficie de la célula blanco
{occdn autéenna, pardgenna o enddaring)

10. Lo expresion de muchos receptores de citocinas estd regulada vor sefiales
especificas.

Pi. Lo mayor parfe de las respuastas celulares a las citcamnas orecisan ARNM
rnuevo vy la sintesis profeica.

Para muchas células tlanco, ias cinocinas actian como reguiadores de g dvisién

ceivlar, es decrr, como factores desproliferacion.

Resumiendo o anferior, las  clecnas  presentan  cuatre  achv.dades
fundameniates: medaderas de lo inmunidad natural reguladoras de o activacién,
protferacidn y diferenciacior Iinfoanariar reguiadoras de o inflomacidn as orgen
mmunitano vy eslimuladoras de ia profiferacion vy diferencacién de eucociios
inmaduros {Abbas, 1993).

.

Las ciivcinas gue rredion ia mmunidad natural son aquellas que protegen

contra la infeccidn viral e inician reccdiones inflamaicnas que salvaguardan conira

T4



las bacrerias, fales come: interfercn tipo | (IFN), factores de necrosis ‘umaora) {TNET,
interleucina 1 (IL-1), nterleucing & (IL-8] y quimiocinas {Boitt, 19951,

Las citocings que son regutadorgs de 1o aclivaaidn son aguelias gue median 'os
efectos bioiogicos de ofras afocinas ya sea cumeniando o suprimiendo sy accion,
dando lugar a mecanismos reguladeres posifivos v negativos para Ias respuestas
mmunitanas e inflamaforias (Moreno, 1994 Abbas, 1995}, Tal es el caso oe o
interlevcina 2 {il-2), interferdn-y {IFN-y) gue parficipan en lo mmunidad celular,
mierttas que 1o inferlevcina 4 (IL-4) y lg inlterieucing & [IL-8) pamcipan en o
inmunidad humoral.

Las intedeucmnas 4, 5. 6, 10, 13 v 14 favorecen o mmunidad humaoral, mientras
que las nferleuamnas 2. 12, 15, IFa v Iinfoloxing, ef factor estmulanis de colomias
granuiocifico-monociticas (GM-CSF) v el IFN-v favorecen la mmundad celular
(Swain, et al. 1996; Abbas, 1995).

En caso de presentarse una parasitoss, o respuesta nmuns gue e desarrolie
dependera de! pardsito y de como se adgunid el orgornsma, wor lo gue se considera
gue la curacton esponriénea depende fundameniaimente de la respuesta timo-
dependients, la cual asd constiivida por macrdfagos, infocitos T, anticuerpos vy
celuias WK Los macrdfages son las células de pamera linea ques reconocen,
adhieren y fagocian a clertes pardsifos, DOF MmecansTos mespecficos o mediados
por anficuerpos [Cuag, er ai, 1994; Swain, et o, 19%4)

Las céivlgs 7 paricipan en el proceso de formacidn de un grapuiomao
alrededor de crerfos meicgzcos. 10 que se encuentra vinculado con g acadn de
arlicuerpos y celulas inflarmatonas T-dependientes, infocings v cdlulas cooparadoms

v supresoras (Shres, 1993)

i



Los anticuerpos (gG2, fladores del complemento, son muy efectivos en los
primeros estadios de la lucha confra oncosferas v larvas de ciertos pardsitos: asi
como las igGiaue son producidos de manera 'nmediata (Kawane, et al. 19946). Las
oA secreforas locaies flenen un gran valor protector frente a lo penetrocidn de
céstodes y amibas en la mucosa miestnal v de T, rcagmalis en la mucaso
cervicovaginal. Los anficuerpos Igt reaginicos se encuenfran muy elevados en ias
parasitosis, ¥ su valor puede ser muy Ul en la eliminacion de pardsitos medianie la
degranulacion de los mastocitos v la hipersensiblidad.

Dea hecho, la aparicidn de IgM, 1gG. IgA e IgD no ofrecen proteccidn contra los
helmintos; mientras que en case de platemmintos son proTec?ovres los anficuerpos de
isolipo 166G, IgA e gk (Moreno, 1994}

S embarge. lo antencr no siempre es efectivo ya que g supervivenacia de ics
pardsitos puede dasegurarse por ung serie de mecanismos de evasion g los faciorss
inmunoprotectores  del hospedero (Hamison, 1983; Levinson, 1992}, como son: la
imitacién antigénica (S, mansoni), deplecion anfigénice [Lemshmania v § mansoni),
variacidn antigénica (Trvpanosoma brucen thodesiense, Plasioduim, Babesia v T cuzil,
inmunofoxicidad  (Fasdoela hepdtica es Infoi&NCa), mminosupresion (S nicnson,
Plasmodium, Toxoplasmo, Lesdimoaniag v Trchinella), inmunodversion (Plasmodiem
acrva células B policionales para distraer al §.1}, nnmuncindiferencic por falla de
unidn con el Bsosoma, evitar al fagoisoscma  aclivado o resstr a enzmas
microbicidas [T cruzi, Toxopiasma, L. donocans), v en algunos céstodos se produce
en el guiste una actividad anficomplemeniana gue evade la accidn del sistema

complemento (Hamsan, 1983; Zambrano. 1993]



* Linfocttos THT - THZ

Las primeras observacionas de Mossman v su grupoe en 1984, dieron wgar a ung
rmodificactén importante en el conocimientfo de la Inmunclogia. Ellos describieron
gue las células T CD4* podian subdivicirse en dos subgrupos principales: células Thi y
células Th2, de acueardo con &l patrdn de citocinas que secretaban.

Después del primer contacio con el anligeno, los linfocites Th induciores
secratan predominantemente IL-2 y se consideran ]Hdiferendados {CD4* tipo 0. ThO;.
Con el fiempo, los Infocitcs ThD se diferencion en dos subpobiaciones que se
distinguen por las cocinas que oraducen Los infocdos T CD4* fipo 1 {Thl) secretan
credommantemente linfotoxing (LTX). IN-y, iIL-2 y TNF-B v proliferan en respuesta g 1L-2
{(Barnard, ef al. 1996; Peariman, et ¢f. 1993; Sander, et al. 1995). Los iinfocitos T CD4-
tino 2 (Th2) secratan lL-4. (-5, -6, (-10 e IL-13 v prolferan en respuesic o 12 o L4,
Aribbas poblaciones secretan 1L-310-3 y GM-CSF La 1IL-2 activa el gen de ifNwy &
nachiva los de lt-4 e 1L-10, mieniras gue la 1L-4 e 11-10 inhiben la proiiferacidon de las
célulgs productoras de JFN-y (Carter, et al. 1996; Sedlik, et al. 1997) Es decr. una
ooblacidn linfoctaria infibe a la ofra o través de la secracidn de sus ciocines
caracterstcas

Lo giferenciacion de las céluas CD4™ a Th1 o Th2 depende de factores como o
naturaleza del antigeno  |(helmintos inducen a Th2 vy baocterias o 1)), el
mrcroampiente de aitocings, ademas duranie e reconocimienic anligénico por ios
Infocitos T {la presencia de IL-4 induce diferenciacidn a ThZ, mientras que la 112 o
Tr1) y la APC invoiucrada (Iinfocite B induce a Th2 vy macrdfage o Th) {Kossodo, et

ol 1993 Borrard, et ol "994L.
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Los linfocitos Th participan en ef control de infeccionas por hongos, nacterias v
ofros mucroorganismes  introcelulares, as! como aigunos wvirls. En condiciones
normales, son (o peblacion predominante de linfocitos T CD4*. Las citocinas
producidas por los infocitos ThZ activan linfociios B que inducen la secrecidn as IGE. ‘
inducen el cambio de isofine ¢ 1gG. etfc.

Asl, para poder comprender de mejor manera la accidon de las ciiocinags a lo
largo de un proceso infeccioso, es necesanc una descripcion de cada una ge 2las.

Las citocinas secratadas por linfocitos Th1 {LTX, IFN-y, [L-2, TNF-B), genera'mante
favorecen una respuesia de DIH, aclivan o los macrdfagos v favorecen la
citoloxicidad. Esfe tipo de citocinas se producen, prncipalmente, durante la fase
inicial del proceso infecciose [Sciutto ef al, 1991).

Los mierferonas fipo /| comprenden dos grupes de proteinas sercidgicamente
diferentes; IFN-a¢ = IFN-B. E! orimer grupo fiene como principal fuente celular al
fagocito  mononuciear © inferferén del leucociio y forma una fomila de
aproximadaments 20 polipéplidas estructuraimente relacionados. £l segundo grupe
tene como fuente celular o los fibroblastos cultivados por 10 que se le deromira
nterferon det fibroblastc. Ambos hipos de interferones se secreiaon durante as
respuestas inmunitanas frente a antigenos,donde las céluas T activadas oor ef
anfigenc estimulan g los fagocitos mononucleares a sintefizar IFN; los cuales se unen
a los mismoes receptores de superiicie y parécen inducir senes similares de rasouesias
celulares. El receptor de IFN tipo | es una sola cadena pelipéphdica, homdloga al
recepior de la IFN fipo I inmuniiario © gamma) [Abbas, 1995).

Los inferferones fipo | presenian fres funciones bioldgicas importontes. o

mducadn de un estado artviral mediante 1o inhiticién de la replicacion viral, ia



achvacion de las funciones lincas de las célutas, y &l aumento de o expresion de ias
moléculas de clase | del MHC en las células infectadas por virus. Todo ello con =l fin
de erradicar las infecciones virales [Abbas, 1595).

La inferfeucing 2 {IL-2), también lamada factor de proliferacion de la céiula T
(TCGF}, &3 ia orincipa! citocina responsable de la progresion de los infocitos T desde
i fase G1 a lo § del ciclo celular. La I-2 es producida por las células T CD4+, v en
menor canfidad por las células T CD8+. La iL-2 funciona como un factior de
prolferacion  autdcrino {actia scbre la célula que la produce), facior de
praliferacidn pardcrine {actua sobre los linfoctios T cercanos), perc no acila como
un factor de proliferccidon enddenno. Normalmente, la IL-2, se franscribe, sinfetiza v
secreta por las células 7 sdlo fras la activacidn antigénica, por 16 que su sintess es
ranstona  y  presenta un oico precoz  de  secrecidn  que  se  produce
aproximadamente 4 horas después de la activacion (Sttes, 1993; Kawano, et al.1994;
Levi-Schaffer, et al. 1996},

Las acciones prircipales de fa iL-2 son sobre los linfocitos, de tal modoe aue es &l
principal factor de proliferacion auidcnne de los Infocitos 1, v la canfidad de IL-2
sinfetizada por las células T CD4+ es un factor determinante en ic magnifud de las
respuestas iInmunitanas cue dependen de was celulas T. La 1L-2 estimula fambién ia
sinfess de oiros cifocinas dervadas de 1as céluias Th! como el iFN-wy y lo Iinfotoxing
LT Mieniras que la incopacidad de secrefar esla ciiocing induce anergic ae as
células T especifica para el antigeno. La IL-2 estmula la proiferacidn de las célutas
NK vy aumenta su funcidn aitolifica, induciende fambén < lags células asesinas
activadeas por linfocinas [LAK), ademds acida sinergisticamente con ofras aitocinas,

sspeciaiments con o iL-12, para inducy ia secrecion de (IFN-y por las células N Y
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finalmente, ia L2, actia sobre las célutas B humanas como facior de proliferacidn v
camo un astimule para la sintesls de anticuerpos {Carter, et al. 1994; Sadiik, st al.
1997].

El inferferdn gamme [IFN=v} es un infererdn fipo Il producide por células T
cooperadords CD4+ nativas {ThO), Thl, casi fodas las células T CD8+ v por las céluias
asesinas naturales [NK). Su ranscripcion se inicia directamente como consecuencia
de o aciivacidn dei antigeno. vy &5 aumentada por o -2 v lg 112, 8 IFN-y a5 un
potenie activador de los fagocitos manaonucleares por lo gue se le denomina factor
activador de macrdfages {MAF) aumenta la expresion de moléculas de clase |y de
clase Il del MHC en diversas células. El iIFN-y actia directamenie sobre los infocitos T
v B para promover su diferenciacion, en las células T, la diferenciacion es de T CD4+
nativas {Th0) a Thl, e inhioe ka proliferacion de las células Th2, pere es necesario pard
o maduracién de los infocitos T citotdxicos (LTC CDR&+). Tambidr acila sobre 1as
calulas B para promover ef "Switching” o ias subclases ge anhcuerpos IgG2a e 1gG3
e inhibr el “switching” o IgGT e IgE. E! IrN-y achva a los neuirdfios perc menos
potentemente que e INF o la linfofoxna. Esfimula la aclividad crolifica de las
células NK, mds que =l iIFN fipe |y es un activador de las céluias endotelaies
vasculares, promoviendo la adhesdn de fos linfocios T CD4+ v los cambics
morfolégicos necesarios para focilitar su exiravasacion (Swair, ef al. 1994; Asano, ef
al. 1994; Hockett, et al, 1994).

En resumen, el efecto nefo de los actividudes dsel IFN-y es promover las
reacciones inflamatoras mediadas por los células Th1 y macrdfagoes. a la vez aue

supnmen las reacciones mediadaos nor las Th2 v nor eosindfilos.
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Las citocinas producidas por ios infoctios Th2 (-4, 1L-5, IL-¢, IL-%, IL-10, iL-13),
genaralmenie ayudan al desempeno adecuado e los Infocitos B, aumentan o
orogucodn de inmunogiobulings delsohipe £ v de IgGl, estimulan o ios scandfitos v
mastocites; a la vez que aesactivar a los macrofagos (Sander, et al. 1996; Nicholson,
et al. 1996).

Lar inferleucing 4 {iIL-4} es producida por los mastociios y los basdfilos activados,
NK v algunas células T CD8, perc prncipalmente por los hnfociios T CD4+
correspondientes ¢ la subpoblacidn Th2. La principai funcidn fisoldgice de la 11-£ s
ia regulacidon de las reacciones alérgicas, perc o esia se suman ofras acciones
importantas sobre vanos Tipos ceiulares (Romani, ef al. 1992}, La 1L-4 es necesaria
para la producaidn de IgE v es ia principal ciocing que estimula el “switching” o
cambio de las inmunscglobulinas de as células B a este solipo de cadena pesada.
los anficuerpes IgE son los principales mediadores de los reaccionas de
hipersensibilidad inmediata (alérgicas) v también se ha pensado que actian an la
defensa frente @ las infeccicnes oor helmintos, siende o prncipd funcidn fisicldgica

conocada del subgrupo ThZ de células T cooperadoras. Asi mismo, esta ciiocinag,

inhibe el "switching' ¢ lgG2ay o (oGl (Kowano, et al. 1994; Barnard, et al. 1994).

{g il-4 inhibe o actvacidon del macrdfage v bloguea lo mayor parte de jos
efectos aclivadores sobre el macrdfage del IFN-y, ncluyendo o produccion
aumeantada de ctocinas corre la L1, el dudo niince v las prostaglandmas. Estos
sfectos son iguales a los de la IL-1C. que producen fambién ias células Th?, v estar es
una ge los prinopales razones por las gue la achvacion ge los células Th? se asocic

o menudo con una supresdn de las reacclonas mmuntarias mediadas por

macrdfagos  (Bamard, ef al "9%61 La 14 es un factor de proliferacior y



diferenciocidn de los céluias de! subgrupo ThZ, promueve el desarrclic de células
Th2 secretoras de -4 + I1-5, o partir de células T nativas estimuladas por el antigeno v
actla como facior de proliferacion autdcrno para s células Th2. AsT mismo,
estimula la expresion de cierias moléculas de adhesion, sobre todo de Ia mo[écu#é
de adhesidn celular vascuiar 1T {(VCAM-1] sobre las células endolelales, 1o aue
produce ung mayor unién de los linfocitos, los menocites v especiaimente de tos
eosindfllos, Y finclmente, la iIL-4 &5 un factor de proliferacidn para los mastecifos, v
actia sindrgicamente con la inferleucina 3 {IL-3) en la estimulacidn de o
proliferacion de los mastocitos. De esie modao, la li-4 desempefa una funcidn aritica
en las reaccionss inflamatorias mediadas por la IgE v los ecsindfilos {Abbas, 1995).

La interleucing & es sinfetizada por los fagocitos mononuciearss, las células
endotelicies vascuiaes, los fibroblastos. otras células en respuesta a la 1L-1 v gl TNF, y
por algunas células Th2 achivadas. Esta cifocing presenta su accidn princingl sobre
ios hepatocitos v jos células B de tal manera gue hace que los hepaiocitos
sin’ieﬂvxcen vanas proteinas plasmdticas, como el fibnndgenoe, aue contrbuyen a ia
respuesta de fose aguda. La IL-6 sive como factor de proliferccidn para las céfulas B
activadas en fases avanzadas de su diferencicadn; ademdés m vifro se no visto qus
actia como-co-eshmuladar de las células Ty de los timocites, asi como co-factor
de ofras cifoonas para lo profiferacion precoz de célutas maodre hemaiopoyéhoas
en la médula dsea [Abbas, 19%5; Cumberbalich, ef at. 199¢)

La interdeucing 10 {1-10) es una ciiocing producida por el subgrupo Th2 de las
células cooperados CD4+, por algunas células B activadas, por algunas calylas Thi,
por macréfages achivados v por algunas células no infocthicas {Morerno, 1994). Los

dos achividades principaies de o 110 sen inhibir la produccidn de citocinas {TNF, iL-
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1. quimiocias e iL-12) por los maardfagos. e inhibir las funciones accesorias de ésios
en ta aclivacidon de la céiula T a causa ge una exprasién reducida de moléculas de
close I del MHC y a la expresion reducida de ciertos coestimuladores (Powrie, &1 ol
1993). Dando como resultado vna mhibicién de o infltamacién mediada por 1as
céluias Thl. Ademds de sus efectos inhibidores sobre los macréfagos, fambién tiene
accionss eslimuladoras sobre las células B y puede ser un facior de “switching’ para
la producadn de 1gG4 en seres humanos {Ferguson, ef al. 1994).

La irereucing 12 1-12} es ke Gnice gus no es preducida por ios cdiulas T sine
que es sinfetizada por macrdfagoes. v por su accidn sabre 1as células NK, puede ser
ceonsiderada un medicdoer de la inmunidaa natural, aunade ¢ que ias células Thi %
NK son las Gnicas que expresan receptores para Ia (-12 {Abbas, 1995 Iamoranc,
1993). Esta cllocing es un imporiante regulador de tas respuesias inmunitanas
mediadas por céluias, por su efecto sopre fas céiufos NK v los linfocitos T, La IL-12 es
& mas potente activador conocido de la céluta NK e induce ta franscripcién de 1FN-
v. muesira fuerte sinergia con la IL-2: ademds gue aumenia o actividad citolifica de
las célutas NK v es un factor de crecimiento para las mismas.

Lo I-12 estmula la diferenciacion de las células T CD4+ nativas ol subgrupo Thl:
estimula la diferenciacidn de las células T CD8+ a LTC actvos vy madures. O este
mado, la iL-12 es un imporiante regulador de la fase efeciora de ias reaccionss

mmunitarias celulares (Wynn, ef . 1994},

* PARTICIPACION DE UNFOCITOS TH1 - TH2 £N ENFERMEDADES PARASTARIAS
Las infecciones parasifanas son causa de una mayor morbilidad y mortahdad

aue cuaiquier ofra clase de microorganismos infecciosos, sobre todo en paises en
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desarrcllo. Depido o gue presenfan una gran frecuencia (30% de la poblacién
mundial], se ha converlido en un fema de gran interss, principalmenta para o
nmunoclogia, o que generd el desarclio de o inmunopaorasitologia {Abbas, 19$5).

Lo mayor parte de los pardsitos pasan o fravés de complicados cicles vitales,
parfe ae los cuales henen lugar en los seres humanos, v ofra parte en huéspades
intermediarics como las mascas, ias garapatas, [os caracoles, efe. Los humanos
suelen infectanse por la preadura de huéspedes infermedios o por comparty con
alios un meadic ambienie particular Pumarcia, et al. 1994},

Una caracteristica fundamental de lo mayorda de las infeccionas parasitanas es
s cropcidad, debido a vanas rezones, ncludas ia dénll inmunidaa noture! v la
capocidad de los pardsitos de efudir o resistir sU eliminacion por respueasias inmunes
especificas. £n caso de gue ef pardsic eluaa o ressta una respuesta inmune, puede
provacar regocionas inmunitanas cronicas, las cuales pueden lesoncr iajidos de!
propio haspedero, asl come generar alteraciones en la regulacion de la respuesta
inmune {Roift, 1994). Por to ianto, algunas de las consecuencias clinco-patoldgicas
de las infesigciones parasitanas se deben a la respuesia del hospedero v no a lg
propia infeccion.

En base a lo antenor exsten dos areniaciones conceptuaies. lo primera en ig
que se afrma que las reacciones mediadas por [gE son vitales para lg recupergaidn
de ta infeccidn v la segunda que indica que la resistencia en huéspedas vacunados
pusde ser mas dependiente de anficuarpos 1gG e Igh preformados {Moreno, 1996).
Ao cudl, s2 le agrega ! que i capaadad de actuar frante o crertos halrminios esté
mas orienfada hacia la produccién de cifocinas de fipo Thl, tates come IFN-, que

hacia lag Th2 gue favorece lo producaidn de igE. Una respuesta fipo Th? es mediada
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por la eosinofiia, mientras que una respuesia de fipe Thi es madiada por un cuadro
inflamatorio (Mall, 1994).

Cuaondo los microorganismos invader el torrente, el hospedero desarolla una
respuesia humoral (paludismo, noancsomidasis), mientras que 1os pardsitos fisuiares
por lo comdn ganeran iInmunidad madadae por céluias (Pumarasla, 1994).

Asi, una infeccidén causada por profozocrios pardsitos v helmintos mduce un
aumento en la produccién de IgE v puede llevar o un influje de inmunoglobuhnas v
eosindfilos mediado por mastocitos: los esquistosomas recubiartos por 1gG o IgE son
elirminados por medic de eosndfilos adherentes o ifravés de meccnismos
extraceljlares que nvolucran 1o liberaciin de proteinas cahidnicas v peroxidasa.
Todo este proceso se debe a una respuesta o citocinas de tpo Th2 ya que la
inoculacion ¢de anficuerpos anli-il-4 reduce o produccion de IgE v fa de antrli-5
suprime la ecsinofifia {Sander, e1 al. 1995; Nicholson, et ¢!, 1994].

Durante una infeccion, tas crrocings fienen un papel muy importante para
svitar o dsminuir 1o invasion micrebiana. De tal mode, o nmunidod gue se
desarroila para defendarse de una mnfeccidn implica una interdccidn constante
enfre dos defernsos del hudsped v los microorganismos mutanfes que  intentan
desarrollar esfrateguas de evasion (Hamson, 1983; Brostoff, et al, 19911,

Asl, la respuesta inmunitaria anfe una iInfeccidn se dirige hacio uno de fos dos
sublipos de células T CO47. 2n el case de pacientas con enfermedades alérgicas &
infecciones helminticas, la respuesta se polanza haca ung de fipe Th2 (Nicholon, ef
al. 19%94); mientras que una raspuesta fico Tl ocure en pacientes con Infeccionas

infracetulares medada por una respuesta de hipersensibildad  refardada{DTH)
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aguda, o gue se hace nolorio por el hipo de cllocings aue son secrefadas al meadio
{Cuag, et al. 1994).

En el caso de enfermedades infecciosas, se da una relacidn recioroca que
meda la nmunidad humeral v ta cefular, considerando la respuasta que cambig dé
hl a Th2. Lo gue se encuentra aunado @ un balance enire o efechvidad de g
respuesia nmune y ta conceniracién v la distibucion del antigeno (Swain, et al
1994). En muchas enfermedades infecciosas, una respuestg predominaniemente Thi
o ThZ puede resultar en grandes diferencias en forma, severidad, cronicdad,
natologio v resstenca a la reinfecaidn (Stites, 1993).

Una de los mfecciones mas estudiadas en modelos murnnos es la causada por
Lelslimania majer, e cual es un pardsifo intraceivlar obligade, En este oo de
infeccidn se ha observade gue la proliferacidn parasitana no es conrolada vy o
enfermeduad se disemina o érgancs viscerales, cuando se desarrolla una respuesta
Inmune hpo ThZ, principalmente, por células T CD4+ que producen grandes
cantidades da il-4 0 IL-5. En cambio, cuando se desarrolla una respuesta de fipo Thi,
la enfermadad as rapidamente controlada principaimente mediante o activacion
de macrdfages. principalmente por lo via del dxido nifics Mol Y. 1994) La
eiiminacion total de! pardsito se da cuando se estimula ung respuestq ge fioo Thi
que lipera grandes canfidades de [FN-y, sifuacion que pueds ser iInhibida por ofras
ciiocinas tipo ThZ (IL1G. IL-4). Sin embargo, a produccidn de onticusmos y e
desarrolio de una respuesia tipo ThZ porecen tenar un efecto protector o posibies
reinfecciones (Abbas et al, 1995).

Durante una infeccién por Schistasoma sp. se observa una respuesta inicigd de

oo Tl lo gue se muestra como granulomas, 05 cugies son reaccicnes celllares
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localizadas en ias que intervienan principalmente macrdfagos y fibroblastos que son
los encargados de destrur el hueve del pargsito depositado en los fejidos (infestino,
higado, ete} causando fibross del teydo {Harison, 1983}

La respuasta granulomatosa se presenta en el inicio de la infecaidn, pero ésta
va reduciéndose conforme la infeccion se torna c:ré,r;ico, incremeniandose ung
respuesta de Hpo ThZ Ademds se han mvolucrado varios mecansmos
inmuncregulatorios, come ias célulos T CD8+ y CD4+, Lsios mecanismos nvelucran o
produceidn femprang de FN-y en o etapa inical de la infeccidn, mienfras que fas
células T Char {Th2) aparecen en ia fase tardia, generando una inhibicidn en la
profiferaciédn linfoide v un estado anérgico (Allen et al, 1997)). Asl mismo, es
imporfante remarcar gue Como Consecuancia de una respuesia tipo Th2 inducida
por halmintos se observa sosinofil a mediada por IL-5 (Sedlk, ef al, 19971,

Hay clgunos tipos de pardsitos gue requieran el establecimiento de un tipo
especifico de respussta pare poder profiferar dentro del hospedero: tal como
Trichinelle spnalis. Lo cual reguiere una elevada respuesta Th? para poder
reproducise [Abbas et al, 1998L, o el proplo S, mansoni, qgue en fases muy tempranas
de su vide aprovecha lo secrecién de INF-a de su hospedero para pasar a su

siguiente estadio (Amn et af, 1992}

* CISTICERCOSIS POR 7. crossiceps

Lo cisficercesis es una enfidad paioldgica muy frecuente en palses an vias de
desarrolio, cuya gravedad va a depenaer dei lugar anaidmico en que se cloje !
cordsite. Esie fipo de parasitosis, causada por el metacéstodo de Taenia sofium.,

puada presentarse en hurmanos y ganado parcing, sendo aste Uliime un hospedero
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(intermediario, mientras que el humano as hospedero Intermediario y/o defindive: v es
el Unico que puede alojar al pardsifo adulto. Por 1o aue, al hombre, se le consdera
responsable de la disaminacidn de los huevecillos en el medio ambiente (L araide et
al, 1989},

En base a lo anierior es que se han incrementado las investigacionas sobre
cistrcercosis. principaimente en la pisqueda de un inmunodiagndstico especifics.
confiable y reproducible gue pueda manejarse para un nimere altc de muestras
bioldgicaos, v que permiia la dereccién tempranda de pacienies con cisticercosis
fLaralde et al, 1986 y 198%a).

Ast mismo, se siguen realizando invesfigaciones tendienies o conocer los
factores bioldgicos que intervienen en o mieraccidn hospedero-pordsito en o
cisticercosis por 7. solium. pero debido a que es complicade v costoso realizar astos
estudios en hospeaderos nafurales, los resultados obtenidos son un tanto insuficientas
para sostener las propuestas de los mecanismos que definen lg sobrevivencia dal
parésito en el hospedero inmunocompetente (Flisser, 1989) Por lo que se han
propueste modelos axperimentales que permitan estudiar con mas detalle los
factores que pudieran intervenir en los mecanismos de suscepiiblidad o proteccidn
para esta parasitosts.

Ademas del mierés aplicafive en el drea médica, todas las cisticercosis frenen
gran inferés biclogico, en especial pora la inmunologia [Villa, et al. 1994, Puesto
gue tos cishoercos {metacéstodos) v la forma adutio (césiodos) son SrgansMaos
grandas (de vanos miiimeiros hasta dscenas de centimetros), esfructurgl vy
funcionalmente complejos, ya gue presenian tejidos estructurales, sistemas nervioso,

muscular: aparato repreductor. orgenos de ficcidn, especialzacidr perférea: v
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contienen numercses y potentas antigencs {(Fumarola et al. 1994). Esiructuras que le
parmiten traspasar la barrera inmunitaria, permaneciende por largos periodos en un

hospeders inmunocompetente (Terazas et al, 1993,

i EL MODELO EXPERIMENTAL

Pare lograr un mejor estudic de ia cilicercosis, 2 empled un modelo
experimenial de parastosis munmna causada por of memcdstode de Taenig
crassiceps. Este modelo ha permitido estudiar ios factores bioldgicos participantes
en &l desarrollo del pardsito. Lo cual, se complementa con &l hecho de que T,
crassiceps presenta una serie de semejanzas con T solivm, por elempio: a) nene
un ciclo bickdgico similar (de manera natural, el ratdn se infecia al ingerr
huevecillos presentes en e medio ambiente contaminado con heces de
carnivoros pequefios que alojan ol pardsite adultto en el intestino, v &l ciclo se
completa cuando esios ratones son devorados por los carnivores); bl 1as
manifestaciones patoldgicas también son smilares, debide a que el cisheerco de
T. rrussiceps puede ciciarse crénicamente en los ratones sin causar dafos
importantes a las esfructuras vecinas del hospederc (Haselgrove et al., 1987)
cungue, en los Gitimeos estodios de o infecaidn hay una lgera inflamacion en o
serosa intestinal, que es semeiante a aguella causada por el csticerco de T,
sofrum, que pueden relacionar los resuliados encontrados en este modelo con
aquellas mfecciones cousadas por oircs cesiodos incluyende i cishcarcoss
humana y poraina {Larraide et al, 198%aj. Ofra ventgja gue ofrece &l modelo, es

que los cishcercos de T vassiceps puaden servir come una fuenie imponanie de
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antigenas dtiles para el inmunodiagndshico en asticercoss (Larralde v cols. 1990) 2
incluse para vacunacidn, debideo a que en el modelo experimental se ha
enconfrado inmunoproteccidon cruzada entre 10 crassiceps v T solium [Sciuhio vy
cols, 1990),

ta cisticercosis axperimantal mutna por 7% crassiceps  presenta como
venigjas, @ hecho de que la infeccidbn puede inducrse facimente por I
inoculacién directa de los metacésiodos en la cavidad peritoneal; un
crecimiento rapido del pardsitc depido o su reproduccidn asexual [gemacion)
asegura resultados rdpides: por su dmane macrosedpeo, la cargae parastaria
puede determinarse facilmente con un conteo directo de los pardsitos: y por
Oitimo, el cisticerce puede manienerse i vilro por varios dias o semanas en
medios de cullive convencionales o gue permile milhiples disenos
axparmentales {Huerla ef al, 1992} estudios recientas sobre la csticercoss
experimental, han demosfrado gue el desarrcllc de esta infeccion se encuentra

bajo ef control genético {H-2), gonadai e inmunoldgico (Scivtfost al, 1991).

PARTICIPACION DE GENES H-2 EN LA SUSCEPTIBILIDAD

La existencia de diferencias de susceplibilidad asocladas al compleie mayor
de histocompatibilidad han sido descrias recieniemente (Sciutte ef af, 1991, En
estos frabgjos se dermostrd gue 1o cepo BALB/c (H-2d) fue mds suscepiipie a ia
infeccidn experimental con el cisticerco de T crassiveps Que las cepas BALB/b (H-
2b) v BALB/k [H-Zk) v ofras (Sciulte et al. 1921). & importante mencionar que estas

fres cepas de ratenss Hienen un fondo genghico coman [(BALB} y sdlo vanan er el
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locus H-2, de tal manera que las diferencias de susceptibilidad entre las cepas se

deben exclusivamenie a esta vanacidn genéhca.

i VACUNAS

La ashcercosis por Teenia solunn @s una parasitoss frecuente en México v en
ofros paises en desarrclle que afecie al hombre v al cardo. La localizacién del
pardsto en el sistema nerviose central del hombre ocasiona un importante v
frecuente problema de solud humana (Larraide, 1989; Terrazas, 1993), reportdndose
en aproxmadamente el 2% de las autopsias realizadas en México.

Con & fin de tener ung visidn mds clarc sobre esia parcsitesis v disefar
alternativas para reducir la incidencia de la cishcercosss porcing, nvesligadores
dedicados a ello han ohlizads vh modelo expearmenial adecuado. Donde se
evalta la cisticercosis murina por Twaenia crassiceps, &l cual permite obfener
nformacian necesana pora considerar a esto cisticercosis como un modelo
adecuado para evaluar antigenos de potencial interés en el disefic de vna vacuna
y avanzar en el disefio de pruebas diagndsiicas {Scivtte et al, 1990, 1991, 1995,
Valdez et @l., 1994). sunto con ello s& nan enconfrade importantes diferencias de
susceplibilidad a la parasiioss osccpdos a factores genéhcos (Fragose et al., 1994) v
sexuales (Huerta et al, 1992 Boalil et al., 1993; Terrazas et ai, 1994; Laralde et al.,
1995}, de tal mode aue estos hallazgos llevaron o lo bdsgueda de genes de
resistencia a la cishcercosis que podrian utlizarse para modificar la suscephbhdad
natural de hospedero, como una eshrategia adicionat para el control de o

anfermedad.
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Actuaimente lo nvestigaodn esid crentoda hacia dos puntos: Evaluar
arferentes procedimientos para aumeantar la resistencia del cerde o la asficercoss,
mediante ia inoculacion de fracciones anfigénicas de T. crassiceps a cerdos nara
dentficar las fracciones  protectoras contra la  cisticercosis. Bl ofro aspecto
importante es la identificacidon de arfigenos recombinantes (KETc!, KETc4, KETe7 v
KETc12) ncluldos en las fracciones protectoras confra la cisficercosis que inducen
altos nivetes de proteccién (Scivtfo, et al. 19%0).

Por otro ladoe, se han identificado genes de resistencia a la cishcercosis v se han
evaluadeo a fravés de la produccion de animales fransgenicos para la produccidn
de la proteina Qa-2, o cual ha demostrado ser un posicle factor de resstencia a

esta parasitosis. Sin embarge, el desarrollo de estas esfrategias de proteccidn no han

sido basadas en pardmetrss nmunasiogios sélidos.

1V, RESPUESTA INMUNE AL PARASITC

Asi mismo, se han llevado o cabo estudios sobre o respuesia inmune en
contra del metfacésiodo de T. crassiceps. Los cuales indican que ko pariicpacidn
de la respuesio inmune an el confrol de esta parasitoss es mefutable, debdo g
que la vacunacion con antigenos especificos induce proteccion (Scivtio et al,
1990): sin embargs, los mecanismos nvolucrados an dicha proteccion son aln
desconocidos.

Los primeros en demostrar gue el hospedero es capaz de mentar vna
respuesta inmung humoral especifica en contra de los antigencs de! cisticerco de

T erussiceps fueron Freeman en 1964 y Chernin en 1977. Posteriormente, Good v



Miller en 1978 ohservaron mn viro el elecic danino del complemenic scbhre el
tegumento del pardsito sin afectar la viabilidad del mismo.

Trabajos mas recientes han demosirado que la respuesta de po humaoral es
insuficiente para la inmunoprotecaidn en esta parasitosis [Scivtio et al, 1990) Por
el contrano, se ha observado que la transferencia pasiva de anficuerpos anti-
cishicerco pueds incluso facilitar el crecrmiento del pordsito en el animat receptor
(Sciutio, 1989).

Actualmente se sabe gue una respuestia inmune de hpo celular esta
involucrada en la ressiencia confra esta infeccidn, lo anfenar es en base ¢ los
resultados obtenidos por algunos Inveshgadores que eshmularen la respuesta
nmune celular con cclofosiamda por un tade, v por otro realizaron timectomias
neonatales  [Bowll, et al 1993). Ademds. los anmales recnotalmente
tmectomizados fuercn fransferidos con células T inmunes generando en ellos
proteccidn, demostrandose asi gue la respuesia nmune dependiente de células T
es imperiante en el conrol de ésta parasifosis.

Recientaemenie se ha demostrade que durante la fase temprana er |a
infeccidn por 7. crassiceps, exste una respuesfa inmunre hoo Thl, que coincide con
uh mencr numerc de pardsitos. Al avanzar la infeccidn, esta respuesta es
desplozada graducimente por una fipo ThZ, concomifaniemente con un
agumenic en io corga parasiona. De modo, gue s ha propuesic gue una
respuesta nmune tpo Thl pueds ser proleciora conira ésta infeccidn, mientras

que una fipo Th2 puede ser facilitadora de la misma (Terrazas ef al, 1998},
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OBIETIVOS

GENERALES
= Determinar o imponancia de las aitocmnas fipo Thl v Th2 en la fase

temprana de ia infeccién causada por Tuena crassiceps.

PARTICULARES

aany,
-t

O

&

O

4

O

Determinar el efecto de un tatamiento temprane con antficuarpos
monoclonales anfiHl-10, anti-ifN-y y aniril-4 in vivo scbre la suscepfibilicdad
aT. crassiveps.

Determinar el efecto de un tralamiento con IFNwy mezclado con (-2
recombinanie, de L-4 v de IL-10 recombinantes sobre la resistencia o la
infeccion con T. crussiceps.

Svaluar ia carga parasitaria después de estos frafamientos.

Evaiuar la produccion de éxido nitnco al fingi de la infecaidn para cada
uno de los tratamientos.

Evaluar el ipo de respuesta inmune predominante al final de la infeccidn.

HIPOTESIS
El tratarmuento femprano de 1o infeccidn con interleucings o anticuerpos
ant-interleucinas que favorecen ¢l desarollo de una respuesta inmune
tpe Thl es capaz de generar mavor resistencia confra la asticercosis

causada por Taernia crassicens.
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DISENC EXPERIMENTAL

Paro este estudio se emplearon b grupos de 5 ratones cada uno, donde cada
grupoe recioié diferente tratamiento: 3 grupos de ratenes parasiados con csTicercos
de 7' erussiceps ‘ueron fratados con ciocings recombinanies (IFN- + [L-2 -4, IL-10,
raspeciivamente], v 3 grupos de animales parasitados se frataron con anficuernos
monoclonales contra IL-4, 1L-10 & IFN-y, respectivamenta. Los fratamienios fueron
aphcades Unicamente durante la primera semana de infeccion; ademds se
considerd un grupe dnicamente parasitado denominado grupo control y un gruoo
ce ratoneas que no fueron ratados con nada, deneminade grupa normai.

Despuds de un rres de infeccidn se evalud la cargo parcsitaria en cada
animal; fas concenfracionas de dxido nilnco mediante un ensayo colorimétrico, las
subclases de inmuncgiobuhnas G {igGl, 1gG2a e IgG2b) medianie ia realizacién de
ensayos de ELSA; v o presencia © ausencia de las siguientes citocinas -2, IL-4, IL-10
e FN-y por medio de la écn.ca de EUSA-sandwich en sobrenadantes de cultivo de
zéluigs de paze eshimulades con concanavaina A (Con-A) o anfigeno de T
crassiceps . sl como i respuasta celuiar proliferativa de cada amvimai.

2ara finalmente aplicar andliss estadistico de i de Student independiente medanie

2l programa de SPSS for Windows, versidn 3 4.
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METOROLOGIA

% ANIMALES: Se emplecron ratones hembra de la cepa BALR/C los cucles
‘yeron manienidos bae alimentacidn convencional y con ciclos de luz/oscuridad

de 12 horas.

% ORTENCION DE PARASITOS: Los metacésiodos de T crassiceps se obiuvieron

de la cavidad pertonzsat de raiones hembra BALB/c pravicmente infectados. al
menos duranfe 8 semanas. Los cisticercos fueron lavados 4 veces en amorhiguador
de fosfate (PBS} y seleccionados poara la infeccidon de ofros ratonas o
inmedictamente cenfrifugadoes a 45 700 g/h o 4°C para obtener ef fluido vesicular

que sirvid como fuente de antigenc.

% INFECCION DE RATONES: La infeccidn expenmental se realzd medanie

myeccidn infraperifoneal de cada ratdon con 10 cisficercos de T crassieps,

seleccionande aguellos con mencs de 2 mm de diametro y sin gemas,

% TRATAMIENIOS: Inmediatamente después de la infeccién, los 6 grupos de

ratones fueron iratados infrapentoneaimente con 100 ul de solucion, o diano duranie

una semana, bajo el siguiente esquema:
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ESQUEMA DE TRATAMIENTO

(Genzime Diagnostic, USA)

j

oitocings (500 U/mi para IL-[400  pg/animal/aia

2: 500 pg/ml IFN-v} [FiN-y

GRUPO TRATAMIENTO | DOSIS RECIB.DA
!
NORMAL No recibleron ninguno. | Ninguna
CONTROL Soio parasitados. 10 cisticercos/ammal
CITOCINAS RECOMBINANTES
IL-2 + IFN= !;Parcsi‘fodos + 100w osol) 50 UWanimal/dio para 12

foloige:

-4

(Genzime Diagnoshc,USA)

Porgsifados + 100 pl solli2.0 ngfonmai/alic

cltacina 120 ug/mil

iL-10

|Genzime Diagnostic, USA)

Parasitades + 100 pl sol.| 1.0 ng/animal/dia

crocing (20 pg/md}
|

i
!
ANTICUERPOS MONOCLONALES

anfi- [L-4 Parasifados + 100 ul sol. i DOSIS UNICA
(Cenzime Diagnoshic USA) | anficusrpe {180 pg/mi)
anfi-l-10 !Pc:rosi?odos + 100 pl sol [ DOSIS UNICA
(Genzime Diagnoshc USA) ;onhcuerpo 1500 ng/ml}
anfi- {Fhey Parasicdos + 00w sol) DOSIS UMNICA
(Genzime Diagnostic, USA) | anficuerpo (500 ng/ml) E

i
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SOBIENCION DE CEIULAS DE BAIO: Después de 30 dios de infeccion, los
ratones anteriormenie parasitados y fratados durante el liempo predeterminado
fueron anestesiados con éter etiico para obfener una muestra sanguinea
crovenienie del plaxo retroorbital. La sangre de cada ratdn se centnfugd ¢ 2500
rom/10 min para separar el suere, el cual se congeld a -20°C.

Posteriormente, los animales fueren sacrificados por dslocacion cervical, se
disecd el barc para oblener las células en medio de cultvo RPMI-14640
suplementado, bajo condiciones de estenlidad, en una caja de Petn colocada
sobre hielo. Enire este paso y el siguienie se contaron los cisticercos en cada anmat,

Una vez disgregadas las células, se centrifugaron (2000 rem/5 min! oara
separar los linfocitos del medio; ios cuales se resuspendieron durante 60 segundaos en
una solucidn hemolizante!, gue permite efiminar los erirocitos presentes. Despuds se
ajustaron ¢ una concenfracién final de 3 x 10¢ células viables/ml. mediante e

método de azul fripano.

LPROUFERACION DE UNFQUUQS. DE BRAIO: Parc medr su capccidad

proliferativa, los linfocitos de bazo obilenidos anteriormente fueron sembrados en
placas de 96 pozos [Costar, Cambridge) v estimulados con e midgenco
Concanavaling (Con-A7, Sigma) 2 ug/mi duranie 72 horas de culfive o 37°C en 5%
CO2. Decioche horas antes de finalizar el cultive se agregaron 0.5 uCi de [3M]-
fimiding per poze, con una achividad especifica de 6.7 Ci/mmol New England
Nuclear).

La piaca se voivid a incubar baie las mismas condiciones v, 18 horas después

las células se cosacharon soors 1iras de papet de fibra de vidno, Los cuoles se
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dejaron secar ¢ totalidad, para posiencrmente ser empaduetados en bolsas de
poliviniio gue son seliadas herméticamente al calor previa adicidon de 10 m! de
liquido de centalleo (2.5-difenloxazel, PPO: P.{bis(2.5-feniloxazal)]), POPOP dsueiios
an foluenal; para medir la radiactividad media mediante un contador ae centelleo

(Beta-plaie), dada en cuentas por minute (cpm).

LOETECCION DE  ANTICUERPQS: Lo determinacdn de las subclases de

nmuneglobulinas oo G [ 1gGl. 1gG2a e 1gG2k) se reclizd en los sueros de cada uno
de los raiones ‘nfectodos mediante la iécnica de ELiSA-indirecta. Para ello se
sensipiiizaron 'os piocas de EUSA (Costar, Cambridge) con el anfigeno [fluido
vesicular de cisticerces de T. arassiceps) diluyéndolo @ 3 ug proteina/mi $SI para
colocar 100 1 o cada pozo de la placa, la cudl s incubd toda la noche o 4°C.
Después se lavaron 3 veces con PB3-Tweean 20.

Se colocaron 100 ul de cada uno de los sueros diltidos 11100 en PBS-Tween
20/BSA 3% en cada pozo, Incubando 2 horas a tfemperatura amisente. S lavaron 4
veces y se les agregd 160 ul de antHigG (Sigma Immuno Chemicals, USA) marcado
con peroxdasa [Amersham Co., USA). segln el sonpo, diluidos 1:1000 en PBS-BSA 3%;
incubando 15 horas a temperatura ambiente, iovando las piacas 4 vecas mdés pard
firalmenie adicionar 100 ul del sustrato(2,2°-Azinchis{3-elibenzotazolina-é-acidae
sulfénicol-biamonio ABTS Sigra Immuno Chemicas, USA] . Dejando que desarroliara
ia reaccon o temperatura ambiente durante 15 o 45 minutes, para posteriormente
ageienerla con lg adicidn de 30 ul de acido sulfirico 4N, La densidad Sphica de la

sofucion contenida en cada pozo se leyd a una lorgitud de onda de 492 nm.
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S DE[ECCION DE CITOCINAS: La conceniracidn de (-2, 1L-2, 1L-10 e IFN-v se

mudieron en los sobrenadantes de los diferentes culhivos celulares, medianie g
técrnica de ELISA-Sandwich: para ello se uiilzd 50 uwi de anticuerpos monoclonales
confra cada una de las citocinas [anficuerpo de capiura, T ug/ml), los que se fian a
una placa de ELISA (Costar, Cambridge) de 96 pozos durante ioda una noche o
4°C. Despuéds las placas se lavaron 4 veces con PBSTween. Posteriarmerte e
agregaron 100 ul de sobrenadantes diluidos 1:2 en PBS-BSA 3%, incubando las placas
a 4°C toda la noche. Despues se lavaron 3 veces con PBS-Twaen para enseguidda
afadir 100 ul de los anticuerpes menocionales secundarios especificos para cadg
interleucing, marcados con biotina  (anticuerpos de detecardn, 1 ug/mi), se
incubaron 45 minutos o temperatura ambiente. Después las placas se lavaron &
veces y a cada pozo se adicionaron 100 ul de la enzima estreptoavidina-peroxdasa
{1:2000) en PBS-8SA 3% y se incubaror 30 mnutos. Pasado el tempo de incubacidn
se lavaron 6 veces mds para fnalmente agregar e sustrato (2.2-Azinobis{3-
etibenzotiazolna-é-acido sulidnicol-biamaonic, ABTS:Sigma Immuno Chem cals, USA).
Se dejd desarroller ja reaccidn a temperaivra ambente durante 15 a 45
minuics, pascdo este lempo, |¢ reaccion se deruve con 50 ul de dcido sulfirco 4.
Despuds se leyd ia densidad Sptica @ una longitud de onda de 490 nm en un lector
de ELISA. Los valores de los citocinas (concentracidn en los sobrenadantes) se
obtuvieron a través de una curva palrdn desarollada con citocinas recombinanias
murinas para cada una de ellas vy sebre dichas curvas se inferpoiaron los datos

obfeniaos con los sobrenadantes.
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% DETERMINACION DE OXIDO NITRICO: Las céiulas de bazo, de los arimales de

los diferentes grupos, se cultivaron como se mencioné antenorments vy en los
sobrenadantes obtenidos de estos culiives se delermind la producaidn de dxao
nitrico, a fravés de lo identificacion de uno de los mefabolitos mdés estables como es
ei NO2. Lo determinacion se llevd o cabo a fravés de una reaccion colonmétnca
generada por el colorante de Gness (Ding et ol 1988). Brevemente, se hizo una
curva palrdn con diluciones dobles de nitrte de sodio (100 pM o 0.05 uM) en una
placa de 96 pozos, en los demds pozos se agregaron 25 pl de los sobrenadantas de
los culiivos linfocitarios. Posteriormente se hacen reaccionar con 50 ul del reactivoe
ge Griess, se mcubaren @ femperatura ambiente durante 10 minutos parg
posterormente leer la placa en el lector de ELISA o 550 nm. Finalmente, los valoras

de absorbancia se inferpolaron denfro de a curva anfes mencionada.

L% CONTEQ DE PARASITOS: Al animal muerto por dislocaoidn cervical se le akrid

o cavidad pertoneal pora extraer los cisticercos de T, crassiceps mediarnie el
emplec de una jeringa con ia cual se lavd la cavidad con PBS hasta obtener la
totaldad de la poblacidén parasitaria.

Se lavaron vanas veces con PBS hasta que el sobrenadants quedd clare v se

deposiiaren en una caia de Petn para su conteo.
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EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ANTICUERPOS MONOCLONALES
ANTECITOCINAS

* NUMERQ DE PARASITOS

Con el propdsito de analizar la nfluencia de las citocinas hipe Tt v tipo The
schre lo susceplibilidod o o cilicercoss sxpenmental, se llevd o cako uLn
fratamiento con anficuerpos monoclonales ant-interferén v, anti-Il-10 & anti-ll-4 @
moemento de infectar infraperifonealmente a los ratonas con 10 cisticercos de 7'
crassiceps. Bl ratamiento con anti-IFN v indujo en estos animales un incremento en la
carga parasitona def $0% con respecto al grupo control (Fig. 1, P<0.01}: mientras que
el grupe fratada con antrll-4 no modificd sgnficalivamente o susceptbiidad al
pardsio. Por ofro lado. los animales que recibieron anti-Il-10 presentaron una
disminucion significativa {mayor al 30%) en su carga porosifaria con respecic al

gruno parostado.
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TRATAMIENTO '

figura 1. Efecto del tratamiento con anhcuerpos monoclonales anii-cifocings, er g
susceptbilidad a T crassweps Nofese el incremento en la carga parastiania de fos grimales
tratados con ant-iFi-y, v la aismnucién de la misma en el fratomients con ant-it-10: * indie g

P<0 02 con respecio al grupo control
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* CITOCINAS

L4

La figura 2 muestra como el fratamienic con los diferentes anticuerpos anti-
citocinas no modificaren la produceién de interleucing 4. lo cual  siguid
produciéndose en la misma proporcion en fodes [os grupaos, en comparacidn can el

grupo conirol.

L4 (pgimt)

alli0
TRATAMIENTC

figure 2 Andlisis de infeneucina 4 producida por linfocitos de baro i viio mediante o

induccion con concanavahna A
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La produccién de interleucina 10 no se modificd significatvamente {8.4%) en
el grupo confrol con respecto al grupo normal. Por ofre lado el fratamiento con antdi-
nterleucina 10 ne blegued completamenie ia produccion de esia citocing (fig. 3).
mientras gue a! frafarlos fempranamente con anti-IFN-y se observd un Incremento

del 48% con respecto al grupe parasitado, p<0.05.

o
3
1]
{
4

IL - 10 (pg/ml)

| womrma Comirol arn-

TRATAMIENTC

figura 3 Apdlsis de interdeucing 10 producida por infocifos de bazo m wvire mediante la

nduccion con concanavaling A {F p<0 03)
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PNy

Ei BNy es una clocme caracteristica de una respuesta fipo Thi, vy
frecuenrtemente as considerada como un marcador de este fipo de respuasta. £n
astos ensayos fue medida, como una forma de determinar lo polarizacidn de g
respuasta inmune. £l fratamento con ant-mterleucing 10 produjo un decremenio
significativo (66%) en ta produccion de esia cifoona con respecio of grupe nermal
.(p<D.GSJ. Mienirds que el fratamiento con anbi-interfardn gama abalid la produccion
de esta citocing en ios sobrenadantes de cullive con respecio ol grupo de animales
sanos, efecto parecido al cbservado con e grupo coniroi (57% de disminucidn) con

respecio ol mismo gropo (Fig. 4].

IFN-E (pgiml)

MNormal Contral all-1D

TRATAMIENTO

Frgura 4. Andlisis de interferdn gamma producido por célutas ae bozo n vitro medane

estimulacion con Con-A (** p<Q.21}



* ANTICUERFPOS

Agul, de las diferentes subciases de anficuercos det sotipo IgG enf-cisicerco
Que presentaren ios anmales sdio parasitados {sin fratamienta}, ios de o subclase
lgG2b fueren 1os que se enconfraren mas elevados, seguidos por fos IgGT y por
SGlhmo fos miveles méas baios fueron los de IgG2a.

paleled

Lo subciase de anficuerpss 1gG! ha sde armpliamenie relacionada con una

respuesta de tipe Th2 an aiferentes infecciones. Los distnios fratamientos nfluyeron
considerablemente en los niveles de estos anticuerpes, puesto que el grupo sdlo
parasitade produje un significafive 93% de incremento con respecto al grupo
normal. Por ofro lado, ios animales fratades con anfi-ifN-y  presenicron tos niveles
mdas aifes de 1gG1{3.1%) con respecto al grupa confral, mentras que &l tratamiento
con ant-mierevana 10 produle un decremento imporfante (34.2%) sobre esfa

subclase de anficuerpe (Fig. 5) al compararlo contra &l mismo grupo.
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Figura 5 Andhsis de anficuernos especificos ael sofipo [gG1 séncos producidos por
el hospedeio despuds de ur mes de infecotdn intrapentonsal por metacéstedaos de
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s igG2a

Lo presencia de esta subclase de anficuerpo en el suero se ha ascaiade a

respuestas de tipo Thi. er nuasfros animales sdlo parastados el vive! de 1IgG2a fue

menar qua el de las ofras subclases. B grupe de animales Unicamente parastados

predujo un aumente del 50.4% cl compararle con el grupo rormal. Bl ratamiento

con anti-IFN-y incrementd ligeramente (3.4%) la produccidn de este anticusros con

respecto al grupo contrel, mientras gue el fralamients con  anficuerpes

monoclenales ant-IL-1C lo modificd en 17.9%. con respecto al mismo grupo (Fig. é;.
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Figura 6. Andlisis de anticuerpos sonpo 1gGla sences ploducidos por el hospeders cuatio

semanas despues de inciar un estado infecciose con metacéstodaos de T trannueps
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s OXIDO NTRICO

Los culfivos celulares de tos animales sdlo parasitados presentaron ios riveles
mds alites de dxdo nitnco [47.3%) con respecic al grupo normal. Al fratar a los
anmales con anfinferferon garnma, se obluvieron nivetes menores {19.8%) a iog
obtenidos con los animales parasitados. Nofdndose una disminucidn dei 36.4% en el

grupo tratado con anfidinterleucina 10 ol compararlos con & mismo grupe (Fig. 7.

Contral
TRATAMIENTO

Figure 7. Deferminacion de oxido nitnco en sobrenadantes de cultive de células de hazo

medianie lo nducaidn con antigenos parasiarios de T crassiieps .
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oRESPUESTA PROUFERATIVA A CON-A Y A ANTIGENCS ESPECIFICOS DE 7' crassiceps

UNCORPORACION DE THADINAL

La respuesia preliferativa de los linfocitos T a Con-A v a antigenos especificos
Y g o] .

son consideradas como medidas de fa respuesta inmune celular, Aqui fueron
evaluadas para determinar la eficacia de los fratamientos aplicados. Las células de
ios animales solo intectados con T. crassieeps preseniaron una respuasta proliferativg
signfficativamente menor {162%) a la ComA que los animales normales. &
fratamientc temprano con anfi-nterleucing 10 indujo una recuperacién en ia
respuesta g Con-A (B82.000 cpm). que fue semejante a la que se presenia en e!
grupe normal {110,000 cpm). Los animales fratados con anfrinterferdn gamma

presentaron niveles disminuidos (58%) como respuesta ol comparario con el grupo

conirol {Fig. 8).
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INCORPORAGION DE TIMIDIN A

Figura 8. Andlisis de proliferactén de células de bazo cuilivadas in vito y estmulados con el
mitoégenc Con- A, (** p <0.01 con respecto al grupo nemmal ¥ <0 05 con respecto al gupe

confrol
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Lo respuesta proliferativa de los linfocites de bazo ol antigene de T
crassiceps en los animales parasiiados sin iralamierto fue baja (1920 cpm), coma ya
habia sido reporfada previamente (Terrazas ef al, 1998). Sin embargo. & traramienio
con &l anticuerpo monoclenal anti-nferleucing 10 indujo una respuesta proliferativa
anfigeno-especifica significativamenie mayor que an los confroles (p<0.05. 118%).
Mientras que el fratamienfo con ani-iFN-y indue una reduccidn en esta respuasta

{43%}, con respecto al grupo dnicamenie parasitado {Fig. 9).
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Figura 9. Respuesta celular al anfigeno de 1. crassieeps. Obséivese que io respuesta as

aumentada por el ratamiento con anti-lL-10 [* p<0.05).
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EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CITOCINAS RECOMBINANTES

= NUMERQ DE PARASITOS

Con el propasite de deferminar que efecto podria tener la presencia temprana
de gigunas cilocinags fipo Thl o Th2 en la evolucidn de o infeccidn por T aassieeps,
se desarrollaren expetimentos en tos cuales durante ta primera semana da infeccidn
los animales parasitadoes recibiercn citocinas recombinantes por vig infrapentonadai.
F! fratamienio inicial con inferieucing 10 provocd un incremento significative (66%]
en la carga parasitaria (P<O.05 con respecto al control]. & irafamiento con
inferleucing 4 no modificé de manera significativa el desarrollo de ka infeccidn por T
crassiceps. En cambio, el frotamiento con IFN-y + IL-2 generd ung restricaidn muy
significativa en el crecimienio porasitario (P<0.01, 85% con respecto o grupo

parasiiado), modgificando de esia manera o susceniibilidad a la nieccidn (Fig. 10).
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Figura 10. Determinacién del ndmero de asticercos en arumaies infectados can metacéstodos

de T rassiveps que fueron ratados con inferlevcmas recombinantes munras 1 p<0 G5)
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o CITCCINAS
~ -2

La [L-2 es una interleucing fundamental para el desarcile de una resbuesia
nmune (pnncipalmente de tipo Thl) v para ia proifferacion de los linfocitos. En aste
esfudio la -2 se detecid por o fécmoa de BUSA, o figura 17 muestra que g
produccion de esta cifocing fue disminuida {472%) por la solg infeccidén con T
erussiceps con respecto al control, mientras que los animales tratados con interferdn
gamma e inferlevcing 2 produjeron una mayoer cantidad de 1L-2 (208.8%). pero adn
con ello fue el 46.1% menor de o que produjo el grupe normai. Por otro lado, e
tratamiente con IL-10 recambinante indujo un decremento del 29% en la produccién
de iL-2, con respecto al grupo cenfrol. Lo que indica que la infeccion parasitana
induce una disminucion en la produccidn de esta interleucing v que los ratamientes

realizados no fueron suficientes para restableceria a niveles normales,

£

f=2]
=
. (]

4
| 2

Norrmal Control #-10 PN L2
TRATAMIENTO

Figura 11 Andlisis de interleLaing 2 producida por céivlas de bazo i vitro mediante Ia

induccién con Con-A [* p<0 05 con respecto al normal ** p<0.05 con respecho al contrall
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Los datos mostrados en la figura 12 nos indican que tampoco umparta el e
de fralamienio que se les dé o los animales va que =n cuciguiere de los casos,
Incluyendo el grupo normal, la confidad producida de interleucing 4 es [a misma,

independigniamenta de sl hay infeccidn o trafamianto alguno.

IL-4 {pgiml)

Control IL-4 IEpL g + -2 L1
TRATAMIENTO

figura 12, Analisis de inferleucing 4 producida por células de bazo n vitro mediante la

induccion con concanavaling A
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F IFN-y

tasolainfeccidn con T aassicops generd una menor produccidn de IFN=-v en
ias célukas estimuladas con Con-A de 228.4% con respecio of Qrupo normal. Mientras
que et fratamiento con IFN-y + IL-2 provecé un incremanio sgnificative (695.2%) en Ig
produccion de esta citocing. Por ofro lado lo inyeccion femprana de infereucing 1G
indujo también una menor produccidn de IfN-y (29.2%), fodo en comparacion con

el grupa control (Fig. 13}

IFN-B{pg/ml)

Normaf Control FNZ+IL-2 1L-10
TRATAMIENTQ

frigura 13. Andiiss de inferferdn gamma preducido por céiulas de bazo in vifro con Con-a (¥

0<0 05, * <0 01}

54



e ANTICUERPOS
gGl
Lo produccién de anficuerpcs de isofipo tgGl son indicotives de unc
infeccién reciente puesic que se sintetizan come mecanismo de respuesta,
Por elio, el grupo control presentd ur incremenic notable con respecio o
grupo nomal {93.6%). Lo presencia de anficuerpos de! sofipo 1gGl
disminuyd sign-iﬁccﬂvcmeme {79.3%) cuando los animales fueron fratados
con Ny + 12, ol compararse con ef grupo parasiiado. En fanic que &

fratamiento con  interleucina 10 produje una figera reduccidn  no

significativa, 46.9%) con respecto al grupo confrot [Fig.i4).
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Figura 14. Andlisis de anticuerpos isotipo igG1 séricos producides por ef hospedero despugs
de uvna infeccion con metacéstodos de Tl erassiceps. [* p<0.05 con respecto ai grupo

normal: ** £<0.05 con respeacto al grupeo conirol)
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~laGZa

Los niveles de IgG2a especifica a los anfigenos de T crassiceps se enconiraron
en niveles elevados en los anmales sdlo infectados (61.1% con respecio o grupc
normail. pero estos niveles se incrementaron significaiivamente 1144 5%) cuanaoc los
animalas recitieron el fratamiente previe con inferferén gamma + interleucing 2

(Fig.15); mienfras gue en los animales iratades con interleucina 10 presentaron

incremento del 10.1% con respecto a los animales parastados.
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Figura 15 Andhsis de anticuerpos isotpo 1gG2a anfigeno-especifices producides oo el
hospedero a 1o largoe de un mes de infeccidn intfrapentonedl por metacéstodos e T

crassteeps (YYop<00l)
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»lgG2b
Esta subclase de anficuerpo ha side asociodo o respuestas fipo Th2, de
manera que en los animales infectados con T. crassiceps se defecta en
niveles alios después de 30 dias de infeccién (93%, con respecto al grupo '
normal), este pairdn fue medificado por el fratamiento con IFN-y + [L-2, ya
que este grupo presentd niveles significativamente mencres de  este
anticuerpe (P<0.05, 70.3% con respecto ol control). El grupo trafade con
interleucing 10 presentd niveles ligeramente menores (27%) con respecio al

grupo controt (Fig. 16}.
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Figura &, Andlisis de antficuerpos especificos del isofipo 1gG2b séricos producidos por el
hospedero a lo largo de una infeccion intraperitoneal por metacéstodos de T, crassiceps. {*

p<0 05 con respecio al grupo parasitado; ** p<0.01 con respecto al grupo normai).
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«  OXIDO NTRICO

El dxido nifrico es producide por macréfages achvados principalmente por
[FN-v, v por otras celulas come las endeofeliales v las nerviosas {Ignarre et al, 1993). La
infeccidn con T. erassiceps favorece |la produccidn de aste gas, pues se detectd en
moyores rivelss gue en los cultivos de células de bazo de los anirnales sanos
{51.6%). siguiendo los grupcs hratados con interleucing 10 [44.4%) e interferdn

gamma (29.2%), al compararse con el grupo control. (Fig. 17].
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Figura 17. Andlisis de produccién de oxido aitnco por células de bazo in vifro medante g

‘nduccion con Con-A. mediante un ensayo colonmetnca (Griess, et al, 1991;



= RESPUESTA A CON-A

Nuevamenie la respuasia a Con-A se observd disminuida en los animales
parasitados (172%. con respacto at grupo normal), incremenidndose ef efecto
oroliferativo de la concarnavalina A en un 270% con la presencia ge interferdn
gamma + -2, con respecto al grupo control. Sin embargo, el incremento mds
notable en esta respuesta{383%) se observd en los animales que habian recibide el

fratamiento con interleucina 10, con respecto al mismo grupo {Fig. 18).
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Figura 18 Andlisis de proliferacion celular estimulado in vitro con un rmitégeno de linfocitos 7

(Con-Al: {* p<0.05}
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El conirol de las enfermedades parastanas estd muy ligado o las respuestas
immunas hpo Thl vy tipo Th2, las cuales se caracterzan oor un domine en ia
produccidn de las citocings IFN—y & IL-2 y favorecen la secrecidn de anicuerpos
igGZa (Th1): @ bien por la produccion de alfos niveles de 114, L4, iL-10 v de
anficuarpes de los subnpos IgGl e 1gG2b (Th2) (Carter, et al. 1998}, Actuaimente
algunes cuiores han encasilade estos fipos de respuasta en o generccidn de
proteccion contra pardsitos intracelulares en los cuales una respuesta tipo Thi es la
protectora {Sander, et al. 1995). mientras que la respuesta tipo Th2 se ha asociade a
fa proteccidn contra pardsitos extracelulares {Sedlik, et al. 1994)

En la cisiicercosis experimeantal murina {a relevancia da una respuesia tipe Thi o
Th2 no habia sido explorada. Trabajos recienies, han empezado a analizar estos
iipos de respuasta, encoriradose que en los animales cronicamente infectados hay
una respuesia fipo Th? dominante v un gran nimers de pardsifos en los hospederos
{Villa y Khun, 1996 ; Terrazas et al. 1998}, En cambio al inicio de o infeccidn se habia
encontradeo una respuesia deminante tipe Thl asociada ¢ un nimero restringido de
pardsites {Terrazes ef al, 1998} 1 lo antenor levd a la nivdiess de que una respueasta
fipo Thi micial podria estar relacionada con proteccidn en contra del Cisticerco de
T. crassiceps.

Los resultados obtendos duranfe este estudio, donde 1os animales se frararon
con li-4, IL-70, iFN-y + IL-2 v sus respecfivos anticuerpos monoclonales ant-citocinas al
momento de la mfeccién, nos indican que efectivamente una respuesta de tpo Th

puede Inducr profeccidn conira ésta parasito, pussio gue ia corga parasitaria
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disminuye s sé induce este fipe de respuesta desde el incio de la infeccidn. Asl, al
tratar con anficuerpos monocionales anii-il-10 se observd una disminucidon notable
de lo carga parasitana pusesio qgue este anficuerpe neufraliza la accidn de o
nrorleucing 10, la cual es producida por una respuesta de hipo Th2. Sste aspecto so
ve referzade con el grupo fratado con IFN-y + 1L-2, donde el crecimiento parasitano
se apate notablemenie debide o que ambas citocinas fqvorecen el desarrallo de
una respuesta fipo Thl.

Al mismo tempe estas citocinas favorecen o aclivacidn de macrdfagos v 1a
produccién de aniicuerpos de sohpo IgG2a, los cuales son mecanismos protectores
madiatos e inmediatos contra una infeccion parasitaria (Abbas, v cols. 1995}, Esio se
comprobd con la determmacidn de interferdon gamma y de anficuerpos de setipo
lgG2a, los cuales presenfaron niveles altos en los animales Frofados con PNy + 1L-2,
ademds se cbhservd un mcaremenio en la respuesia proliferativa o la Con-A v an ias
células de estos animales. Con el tratamiente con anficuerpos monoclonales anti-
IL10 se observaron resulfados similares pero el mas sobresalientes fue el incremento
en la raspuesta a Cor-A v anfigeno especffica. Lo anterior probablemente se debe
a que se estd inhibiendo el estabiecimiento de una respuesia fipe Tn2 meciante la
neviralizacidn temprana de la IL-10 proporcionado por el microambiente celular,
que se produce durante la insialacion del procese infeccioso deniro del hespedero,
Yo que es conocido, gue el desarrollo de una respuesia tipo Thl y/o Th2 depende
del microambiente en el que s& rucia dichc; respueasia (Cua et al, 1994}, Aunade a
aue ambos tpos de respuesta se encuenlran reguicdos enfre s de acuerdo a las
cloanas gue produce cada oo de subpoblacion linfocitaria (Sedik, 1997). Por ello

I inhibicién de una ciocina de fipo Thl por la accidn de ofra del fipe ThZ provoca
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una inactivacion de la pimera respuesia vy por ende el establecmiente de g
segunda, y viceversa, provocando disintos estados inmunoldgicos en el hospedaro

Por ofre lado, al ralar con anficuerpos ant-iFN-y se observd un ncremenic en
ia cargd parasitaria debido a que se nautralza e inferferén gamma; producide de ‘
manera normeat por finfocitos T citolfticos v células T cooperadoras de e subclase Thi,
lo cual aporenfémenfe favorecic el establecimiento del pardsite en el hospedero
puesto gue con la ausencia de esta crocina hay una falla de activacién en los
macrdfagos. los cucles podrfan acfuar contra el pardsito, de tal mode que éste
vltime se establece v crece mdés rapidamentes. Aln cuando, en este grupo de
animales los niveles de oxido nifnco se enconfraron elevados. indiconde g
existencia de macrdfogos acfivados por o gue la relacion enwre esto v g
susceptibilidad al pardsito no queda clara Ofro punta que apoya lo anterior es |a
sinfesis de mmunoglobulinas ya aue las subpoblaciones de linfocifos Thl v Th2,
ademds de maniener un balance enfre ambas respuestas mediante o producidn
de dstintas clfocinas, también estan invelucrados en o produccion v dferenciacién
de anticuerpos producidos por los linfocitos B. Asi. los linfocitos Thl inducen mayor
cantdad de anticuerpos schipo IgG2a; mientras que los infectdos Th? nducen una
mayor produccion de s isotipas IgG1, IgG2b e IgE (Carfer, 1994)

Los resulfados cbtenidos en este rrabgio coinciden con 1o anteriormente
expuesio. ya gque al frator con anticuerpos monoclonales antidinierderdn gorma,
inhibider de una respuesta tipo Thl. se incrementd fg sinfess de anticuerpos de
isotipo 1gG1, caracteristico de una respuesta fipo ThZ. Este aspacio se ve reforrado
<on la disminuaidn de las inmunoglobulinas de sotipo 1gG2a ocasionado por e

misrne  traiamiento, lo que inaica claramente que se estd favoreciends |a
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oolarizacién de lo respuesta mmune especifica hacia una fipo Th2 v por ende
generando una mayeor susceptibilidad ol pardsito

Cabe sedalar gue el incremeantc en ios niveles de nterferdn gamma al tratar g
los animales con anfi-il-10 v la notable disminucidn al fratar con anfenterferdén
gamma, s debe o gue ambas cifoanas son antagonstas entre sit es decrr, reguian
el desarollo de un tipo de respuesta o de olro segdn las condiciones de la infeccidén
(Carter, 1996).

Asi mismo, al fratar a los animales con IL-10 recombinante, se favorecid el
desarrollo parasitario puesic que esta cifocing propicia el establecimiento de una
respuesta tipe Th2 desde un inicic v por ello los pardsitos se establecen mds
rapidamente y de forma permanente.

La idea de que una respuasta tipo Thl puede ser protectora se relfuerza con los
resultados obteridos con el fratamiento tempranc con 122 e IFN-v, en donde se
chservd fa mayor resistencia ai parasito. Dentro de los pardmetros inmunotdgicos
que s& analizaron, los mdas sobresalientes en este case, fue &l incremento en la
respuasta proliferaiiva o Con-A, mayores niveles de L2 v de IFNw, asi como de
IaG2a, todo ellc con respecio a los animales coniroles.

Asl msmo, se sabe gue un fralamiento previo con algunas citocnas puede
induci @ Intukr 1@ produccion de &xide niffico que es neulralizade por los radicales
perdxdoe prasenies en el medio. Por ello es que en los cullivos linfocitarios de
animales normales, gue fueron estimuiados con Con-A hubo un decremento notforio
en la produccion de dxide nitrico. Mienfras que los cnimales confroles presentaron
una produccidon mayor de la molécula oxidante debido a que presentd una mayor

proiiferacion celular lo que indica que el sélo hecho de presentar una infeccidn
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favorece ta liberacién de dxide nitrco. Ya gue se sabe gue uno de los factores
principales gue favorece su producaién, es el que el organismo presente ung
infeccidn puesto que al tener una funcidn eoxidante le permite o organismo
coniratacar la enfermedad. Mienfras que en los demas grupos de fralamiento ne se
observan cambics considerables en o produccion de dxdo niffico, puesto que e
solo  estaplecimiento del  pardsito induce sy producaidn sin importar  que
estimulacion reciba, antes o durante el procese infecciose [Miglhonni, ef al. 1591 ). Sin
embargo, la presencia de niveles altos © bajos de dxido nitrico no correlacionaron
con o Mayor & menor carga parasitaria

En esie esquema de fratamientes, con citocinas recombinantes, la elevada
produccidn de Oxido nifnco indica lo aclivacion de macrdfages principalmente
(Sediik, 1997); io que se contrapene con el incremenio del ndmero de pard@sites al
fratar a los animales con 1L-10, puesio gue es una citocina gue mhibe 1o achvidad de
los macréfagos. Y como es conoaido. los macrdfagos activados producen oxido
nifrico e iL-12 como respuesta a un proceso invasive, con &l fin de eliminar e agentfe

ceusal de la enfermedad. Por ofro lada, al fratar o tos ammales con anticuerpos

o8

antHinferdeucing 4 se estimuld la produccicn de dxido nitdco detido a que ia
nterleucing 4 inhibe a la enznma que acila sobre ia L-argnina parg posteriormente
producir dxide nitnco. Este efscte se ve sinergrzado con la presencia de anf-
nterteucing 10 {Romani, et al. 1994).

Con esto, se reafima que el papst del &xido nitnce en asta infeccidn no es
clara pues su incremento o disminucion no produce cambics en la respuesta a

diferentes fratarmentos: ya que no comrelaciond con el mayor o menor ndmero de

pardsitos encontrados.
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Por olro lado la producion de IgG1 se encontrd disminuide con el fratamienio
con IFN-y + IL-2. Debido ¢ que la produccidn de este isolipo de anticusmos
esinducida por citocinas provenienies de linfocitos Th2, es muy probable que el
decremento observado puede deberse o un estado de inhibicidn de la respuesta
npo Th2 por ia presencia femprana de IFN-y e [L-2.

Mienfras gue en el fratamiento con IL-10, los niveles de anhcuerpos de isolpo
lgG2k se mantienen debide que a que esle fipo de inmunoglobulinas son
caracteristicas de una respuesta de fpo Th2, ol igual que las citocings del
tratamiento por lo que prevalece una respussia de este ﬂbo. tn contraste, &
tratamiento con IFN-y + 112 indujo una disminucidn sighificativa marcada, en este
sublipo de IgG. Indicande un dominio de la respuesta fipo Thl.

En el casc de la L4 se observd una  produccion muy semejante de asta
citocing con todos los tratomientos. Por lo gue se puede decr que esta aifocing
flene poca relevancic denfro de ia inmunidad confra el cisticerco de Taenia
crassiceps, fundamentado sobre todo por el fratarmiento con anticuerpos anfi-IL 4 o
bien con -4 recombinante, ya que estos ne modificaron la susceptibiidad a éste
pardsito.

La respuesta in vitro a mifdgenos especifices, concanavaiing A [Con-Al, para
linfocitos T es considerada como una medida del estado inmunoldgico celuiar del
organismo, pero se debe considerar que su induccion es inaspecifica  Asl, &
ratamiento con una mezcla de interferdn gamma e interleucing 2 favorecid 1a
proliferacidn celular puesto gue ambas citocinas son inducioras de la proliferacidon v

diferenciacion de las subpoblacionas linfocifanas.
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Por ofro lado, la presencia de!l antigeno de T, massireps indujo una mayor
proliieracion celular en los anmales ratados con anti-l-10, o cua!l indica que g
nhibicdn de una respuesta fipo Tr2 genera una mejor respuesta celular que
conadié con una disminucién en el nimero de pardsitos. Esto indica qua m vivo se
favorece la presencia de una respuesta fipe Thl que protege al hospaaero contra
este pardsito.

Los resultados obtenidos en aste frabaio pueden ser Utiles para la bisqueda as
vacLnas contra la cisticercoss, pero con Lna mayor base inmunecldgica de ia que se
tenia hasta ahora.

Cabe seiclar, que actuaimente se liene un certo dogma sobre el que una
respuesta fipo Th protege al hospedero contra pardsitos infracelulares; mientras que
una respuasia tipo Th2 [o protege contra pardsitos extracelulares (Terrazas at al, 1998:
Sedlik ef al, 1997). Aspecto que nuesiros dates no confrman, ya que la proteccidn
conira el cisticerce de 1. crassiceps parece ser mediada por Una respuesta tipo Thi,
rrientras que una respuesta tipo Th2 parece facilitar la infecc.dn. En cambio, esios
datos coinciden con los de Allen vy Maizels, 1997, quienes indican que al menos oiros
dos pardsitos extracelulares (Brugia malavr y Sehistesoma mansoni) son sensibles o

una respuesta ipo Thi.

66






Conlos datos oblenidos del prasente trabdjo, se puede concluir lo siguenie:

+ Aparenfemente la induccidén temprana de una respuesia inmune tipo Thi

favorece la resistencia contra la cisticercosis causada por T. mrassiceps.

o Bl establecimienio de esta infeccidn parastarda  durante  un lempo

relativamente largo favorece el desarrollo de una respuesta tpo Thz.

La induccion temprana de una respuesfa inmune fipo Th2 qumente g

susceptibllidad a T\ ecrassiceps.

e Lo I1-10 se perfila como o principal cilocing mediadora de susceplibilidad en

la cisticercesis muring causada por T. crassieeps.

e Bl Oxido nitrico no presentd relevancia sobre i polarizacion de la respusasia

que pudiera afectar ef establecimiento del pardsitc Taenia crassiceps.
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° AMCRTIGUADCR PBS 10X

Pesar 3.8¢ ¢ de fosiolo monobdsico de sodio, 10.22g de fostate dindsico de
sodio y 74.0 ¢ de clorure de sodio; se reunen en un vaso de precipitiados donde se
disuelven hasta su folalidad verificando que su pH se encuentre entre 7.2 y 7.4

Finalmente se lleva a un volumen de 1000 m!

> SOLUCION HEMOLIZANTE

Se prepara la sclucidn A y B por separada. Para la solucién A se disuelven 0.87
g de cloruro de amonio (.16 M) en 100 m! de agua: mientras que para o solucidn B
es necesario disolver 205 g de tis-base (.17 M} en 100 ml de agud. Finalmente se
tornan 8 partes de fa soiucidn Ay 2 partes de la solucidn B, las cuales se mezalan %

se verifica que el pH sea de 7.4, Por Jilimo, se esteriliza por fitracion.

= SOLUCION DE CONCANAVALINA A (Con-A)

S2 pesan 25 mg de Con-A que se disuelven en 10 mi de una solucidn de
cloruro de sodic 6 M, agitande teda la noche parg mejor disclucion, Posteriormments
se determing la absorbancia que presenta la solucién @ una longitfud de onda de

280 nm: de tal modo que 1.5 1 de absorbancia san iguala 1 mg de Con-A.

o MEDIO DE CULTIVO PARA LINFOCITOS DE BAZO
Preparar 100 mi de medic RPMI 1640 en polvo [Gibco, BRL) con agud

bidestilada mediante agitacién confinua, vo que se reconsfiiuyd totalmenie se
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enriguecen o suplementan 90 ml de medio con 1 ml de aminodcidos no esencialas
1%, 10 mit de suero bovino fetal 10%, 1 mi de peniciing-estreptomicing 1%, v C.5 m!
de sofucidn ameriguadora HEPES {Goido N-2-hidrexietipiparing N,2-etanolisulfénco

25 mid ¥ amortiguador de bicarbonato de sodio 2%)

o SOLUCION PBS-BSA 3%
A 100 mi de amortiguador PBS 1X se le adicionan 3 g de aloOming sérica
bovina {BSA), agitando vigorosaments hasta su disolucion total, pero evitando que

se forme espuma en la solucidn.

> SOLUCION PBS-TWEEN 20
A un hiro de amorliguador de PBS 1X se le adicionan 0.5 mi de Tween 20,

mezclando de manera suave para evitar formacion de espuma en 1o solucién.

o SOLUCION PBS-BSA-TWEEN 20
A 100 mi de solucidn PBS-Tween 20 se le adicionan 3 g de albiming sérica
bovina, agitondo vigoresamenie fratande de que no se forme espuma sobre g

superficie,

o REACTIVO DE GRIESS
Para oblener esto solucidn se prepore una solucién de dinidroclorure de
naffiletiiendioming 0.1% en agua, v ofra solucidn de sulionilamida 1% en 5% doido

fostdricor ambas por separado. Ya que se tienen fistas se mezclan en cantidades

78



iguaies, quedando iista para usarse. Esia dlima mezcla se mantiene estable durante

iZh g 4°C, pero las solucionss por separado fienen una esiabilidad mucho mayor.
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