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CAPACIDAD DE ACTIVACION IN VITRO DE LOS EOSINOFILOS PERIFERICOS DE
PACIENTES ADULTOS CON NEUROCISTICERCOSIS

Antecedentes: La neurocisticercosis humana es causada por el metacéstodo de Taenia
slium. Su espectro clinico abarca desde la ausencia de sintomatologia (NCC benigna)
hasta los casos fatales (NCC maligna). No existe al momento evidencia de alteraciones
inmunolégicas que expliquen esta suceptibilidad. Por otro lado, existe evidencia de que

los eosinéfilos activados son responsables del dafo tisular inicial a blancos parasitarios.

Objetivo: Determinar si existe diferencia entre la capacidad de activacién in vitro de los
eosinéfilos periféricos de pacientes con NCC de diferente gravedad y sujetos sin la
cHicnmSaau.

Material y métodos: Estudio transversal analitico de tres grupos: 7 pacientes coh NCC
maligna, 7 con NCC benigna y 7 sujetos sin la enfermedad (diganosticados por ELISA
en LCR, Tomografia axial computada y resonancia magnética nuclear), y sin eosinofilia
actual, tratamiento inmunosupresor o antecedente de atopia. Se les extrajo 5 mL de
sangre venosa , para la separaciébn de granulocitos, los cuales se activaron
inespecificamente con factor activador plaquetario y se marcaron con [L-5 biotinilada y
posteriormente con Avidina-fluoresceinada. El grado de activacion se midié en unidades
de fluorescencia relativa mediante citometria de flujo. EIl analisis se efectué con la
prueba de Kruskall-Wallis Y el analisis a posteriori con U de Mann-Whitney con ajuste
descendente del nivel alfa.

Resultados: No existié diferencia significativa entre los grupos en cuanto frecuencia de
sexo y edad; Tampoco la hubo entre los pacientes con NCC benigna y maligna en lo
referente al nimero y localizacion de los cisticercos. Al comparar los grupos por la
capacidad de activacion de los eosindfilos se encontré diferencia significativa (p < 0.05)
entre los pacientes con NCC benigna y maligna, con respecto de los sujetos sin la
enfermedad.

Discusién: La menor capacidad de activacion encontrada en los pacientes con NCC
sugiere una suceptibilidad aumentada hacia esta enfermedad, la cual podria estar

determinada genéticamente.




ANTECEDENTES:

La neurocisticercosis humana (NCC) es causada por la infecciéon del
metacestodo de Taenia solium. Es una entidad clinica de presentacion
pleomérfica, determinada por el nimero y localizacién de los cisticercos, etapa de
evolucién de la enfermedad y la respuesta del hospedero (1).

La frecuencia mundial de muertes por cisticercosis es de aproximadamente
50 mil por afno (2); sin embargo, Rabiela encontré en 4,250 autopsias, 135 casos
con NCC (3.1%), siendo la causa directa de muerte sélo en el 20% de ellos (en el
80% restante no se documentt Ia existenria de cintomatalonia) ln qus cugiors
que al menos en nuestro pais, por cada paciente muerto por esta patologia
existen 4 sujetos con neurocisticercosis (3).

El diagnéstico de NCC se realiza con base en el cuadro clinico
descrito y neuroimagen compatible (tomografia axial computarizada y/o
resonancia magnética). Las pruebas de laboratorio para el diagnostico de esta
parasitosis son la inmunoelectrotransferencia ( IET o EITB ) y el inmunoensayo
ligado a enzimas (ELISA) (4-13).

Las clasificaciones existentes para NCC son complementarias: a) la NCC
se clasifica de acuerdo al nimero de cisticercos en tnica (75% del total de casos)
y muitiple, cuando existen 2 é mas cisticercos (25%) (3); b ) Sotelo la clasifica en
activa e inactiva dependiendo del grado de calcificacién de los mismos (4) y ¢) con
base en su gravedad clinica, Estariol la divide en benigna y maligna; la primera de
ellas evoluciona en forma crénica, generalmente asintomatica o con presencia de
crisis convulsivas y/o cefalea como Unicas manifestaciones. La forma maligna es
de inicio agudo o subagudo, con datos clinicos de hipertensién endocraneana,

dificultad en la marcha, alteracién en las funciones mentales y sindromes

hemisféricos entre otros (14,15).



Se ha encontrado que la mayoria de los antigenos del cisticerco inducen
diferentes clases de anticuerpos en el humano, con el siguiente orden de
frecuencia: 1gG, IgM, IgE, IgA, IgD; sin embargo, existe ausencia de correlacion
entre su presencia y el curso clinico de la enfermedad (1). Por otro lado, para
conocer un aspecto de ia relacidbn hospedero-pardsito se ha estudiado la
respuesta inmune celular através de la reaccion cutanea al PPD (derivado
protéico purificado) la cual se encuentra deprimida; aunque esta anormalidad
también se observa en otros padecimientos neuroldgicos crénicos no infecciosos.
Ademas, la transformacion biastoide de los leucocitos periféricos hacia la
concavalina es normal en los pacientes con NCC (Morales Z, Medina E, Correa D,
COMUNICACION PEISONdi}, iU ISV Yue ids Cillas de iiniuciius 1 y B y ia iespuesia
de las células B a diversos mitbgenos (16,17).

Lo anterior sugiere poca participacion de la inmunidad celular y humoral

estudiada en esta forma, en la relacion hospedero-parasito (18).

La asociacion entre eosinofilia y parasitosis se ha establecido previamente
(19). El eosindfilo es una célula principalmente tisular que se encuentra en
relacion 100:1 con respecto a los eosinéfilos circulantes. Permanece en sangre
periférica de 12 a 26 horas y por diapédesis pasa a los tejidos
(predominantemente a las superficies epiteliales expuestas ) y tiene ahi una vida
media de 2 a 5 dias. Posée tres tipos de granulos (primarios, secundarios y
menores) conteniendo diversas enzimas. Las mas estudiadas son: |a proteina de
Charcot-Leiden (liposfolipasa), la proteina basica principal (MBP), la proteina
catidnica del eosindfilo (ECP) (estas dos dltimas con potente actividad
helmintotoxica), la neurotoxina derivada de los eosindfilos (EDN), la peroxidasa
del eosinofilo (EPO), y ofras como la aril-sulfatasa, la beta-glucoronidasa, la
lipoxigenasa y la fenol-oxidasa. (20-24).

Existen dos si*hpoblaciones de eosindfilos con base en su densidad: los
hipodensos y los normodensos. La evidencia actual sugiere que los eosindfilos

hipodensos son eos'ndfilos activados, ya que: a) son met adlicamente mas
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activos que los eosinéfilos normode. ios (aumento en el consumo de 02) ;

presentan aumento en viabilidad, quimioluminiscencia, produccion de peréxido de
hidrogeno, sintesis de nuevas protei..as secretables y actividad parasiticida, y c)
los eosinéfilos hipodensos presentan aumento en sus receptores de membrana
para IgE e IL5.(25-27) En forma natural la proporcion de eosindfilos hipodensos
en sangre periférica sélo se encuentra aumentada en los casos de eosinofilia,
independientemente de la causa de ésta (alergia, parasitosis, sindrome

hipereosinofilico) {28-30)

Durante las dos ultimas décadas, han aparecido nuevas evidencias que

apuyan & papél ast $osindfilc come cilula efectora para la dactmicritn de Ios

parasitos. En resumen estas evidencias consisten en:
1) Capacidad de los eosinéfilos activados para destruir directamente los
parasitos.

Se ha observado que los eosindfilos obtenidos de pacientes con eosinofilia
son hipodensos debido a desgranulacion y que in vitro son mas activos en el dafo
y muerte de blancos parasitarios que los provenientes de pacientes testigos (31-
41). Ademas, este dafio es independiente de la presencia de suero inmune, lo que
apoya el hecho de que en la etapa tisular de los parasitos el principal mecanismo

de defensa es la respuesta de tipo celular (30).

2) Capacidad de los eosinéfilos para producir enzimas que destruyen los
parasitos.

Se ha demostrado que las enzimas granulares de los eosindfilos presentan
actividad helmintotéxica contra Trichinella spirallis y Schistosoma mansoni,
(34,41,42).

3) Capacidad del suero antieosinofilico para abolir esta respuesta.
En un estudio se inoculé con S. mansoni ratones resistentes a éste

parasito y que posteriormente se les administré suero antieosinéfilo,
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antimacréfago, antilinfc’ "~ o antineutréfilo; se observd una ab. .cion de esta
resistencia Unicamente en los ratones tratados con suero antieosinéfilo,

elevandose el niumero de parasitos al mismo nivel que los ratones 3ensibles (43-
45)

4) Infiltraciéon de los eosindfilos, desgranulacion, adherencia y destruccion
parasitaria.

Se ha observado desgranulacion de los eosindfilos y liberacidon de enzimas
parasiticidas con destruccion del blanco parasitario en la respuesta inmune contra

trematodos, nematodos y cestodos (S. mansoni, Brugia pahangi, Taenia spirallis,

Ao mobonailie cantnnancie Taania taeniaeformis. Oncocerca volvulus ) (32, 46-

rly‘rvuu e L= Ll

53)

En cisticercosis humana se observa una reaccion inflamatoria rodeando al
cisticerco en la que los eosindfilos forman parte de dicha reaccion, junto con
linfocitos, otros polimorfonucleares y células gigantes; ademas, se ha determinado
que existen diferencias en la capacidad de activacidon de los eosindfilos en
pacientes con otras patologias, lo que podria hacer pensar en alguna aiteracion
de la funcion de estos, en relacién a cierta predisposicién a la NCC o a una mayor
gravedad; no obstante, su papel en la resistencia del hospedero hacia la

cisticercosis es aun desconocida (20,21,54).

12
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PLANTEAMIENT. =~ EL PROBLEMA: i

La neurocisticercosis humana es una patologia con alta morbi-mortalidad
en nuestro pais. El espectro clinico abarca desde la ausencia de sintomatologia
hasta los casos fatales, pero el conocimiento actual de la relacién hospedero-
parasito en esta entidad no permite ain explicar el motivo de estas diferencias.

Recientemente los hallazgos en modelos experimentales han permitido
identificar la importancia de los eosindfilos activados como parte de las células
efectoras en la destruccion de diferentes parasitos en fase tisular. Asi mismo, las
investigaciones en cerdos ( unico modelo animal de cisticercosis por T. solium )y
los hallazgos de autopsia en seres humanos pemiten inferir que los eosinéfilos
son los posibles responsables det dafio inicial al cisticerco.

Se desconoce si existe asociacion entre una menor capacidad de
activacion intrinseca de los eosindfilos (transformacion a formas efectoras) y la

presencia de neurocisticercosis en humanos, por lo que nos preguntamos :

¢ Es diferente la capacidad de activacion in vitro de los eosinéfilos periféricos, de
pacientes con neurocisticercosis y sujetos sin la enfermedad ? y, ; Es diferente
esta capacidad de activacion entre pacientes con NCC de diferente gravedad

clinica ?




e

HIPOTESIS:

o La capacidad de activacidn in vitro de los eosinofilos periféricos de sujetos sin
cisticercosis es mayor que la de los eosinéfilos obtenidos de sujetos con
neurocisticercosis.

¢ La capacidad de activacion de los eosinéfilos periféricos es mayor en los
sujetos sin cisticercosis comparado con los pacientes con NCC benigna y la de
ambos con mayor capacidad de activacion que los sujetos con enfermedad

maligna.

OBJETIVOS PRINCIPALES

o Determinar si existe diferencia entre la capacidad de activacién in vitro de los
eosindfilos periféricos de sujetos con y sin neurocisticercosis.

» Determinar si existe asociacién entre el grado de activacion in vitro de los

eosindfilos y la gravedad clinica de la NCC.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

» Determinar si existe diferencia entre el grado de activacién in vitro de los

eosindfilos y la localizaciéon cerebral de los cisticercos.

e Determinar si existe diferencia en el grado de activaciéon in vitro de los

eosindfilos y el nimero de cisticercos de los casos estudiados

14



MATERIAL Y METODC" -

Disefio del estudio: Transversal analitico de tres grupos: 1) nacientes con
neurocisticercosis benigna, 2) pacientes con neurocisticercosis maligna y 3)
sujetos sin neurocisticercosis. Los grupos 1 y 2 pertenecen a la consulta de
Neurologia del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI,

IMSS y el 3er grupo pertenece a la consulta de Neurocirugia del mismo Hospital.

I Criterios de inclusion:

1. Edad mayor a 16 anos.

2. Diagnéstico clinico de NCC benigna o maligna en cualquier fase de la
enfermedad corroborado mediante ELISA en LCR y suero, asi como tomografia
(TAC) y resonancia magnética (RM) de craneo (grupos 1y 2 ).

3. Pacientes hospitalizados con TAC negativa para NCC y ELISA negativo en

LCR y suero para cisticercosis ( grupo 3).
4. Sin eosinofilia al momento del estudio (menos de 500 eosindfilos

absolutos/mm®).

5. Sin tratamiento esteroideo o inmunosupresor en los ultimos 4 meses.

ll. Criterios de exclusién ( no inclusion):

1. Que no acepten participar en el estudio.

2. Desnutricién de tercer grado.

3. Pacientes con NCC intraventricular como localizacion Unica.

4. Pacientes con antecedentes de atopia personal.

15




Defiricion operacicnal de variables: s

Sujetos sin la enfermedad: personas sin evidencia clinica e imagenologica de
neurocisticercosis (TAC y RM) y ELISA negativo para ésta en LCR.

Neurocisticercosis benigna: Pacientes con diagnéstico clinico caracterizado por
la presencia de crisis convulsivas y/o cefalea de cualquier tipo como tnicos datos,
ademas de RM y TAC compatible con NCC parenquimatosa o subaracnoidea

calcificada o no, dorsolateral o basal, corroborado por un medio inmunolégico

(ELISA en LCR) (14,15).

Neurocisticercosis maligna: Pacientes con uno o varios de los siguientes signos
o sindromes clinicos: hipertensién endocraneana, alteraciones de la marcha,
cambios de conducta, paralisis de nervios craneales, sindromes hemisféricos o
brotes psicoticos, identificados por el médico tratante, ademas por RM y TAC,
imagenes compatibles de neurocisticercosis, corroborade por un medio

inmunolégico (ELISA en LCR positiva para cisticercosis) (14,15).

Atopia: El diagnostico se establecié con base en un cuestionario construido en el
departamento de alergia del Hospital de Especialidades, CMN SXXI, IMSS el cual
incluye preguntas sobre antecedentes familiares y personales de asma, rinitis

alérgica y dermatitis atopica.

Seleccidon de la muestra : Para los grupos 1 y 2 se realizé con base a los
criterios de selecciéon mediante muestreo consecutivo de casos prevalentes. Los
controles (grupo 3) fueron elegidos consecutivamente de pacientes hospitalizados
a los que se les realizé intervencion neuroquirdrgica por otra patologia diferente a

neurocisticercosis y que reunian los criterios de seleccion mencionados.



Vaiidacién de la imagen réZonancia magnética para el diagnésiico de
neurocisiticercosis : Se determiné la validez y reproducibilidad inter-observador
de la interpretacion de los estudios de imagen por resonancia magneética (55), en
dos neuroradidlogos expertos, que examinaron 101 pacientes; 40% con
diagnéstico de NCC y 60% con ofras patologias similares. El area bajo la curva
resultante fue de 97 % ( error estandar = 2.2 ) y Kappa ponderada de 0.84. Los
valores de sensibilidad, especificidad, valor predicitvo positivo y razén de

probabilidad promedio fueron de 0.95, 0.92, 0.88 y 17.5 respectivamente.

Tamaiio de la muestra: Se consider6 el disefio del estudio (transversal analitico),
la diferencia observada de 30 unidades de fluorescencia relativa (UFR) en la
induccidén experimental de la activacion de eosindfilos con interleucina-5 (IL-5), vs.
no activacion y un error estandar = 5 (56).

Para el estudio se aceptd una diferencia minima entre los grupos mas cercanos (
maligna vs benigna) de 15 unidades de fluorescencia relativa, que constituye el
50% de lo referido, con un poder del 80% y un nivel de confianza del 95%

bimarginal (57).

n=2 (Za+2B)? o

AZ
a=0. 05, Za=1.96
B=0. 20, Zp=0.84
A (diferencia)=15

o (desviacion estandar)=11. 1

Resultado n=7 para cada grupo (total =21).
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SEPARACION, ACTIVACION®.Y MARCAJE DE LOS EOSINGI . OS
PERIFERICOS.

La determinacién de la activacién de los eosintfilos periféricos se efectud
por citometria de flujo, dado el bajo rendimiento de otras técnicas previamente
estandarizadas para este fin (58-62).

Dado que se excluyeron a pacientes con eosinofilia, los eosindfilos se
consideraron con igual grado de activacién basal entre los grupos.

Se realizé un marcaje indirecto de los receptores para IL-5 de estos
granulocitos. Los eosindfilos fueron separados como células polimorfonucleares
(63). Posteriormente se les estimuld in vitro con factor activador plaquetario (PAF
por sus siglas en inglés Platelet Activating Factor), con el fin de activar a los
eosindfilos, término que comprende entre otras manifestaciones aumento en la
expresion de receptores de membrana para IL-5 en forma directamente
proporcional a su grado de activacidon. A continuacion se incubaron con IL-5
biotinilada para que se uniera especificamente a estos y posteriormente fueron
incubados con avidina-FITC para su marcaje. Las células asi marcadas por
inmunofluorescencia fueron separadas en forma virtual, mediante la creacion de
una ventana especifica para eosinofilos y analizadas en forma ciega al grupo del
paciente, en un cittmetro de flujo de rayos laser de Argon (A=488 nm), Facs Sort
(Becton-Dickinson, San José CA, EUA). La activacion de los esoindfilos se estimé
por el aumento en la fluorescencia especifica, leyendo en el canal FI-1, y

adquiriendo 10,000 células por tubo.



ESTANDARIZ/ :>{ON:
Separacién delos eosindfilos:

Se obtuvieron 7 mL de sangre venosa, para la separacion de los
granulocitos por gradiente Ficoll-Hypaque (60). Posteriormente se extrajo el
sobrenadante (solucién de Hanks, linfocitos y gradiente) y se recuperd la interfase
de polimorfonucleares. Se lavé dos veces con solucién salina de Hanks, pH 7.4
(SSH) centrifugando durante 5 minutos a 400 x g y, el botén fue finalmente

resuspendido hasta 1300 ul. con SSH, para dividirlo en 13 partes de 100 ulL cada

Yo
L™ LTS

Se determiné la viabilidad de las células por exclusion de Azul Tripano al
0.1%, la cual fue superior al 98 %. La cuenta diferencia! de leucocitos antes y
después de la separacion, se muestra en el cuadro |. El nimero de esoindfilos
disponibles para cada lectura, a partir de la muestra posterior a la separacién de
los mononucleares fue de 18,600 (limites de:12,300 - 26,200).

Activacion con factor activador plaquetario (PAF):

Para determinar el tiempo éptimo de incubacion con factor activador plaquetario

(PAF), se agregé 20 pul de una solucion 10 7 molar, incubandose tres de las
muestras a 37 ° C y 5% de CO2 durante 15, 25 y 60 minutos ( muestras a, by c),
permaneciendo constantes la concentracion y tiempo de incubacion con
interleucina 5 biotiniliada ( IL-5/b ) y de avidina-flucresceinada (cuadro II).
Posteriormente se lavaron con solucion salina 0.15 molar amortiguada con
fosfatos 0.01 M, pH 7.2 mas azida de sodio al 0.1 % y, suero fetal bovino al 2%
(PBS-SFB), a 200 g durante 3 minutos. Los resultados pueden observarse en la

figura 1.
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No se utilizé IL-5 como activador, d. "a la posible comptencia por el receptor ¢ .lre
ésta y la IL-5 biotinilada con la que se marcé posteriormente. Ademas, no se

dispuso de anticuerpo marcado contra el receptor.

Biotinilizacién de IL-5 y marcaje de los eosindfilos:

Biotinilizacién de la interfeucina 5. para biotinilizar la IL-5 se dializd 1 pg de IL-5
(PM 45 kDa) diluido en 1 mL de agua estéril utilizando una membrana de dialisis
(Spectra pore, poro de exclusion de 6 - 8,000 kDa ) contra solucién amortiguadora
de carbonatos (pH 9.6) a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después se
agread a la IL-5 dializada, 200 pL de biotina, la cual se prepar6 previamente en
dimetil - sulféxido a concentracién de 1 mg/mL. Esta mezcla se incubé bajo
proteccion de la luz durante 3 horas, a temperatura ambiente y en agitacion
constante. Por Gltimo se dializo contra PBS durante una hora, con tres recambios
de solucidén cada 20 minutos (74). Una vez biotinilizada la IL-5 se probo a
concentraciones de 100 y 10 ng/mL mediante inmuno-dot con avidina -
peroxidasa; se utilizé como control negativo un anticuerpo irrelevante y como

positivo una proteina marcada, previamente probada por ELISA.

Marcaje de los eosinéfilos con interleucina-5 biotinilada:

Para determinar la cantidad de IL-5 a utilizar en el ensayo definitivo se probaron
cantidades de 10, 50 y 100 uL ( muestras b, d y e, cuadro Il ) de IL-5 bitonilada a
concentracion de 10 ng / mL. incubando durante 25 minutos a 37 ° C y 5% de
CO2. Estas cantidades se agregaron a las células previamente activadas con PAF
a concentracion y tiempo de incubacién constantes, para posteriormente marcarse
con avidina - fluoresceinada. Se lavdé con PBS - SFB a 200 g durante 3 minutos

(ver figura 2)




RMarcaje con avidina-fluores. ..inada:

Para determinar la concentracién y tiempo de incubacion 6ptimo cor avidina-
fluoresceinada, se realizaron ensayos con 25 y 50 ug de ésta y, de la mejor (50
ug) se probaron incubaciones durante 30, 45 y 60 minutos (muestras b, fy g,
cuadro Il). La incubacion se realizé a 37° C y 5% de CO2 y posteriormente se lavé
con PBS-azida a 1500 g durante 3 minutos. Se protegieron de la luz y se lisaron
los eritrocitos con una solucién comercial de lisis (Facs lysing solution, Becton-
Dickinson) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Por ditimo se
resuspendieron a 1mL de PBS para su analisis, por citometria de flujo (figura 3 y
4).

Analisis por citometria de flujo:

El analisis de las muestras fue realizado en el citbmetro de Flujo Facs Sort (
Becton Dickinson, San José California, EUA) y el programa Lysis |l. Para verificar
que la poblacién de células seleccionada para su andlisis, incluia a la mayoria de
los eosinéfilos, se hizo un experimento separando células en el citbmetro de flujo y
se caracterizaron morfolégicamente. Para ello se utiiizé una muestra activada y
marcada con IL-5/b-Avidina-FITC en la forma previamente mencionada ( muestra
b, cuadro Il). Se graficd en primer lugar los eventos por tamafio contra
granularidad ( figura 5 ) y se delimitd una regién que incluia las células de mayor
granularidad; a continuacion se marcé una nueva region de los eventos mas
fluorescentes en la grafica de granularidad contra fluorescencia (figura 6).
Finalmente para separar los eosinéfilos se utilizé6 como criterio, el que las células
estuvieran dentro de las dos regiones descritas, lo que en términos de citometria
se denomina logical gate. Posterior a su separacién por el método de sort-
exclussion del citémetro, fueron concentradas y se realiz6 un frotis con la tincion

de Wright para la cuenta diferencial. El experimento se repitié en dos ocasiones
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con el fin de determinar la frecuencia media de eosindfilos, en las region
seleccionada.

Una vez determinada la region de lectura de ensintfilos, se procedi6 a analizar las
muestras procesadas, para determinar la fluorescencia relativa de cada una de
ellas (65-59)

Ensayo definitivo:

Se obtienen 7 mL de sangre venosa, la cual se hepariniza en tubos de vidrio de
10 mL y se diluye con 7 mL de solucién salina de Hanks, pH 7.4 (SSH, Gibco
lab.). Se centrifuga a 400 x g durante 30 minutos a temperatura ambiente sobre 5
mL de gradiente Ficoll-Hypaque (Sigma). Se extrae el sobrenadante (S. Hanks,
linfocitos y gradiente) y se recupera la interfase de polimorfonucleares. Se lava
dos veces con SSH, centrifugando durante 5 mins a 400 x g y el botén se
resuspende hasta 300 uL con SSH, para dividirlo en 3 partes de 100 uL cada una

(a, byc). Se agrega a la muestra “a* 20 uL de PAF 10 “Myseincubaa37°Cy
5 % de CO2, durante 25 minutos. Se lava con soluci6n salina 0.15 M amortiguada
con fosfatos 0.01 M, pH 7.2, mas azida de sodio al 1 % y suero fetal bovino al 2%
(PBS-SFB), a 200 g durante 3 minutos. Posteriormente a las muestras “a” y “b” se
les agrega 50 microlitros de IL-5/b (concentraciéon de 10 ng/mL ) y se incuba
durante 25 minutos a 37° C y 5 % de CO2. Se lava con PBS-SFB a 200 g durante
3 minutos. Por ultimo se agrega a las mismas muestras, 25 pg de avidina-
fluoresceinada y se incuba durante 45 minutos a 37° Cy 5 % de CO2. Se lava con
PBS-azida a 1500 g durante 3 minutos, dos veces y, se lisan los eritrocitos con la
solucion de lisis “Facs lysing solution” (Becton-Dickinson) durante 5 minutos a
temperatura ambiente; finaimente se lava en dos ocasiones mas y se resuspende
el sedimento, en 1 mL de PBS para su analisis en el citometro de flujo. Los

experimentos fueron realizados por triplicado.
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Analisis Estadistico:

Para deteminar las diferencias entre las medianas (dada la distribucién no
paramétrica de los datos) de fluorescencia relativa en los diferentes grupos de
estudio, se utilizd la prueba de Kruskall-Wallis, tomandose como significativa
cuando la p fue inferior a 0.05.; posteriormente para determinar el grupo(s) de
donde provino la diferencia se realizé la prueba de U de Mann-Whitney con ajuste
descendente del nivel alfa a 0.01. Las comparaciones de variables categoricas
entre los grupos se realizaron mediante Chi? o prueba exacta de Fisher si el
nimero de esperados en alguna casilla fue inferior a 5. El calculo del poder
estadistico para las diferencias no significativas se realiz6 con base en la

diferencia estandarizada y el nimero de sujetos incluidos por grupo (64,65).

Consideraciones éticas:

Las maniobras y procedimientos realizados en los participantes son los que
habitualmente se utilizan para establecer el diagnéstico de neurocisticercosis
(ELISA, TAC y RM), a excepcion del examen de sangre venosa (riesgo menor),
para lo cual se solicitd el consentimiento por escrito a los participantes. De esta
forma no se transgreden las normas éticas de la reunién de Helsinski de 1964 y su

revisién en 1975.
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RESULTADOS: .

Se estudiaron 14 sujetos con NCC de los cuales 7 fueron clasificados como
malignos y 7 como benignos. Con respecto al lugar de procedencia tanto en los
sujetos con y sin neurocisticercosis, predominé el Distrito Federal (10 de 14y 6 de
7 respectivamente).

No se encontré diferencia significativa en la frecuencia de sexos y la
mediana de edad, al clasificar los casos de neurocisticercosis por gravedad,
numero de cisticercos y localizacion de la enfermedad (Cuadro lll), lo que sugiere
grupos comparables.

El tiempo de evolucién de la neurocisticercosis entre los sujetos con
enfermedad maligna y benigna, fue superior en los segundos con mediana de 47
(12-85 meses) contra 15 meses (1-22 meses) en el grupo con enfermedad
maligna ( p = 0.01).

En la figura 7se muestra la frecuencia de las diferentes manifestaciones
clinicas entre los grupos mencionados. Como se observa, cefalea fue la
manifestacion mas frecuente en los casos de NCC de cualquier gravedad, las
crisis convulsivas predominaron en el grupo de NCC benigna, mientras que las
alteraciones mentales y sindromes hemisféricos en los casos de enfermedad
maligna. Llama la atencion que en el 80% de los casos de éste dltimo grupo, no
se encontrd papiledema al momento del diagnostico.

El grupo control estuvo constituido por pacientes con: aneurisma cerebral
(32.7%), meningioma (28.5%), glioma de tallo cerebral y fistula de LCR (14.2 %,
cada uno).

El nimero absoluto basal de eosinéfilos en sangre periférica, determinados
en los tres grupos de acuerdo a su clasificacion por gravedad mostré medianas
similares (p = 0.5). Al comparar la fluorescencia de los eosinofilos provenientes de
pacientes con NCC parenquimatosa (32 UFR), subaracnoidea (73.6 UFR) y la
mixta (158 UFR), la diferencia no fue significativa ( p = 0.43) (cuadro IV).



Lz fluorescencia relativa de los eosindfilos ac.ivados de los pacientes con
NCC benigna, fue de 206.74 UFR, mientras que en los sujetos con enfermedad
maligna fue de 222.2 URF y en las personas sin la enfermedad ascendié a
1,156.8 URF, p = 0.008 ( ver cuadro IV y figura 8 ). Las comparaciones de dicho
resultado surgieron de la diferencia entre los grupos de NCC benigna y controles (
p = 0.001) y entre NCC maligna y controles ( p = < 0.01 ) ya que la comparacién
entre el grupo de NCC benigna y maligna no fue significativa (p = 0.2).

Al agrupar a los pacientes de acuerdo al nimero de cisticercos, no se
demostré diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la capacidad de
activacion de los eosindfilos ( cuadro IV ). Lo anterior puede deberse a que el
nader del estudio calculado para encontrar diferencia entre estos arupos, fue
menor a 5%.

No existio diferencia en el nimero de cisticercos entre el grupo con NCC
benigna (mediana = 5) y maligna (mediana = 6) {p=.86).

En los pacientes con NCC maligna se encontré una mayor frecuencia de
localizacién de los cisticercos en la regidn intraventricular combinada con la
parenquimatosa ( 4 de 7 pacientes ); en cambio, no existi6 ningun caso en el
grupo de NCC benigna, que incluyera la localizacién intraventricular ( 0 de 7

pacientes ) (cuadro V).



DISCUSIGN:

La participacién de los eosindfilos en la defensa del hospedero ante
infecciones parasitarias, no se ha determinado en su totalidad; sin embargo, la
presencia de eosinofilia a nivel tisular y en sangre periférica durante el proceso
inflamatorio, sugiere que participa en forma activa en la defensa del hospedero
(22).

- En ensayos in vitro, se ha mostrado que los eosindfilos presentan
capacidad parasiticida Unicamente en su forma activada y que la séla presencia
de ellos durante el proceso inflamatorio no es suficiente (31-41). En modelos in
vivo la tnica evidencia de asociacién de eosindfilos tisulares “activados” y
resistencia a la parasitosis. 1o constituve el modelo de risticerensis henatica
causada por T. taeniaeformis, los eosindfilos se encontraban adheridos y
degranulados en la cepa resistente (BALB/cj), mientras que en la cepa susceptible
(C3H/HeDub), los eosindfilos estaban adyacentes a los cisticercos y sin
desgranular (48).

En la NCC, los estudios realizados con el fin de asociar los cambios
inmunolégicos con la respuesta de defensa del hospedero, no han mostrado
relacién alguna con la respuesta humoral o con cambios en la mitogenesis y
transformacion blastoide (66-67).

En este estudio se demostré que la activacidon in vitro de los eosintfilos
periféricos de los pacientes con NCC, es menor en relacién a la activacién de los
eosindfilos de los pacientes sin la enfermedad. Este hecho sugiere que los
eosindfilos tienen participacion activa en el mecanismo de defensa del hospedero.

Sin embargo, no se encontraron diferencias en el grado de activacién de
los eosindfilos periféricos en relacién a la gravedad de la enfermedad, incluso el
gradiento presentado es inverso al propuesto, ya que los casos con NCC maligna
mostraron una mayor capacidad de activacién, aungque no significativa ( poder

estadistico < 5 %) que el grupo con NCC benigna.



Por ofro lado, los rasultados sugieren que la diferente expre i6n clinica de
la enfermedad puede ser debida al efecto mecanico de los cisticercos, ya que en
los sujetos con enfermedad maligna se encontré una mayor frecuencia de
localizacién intraventricular, lo que obstruye el flujo normal de liquido
cefalorraquideo y produce hipertension intracraneal en forma temprana y grave,
en comparacion con los pacientes con enfermedad benigna, en donde ningin
caso tuvo esta localizacion ( 57 % vs 0).

La mayoria de los casos con NCC incluidos recibieron tratamiento con
albendazol (11 de 14), a diferencia de los sujetos incluidos en el grupo de
pacientes sin esta enfermedad (0 de 7), lo que podria confundir los resultados si
este farmaco disminuyera la capacidad de activacion de los eosindfilos y por lo
tanto explicara las diferencias encontradas. Sin embargo, existe evidencia actual
que lo hace poco probable. Las investigaciones sobre la farmacologia del
albendazo! sugieren que su mecanismo de accion permite una mejor funcion de
los eosindfilos en el ataque al cisticerco (68), lo que se corrobora en nuestro
estudio, ya que la fluorescencia relativa de los casos con tratamiento fue mayor a
la de los casos que no recibieron (103.4 vs 59 UFR).

Cuando los eosinofilos son activados, presentan caracteristicas particulares
como hipodensidad, degranulacion, aumento en la capacidad quimiotactica y
expresion en los receptores de membrana para IL-5, lo que se asocia a una mayor
capacidad parasiticida (52-57,63-65). Los resultados presentados en el presente
estudio fueron obtenidos in vitro, sin embargo sugieren que in vivo la incapacidad
relativa de los eosintfilos para activarse puede ser el factor permisivo para
desarrollar la enfermedad, en un medio en el que todos estamos expuestos a los
huevecillos de la Taenia solium (69).

Por otro lado existen publicaciones relacionadas con la presencia de
“marcadores” de susceptibilidad y resistencia a la neurocisticercosis
parenquimatosa, en la que el antigeno de histocompatibilidad principal HLA A28
(clase 1), se asocia a un aumento 3.5 veces mas alto de adquirir

neurocisticercosis, en tanto que el Dqw2 (clase I} se asocia a una menor
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frecuencia de la enfermedad.en los sujetos (70). El mecanismo por el cual se
explica lo anterior es desconocido, sin embargo, como en otras patologias se
podria proponer la presencia de asociacion entre el HLA y alteraciones en la
capacidad de activacién de los eosinéfilos; por ejemplo, a través de la expresion
defectuosa de las integrinas beta 1 y beta 2 en los pacientes con NCC, las cuales

participan en el reclutamiento y la activacion de los eosinéfilos (71,72).

La estimacién del grado de activacion en este estudio se realizé a través de
la medicién de la capacidad de los eosinéfilos para unir IL-5, hecho que esta
relacionado con la expresion del receptor para esta citocina. Estudios futuros
deberdn oncaminarse por un lads o domestrar la narticinacian tisular £ in vivn ) en
la defensa del hospedero ante la NCC, y por otro a la medicién de otras citocinas
como IL-4, inmunoglobulinas como IgE (73), y la produccién o liberacién de
proteinas de los eosinéfilos que permitan aclarar si éstas estan relacionadas con
la diferente expresion clinica de la enfermedad y/o se asociacién con una clase

especial de HLA.
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Cuadro I.

Cuenta diferencial porcentual de leucocitos antes y después de la

separacion con gradients Ficoll-Hypaque ( n= 4).

Pre-separacion Post-separacion
(%) (%)

Célula Mediana |Rango 95% | Mediana | Rango 95 %
Linfocitos 24 16 - 45 4.5 2-8
Monacitos 1 0-2 25 0-3

Eosindfilos 2 2 9 8-10
Basofilos 0 0 0 0
Polimorfonucieares 73 53-80 82.5 76 - 90




Cuadro Il
Fluorescencia relativa (UFR ) encontrada a diferentes concentraciones y
tiempo de incubacién con PAF, IL-5 y avidina-fluoresceinada utilizados en el

marcaje de eosinoéfilos periféricos.

Muestra PAF iL-5 Avidina-FITC UFR
tiempo de cantidad en pg tiempo de media de !a fluorescencia
incubacion en incubacién en relativa
minutos minutos

a 15 50 45 190.0
b 25 50 45 365.8
c 60 50 45 534.8
d 25 10 45 208.9
e 25 100 45 295.6
f 25 50 30 205.0
g 25 50 60 273.5
h - 50 45 269.7
i - - 45 250.6
j - - - 125.5
k - 50 - | 93.4
I 25 - - 80.2
m 25 50 - 113.9
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Cuadro I\,

Edad y sexo de acuerdo a gravedad, localizacién y niamero de cisticercos en pacientes con

neurocisticercosis.

CLASIFICACION GRUPOS

Localizacion Parenquimatosa
Subaracnoidea

Mixta

Gravedad NCC Benigna
NCC Matigna

Sanos

Numero de 1a10

cisticercos 11 d mas

n

2

2

10

9

5

EDAD

Mediana y rango al

95% en afios

52 (48-56)
35.5 (27-44)

42.9 (35-58)

46.7 (28-50)
40 (30-48)

50.7 (36-64)

41.6 (30-59)

46 (35-53)

p  SEXO p°

femenino

50%
0.33* 50% 029

- 82.5%

57%
0.46* 71%  0.81

57%

0.56** 40% 0.34

60%

* Kruskall-Wallis, ** T de student, * Chi “ o prueba exacta de Fisher.



Cuadro IV.
Fluorescencia relativa de los eosinéfilos de pacientes con neurocisticercosis calsificados por

localizacion, gravedad y namero de cisticercos.

CLASIFICACION GRUPOS n Fluorescencia p
relativa (mediana)

Localizacion Parenquimatosa 2 32 (5-59)
Subaracnoidea 2 73.6 (27-120) 0.43*
Mixta 10 158 (95-110)

Gravedad NCC Benigna 7 206.7 (46-304)
NCC Maligna 7 222.2 (77-285) 0.008 *
Sanos 7 1157 (343-1917)

Numero de 1a10 9 110 (5-1420) 0.54 **

cisticercos 11 6 mas 5 87 (60-515)

* Kruskall-Wallis, ** U de Mann Whitney
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Cuadro V.

Frecuencia de lesiones por localizacion y numero de cisticercos en
pacientes con neurocisticercosis benigna y maligna

GRAVEDAD.
CLASIFICACION: Benigno. Maligno. p*

Numero de cisticercos. 1a 10 57.2 % 71.4 % 0.85*
11 6 mas. 42.8 % 28.6 %
SA 14.3 % 28.6%

Localizacién. PA 28.6 % 7.1% 0.039*

SA + PA 57.2% 71%
IV + PA 0 57.2 %

* Chij?

PA = NCC parenquimatosa, SA= NCC subaracnoidea, V= NCC intraventricular.




Figura 1.

Estandarizacién del tiempo de incubacién de los granulocitos con PAF
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Figura 2.
Estandarizacion de la cantidad de IL-5 biotinilada para el marcaje de
eosindfilos.
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Figura 3.

Estandarizacién de! tiempo de incubacién con avidina fluoresceinada para el
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Figura 4.
Estandarizacion de la cantidad de avidina fluoresceinada para el marcaje de
eosindfilos.
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Figura 5.

Localizacién de eventos en grafica de granularidad vs fluorescencia-IL-5 de
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leucocitos periféricos mediante citometria de flujo.
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Grafica de eventos ( leucocitos) por granularidad vs Fluorescencia en el canal 1

(FL1). La regién delimitada comprende a los eosinéfilos (mayor granularidad y

fluorescencia ).



Figura 6.

Localizacién de eventos por tamaiio vs granularidad de leucocitos
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Grafica tridimensional de eventos ( leucocitos ) por granularidad vs tamario.

La region delimitada comprende a los eosintfilos.



Figura 7.

Frecuencia de manifestaciones clinicas en pacientes
con neurocisticercosis benigna y maligna.
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Figura 8.
Fluorescencia relativa emitida por los eosinéfilos activados de pacientes con NCC

de diferente gravedad y sujetos sin la enfermedad.
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