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2. RESUMEN.

Entre los diferentes factores bioldgicos que estan involucrados en la polarizacion de [a
respuesta inmune estan la naturaleza, la via de entrada del antieno, asi como, la cronicidad
del estimulo antigénico, el tipo de células presentadoras, las moléculas coestimuladoras y
sobre todo el microambiente de citocinas. En el caso paricular de la dosis antigénica se ha
reportado gue el uso de bajas dosis promueven una respuesta tipo Thl, mientras que el uso
de altas dosis, una Th2, por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de ia
administracion de una misma cantidad de antigeno dosificado diferencialmente sobre la
polarizacion de la respuesta inmune, buscando que el uso de bajas dosis de antigeno
promovieran y perpetuaran una respuesta tipo Thl més prolongada, proveyendo una mayor
resistencia al parasito en el modelo de cisticercosis murina causado por Taenia crassiceps,
en la cual existe una clara polarizacién de la respuesta inmune. En fases tempranas de la
infeccion, hay respuesta tipo Thl, con niveles altos de IL-2 e IFN-y, acompafiada por una
buena respuesta a la concanavalina A y anticuerpos de la subclase IgG2a, todo esto asociado
con un bajo crecimiento parasitario. Conforme avanza la infeccion, existe una transicién a
una respuesta tipo Th2 la cual presenta niveles altos de IL-4, IL-6, IL-10,IL-i3, baja
respuesta a la concanavalina A y niveles significativos de anticuerpos IgGl e IgG2b,
asociada con un incremento considerable en el crecimiento parasitario evaluando si los
diferentes tratamientos protegian o hacian mas susceptibles a los ratones a esta infeccion.
Los resultados del grupo control coincidieron con reportes anteriores (Terrazas et al.,
t998). Por otra parte, los grupos con dosis +/- y -/+ fueron los que presentaron el menor
numero de parasitos, esto asociado con una proliferacion que disminuyd conforme avanzo la
tnfeccion, pero fue mayor que en los grupos control, CTE y U, niveles bajos de IL-4 y altos
de IFN-y en suero, y en los sobrenadantes,niveles considerables de IFN-y ¢ IL-2 y bajos de
IL-4 e IL-10 con la presencia de un perfil mixto de anticuerpos IgGl e IgG2a, donde la
primera subclase presenté los niveles mas bajos con respecto a los grupos con dosis CTE, U
y control, mientras que los niveles IgG2a fueron los mas elevados en estos grupos,
perfilando una respuesta tipo Thl protectora, la cual se mantuvo presente hasta la octava
semana de infeccion, pero esta no fue del todo resuelta. Por el contrario, los grupos con
dosis CTE y U, presentaron resultados similares a los del grupo control siendo los que
mayor carga parasitaria presentaron, (el grupo CTE fue ligeramente menor con respecto al
control), acompafiado con una disminucién considerable en la respuesta proliferativa, niveles
similares de [FN-y e IL-4 en sueros, en sobrenadantes niveles de  IL-2 e IFN-y altos en
etapas tempranas y disminuyendo conforme avanzo la infeccion, 1L-4 e IL-10 estuvieron
desde etapas tempranas manteniéndose hasta la octava, niveles considerables de IgGl
mayores a los de IgG2a mostrando evidentemente una respuesta tipo Th2 la cual estuvo
presente mucho mas tempranamente favoreciendo asi una mejor instalacion y crecimiento
parasitario. Con base a lo anterior, se abre la posibilidad de poder de proponer nuevas
cstrategias de tratamiento usando la dosis antigeno de manera diferencial, para controlar el
desarrollo de esta parésitosis como el de otras, por ejemplo en el caso de la cisticercosis
porcina



3. INTRODUCCION.

3.1 IMPORTANCIA BIOLOGICA DEL SISTEMA INMUNE

Uno de los mayores atributos con los que cuentan los seres vivos es el proceso de
autorregulacion que les permite enfrentar condiciones adversas del medio ambiente gracias a
su capacidad de amortiguamiento. Dicha capacidad se encuentra controlada a través de sus
diferentes mecanismos homeostaticos, permitiendo asi, que las especies sean capaces de
radiar, explorar y colonizar nuevos habitats. Todas las condiciones a las cuales se someten
los organismos deben ser reconocidas, aceptadas. y procesadas La respuesta a estas
condiciones se dan a nivel metabdlico, hormonal e inmunoldgico (Stebbing y Healt, 1984).
Los animales cuentan con un sistema de defensa el cual se caracteriza por tener la capacidad
de reconocer, procesar y eliminar estructuras extraiias o no propias por diferentes
procesos; uno de elios es la fagocitosis, esta consiste en la ingestion de particulas grandes o
de microorganismos enteros mediante la formacion de vesiculas grandes intracelulares,
ademas de formar vias protectoras tanto humorales o citotéxicas, dirigidos contra
estructuras antigénicas propias y/o no propias

El proceso de reconocimiento es el principal mecanismo en el cual se basan todos
los sistemas de defensa. El reconocimiento en principio implica un tipo de comunicacion de
un individuo con su ambiente. Cada organismo determina los mecanismes con los cuales
puede realizar un procesamiento de la informacion que recibe para generar una respuesta en
ta célula. A nivel molecular este mecamsmo se basa en interacciones “no covalentes * entre

dos moléculas donde la primera contiene informacion que es complementaria para la otra, la

10



cual presenta la capacidad de reconocer y recibir la informacion. A la primera se le denomina
sefial y a la segunda receptor. Este tipo de interacciones permite que el organismeo cuente
con los mecanismos basicos con los cuales pueda distinguir entre lo propio y lo no propio
(Sima y Vetvicka, 1990).

El procesamiento, puede entenderse como el transporte de la sefial recibida en el
receptor hacia el interior celular y su posterior traduccion en un mensaje molecular, el cual
va a llevar este mensaje de manera especifica y posteriormente su subsecuente analisis a
partir de la sefal recibida. Este analisis determina los eventos precisos de la respuesta, la
cual es la parte final de la maquinaria de defensa. En este procesamiento de la respuesta, la
fagocitosis, tiene un papel crucial. Por otra parte, la cooperacién establecida entre las
poblaciones celulares especializadas implica, conocer las necesidades de las partes efectoras
de defensa, es decir, la respuesta (Sima y Vetvicka, 1990).

Este proceso de respuesta difiere de los de reconocimiento Yy procesamiente en
cuanto a sus caracteristicas unicas como son: la especificidad, la rapidez, la eficacia yla
existencia de una memoria. Este proceso se puede dividir en una respuesta regulada por
células, (respuesta celular) y en otra regulada por factores solubles (respuesta humoral),
cada uno coordinado por poblaciones celulares muy bien definidas. Estos dos tipos de
respuestas pueden ser especificas o no, mas no actian aisladamente, por lo que hay una
cooperacion para regular cualquier desequilibrio interno que se presente regresandolo a su
estado homeostatico inicial (Sima y Vetvicka, 1990).

Entre mayor sea el grado de complejidad de un organismo y su Jerarquia bioldgica,

mayor es el grado de organizacion de su control homeostatico, lo que provee a los sistemas



biologicos de una mayor capacidad de respuesta al someterse a diferentes presiones adversas
del medio (Bronowski, 1970)

La evolucion que se ha presentado en los sistemas homeostaticos y la complejidad de
estos, ha involucrado a los procesos metabdlico, neuroendocrine e inmunologico. En el caso
de este ultimo y en particular a la inmunidad es una funcion estructural de los animales que
depende estrictamente tanto de su organizacion molecular y celular asi como de su
panorama tisular (Fox, 1985)

Se piensa que la aparicion de la inmunidad pudo haber estado relacionada con el
proceso de adaptacion y seleccion de los organismos. Ademas las innovaciones de los
sistemas de defensa de los primeros organismos, se desarrollaron con la adquisicion de
nuevos genes estructurales los cuales determinaron nuevas y diferentes estructuras
morfologicas asi como procesos morfo funcionales, asegurando de esta manera, ¢l desarrollo
de nuevos patrones de regulacion y control de estos procesos (Sima y Vetvicka. 1990}

Debe considerarse que todas las especies animales son producto de un proceso de
co-evolucion, ya que se han relacionado con otros organismos a lo largo de su evolucion y
por lo tanto, también han involucrado a sus sistemas de defensa (Lother, 1985)

Los procesos fistologicos han sido modificados como consecuencia de las presiones
en los mecanismos que actian sobre estas funciones, como son presion de seleccion,
mutacion, procesos relacionados con la radiacion adaptativa (epigénesis) y la apropiada

adaptacion a nuevas condiciones (Bronowski, 1970).



3.2 SISTEMA Y RESPUESTA INMUNE.

El sistema inmune es el encargado de la proteccién del organismo a sustancias y
microorganismos ajenos a él. Esta constituido por un conjunto de érganos, células y
moléculas que son reguladas por diferentes procesos de manera coordinada y colectiva. Por
otra parte, la respuesta inmune consta de un conjunto de mecanismos homeostaticos
coordinados cuyo destino es el de eliminar microorganismos patégenos y otras sustancias
exogenas con capacidad antigénica (Lewin, 1995, Abbas et al | 1997 y Roitt, 1998) La
mmuntdad de un organismos comprende una serie de reacciones que se dan en contra de
agentes infecciosos y microorganismos exirafios como son bactertas, virus, hongos,
macromoléculas (proteinas y polisacaridos) entre otras. Las diversas células que constituyen
al sistema inmune, se encuentran distribuidas en todo el organismos, acumulandose
predominante en los organas linforreticulares, tales como, ganglios linfaticos, bazo, médula
osea, timo y los tejidos linfoides asociados a las mucosas de los intestinos y del sistema
genito-urinario asi como del arbol respiratorio. Esta diversidad de células al asociarse con
diferentes factores moleculares que participan en el desarrolio y funcionamiento de este
sistema como el plasma, citocinas, hormonas, iones, moléculas nutritivas, que en conjunto,
son responsables de realizar los eventos de la respuesta inmune inmunidad constituyen al
sistema inmune. Todas las células que intervienen en las RI se originan de células madres
hematopoyéticas totipotenciales (Fig. |, Abbas et al , 1997).

El sistema inmune ha evolucionado lo que permite a los organismos protegerse de las
condiciones ambientales adversas a las que son sometidos La razén de ser y la importancia

del sistema inmune es el de distinguir la propio de lo ajeno (Abbas, 1997).



Para que un organismo pueda sobrevivir se requiere de la capacidad y habilidad de
presentar una respuesta inmune contra lo ajeno y diferenciando de lo propio. La capacidad
de defensa que presenta un organismos al momento del contacto con otro Organismos
parasito o antigeno, es la culminacion de un conjunto complejo y altamente organizado de
interacciones tanto celulares como moleculares entre el sistema inmune y el resto del cuerpe

(Abbas et al , 1997, David v Huston, 1997)

Céluta Madre
Hematopoyeética

Progenitor Miela-Eritroide
TOTIPOTENCIAL %
i B
LINFOCITOS L. T

Progenitor Mieloide

CFL- e @

EOSINOFILOS

Célula Eritroide
+ MEGACARIOUITO

V
.’o’. O:'.
o®e 4,

ERITROCITOS

RASOFILOS

NEUTROFILOS

GRANULOCITO-MONOCITD

PLAQUETAS BASOFILOS  pOSINOFILOS MONOCITOS

Fig. 1. Arbol hematopoyvéctico. Durante el desarrollo hematopoyético. los diferentes linajes celulares se
derivan de una misma célula madre hematopoyvética la cual tiene la caracteristica de ser totipotencial.
Existen factores v sciales que panticipan en la maduracion de los diferentes linajes celulares
liewatopoyecticos generando microambiente neccsarios para la determinacidn v diferenciacion de cada una
de los linajes celulares. CFU= Unidad formadera coleniak: IL = Imerleucina, GM-CSF= Factor estimulador
de colonias de granulocitos. (Abbas et al.. 1997)



La parte celular del sistema inmune representada por los leucocitos incluye a los
granulocitos, células presentadoras de antigeno (APC) y los linfocitos. El conjunto de
granulocitos, también conocidos como polimorfonucleares abarca a los neutrdfilos, los
eosindfilos, basofilos y mastocitos. Por otra parte los neutrofilos, los monocitos y los
macréfagos son importantes en el procesamiento de antigenos, ademds de participar en la
respuesta inflamatoria (especialmente en contra de bacterias y enfermedades relacionadas
con la activacion de algunas vias del complemento). En el caso de los macrofagos y
mMOoROCHOS, estos, estan especializados en el procesamiento y presentacion del antigeno para
el caso de la respuesta inmune adquirida, en la cual, participan junto con las poblaciones
celulares antes mencionadas asi como células de Langerhans y de Kupfter (cuya funcion es
encontrar y procesar el antigeno en la piel y en el higado, respectivamente) y células
dendriticas foliculares, que se localizan predominantemente en tejidos linfoides y son las
células con mayor potencial para presentar antigeno. Toda esta estirpe celular expresa dos
tipos de moléculas denominadas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), con las
clases [ y II, el cual sirve para presentar el antigeno previamente procesado a través de
mecanismos intracelulares estableciendo el reconocimiento de los diferentes antigenos para
los receptores de las células T (TCR del inglés: T Cell Receptor). Dicho complejo molecular
es el encargado de presentar al antigeno, el cual fue previamente procesado por las APC ya
sea en un contexto de MHC de clase | (péptidos generados en el citosol) o de clase 11
(peptidos procesados en endosomas y lisosomas derivados de endocitosis y son
generalmente exdgenos) con una unién por lo general no-covalente {Abbas et al | 1997,

Watts, 1997, Stites et al, 1996). Tanto la expresion de moléculas MHC como la

—
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presentacion de antigenos procesados sobre éstas determina, si los linfocitos interaccionan o
RO contra sustancias u organismos extrafios (Abbas et al | 1997)

Por otra parte, la poblacion encargada de mediar la inmunidad principalmente esta
representada y controlada por los linfocitos y los fagocitos {macrofagos y MOoRnoCitos)
(David y Huston, 1997).

La poblacion de linfocitos se divide en tres grandes grupos: a) linfocitos T, b)
linfocitos B y ¢) células asesinas naturales o NK (del inglés: Natural Killers cells }Lewis y
Harriman, 1996).

Los receptores de las células T tienen la funcion de unirse a los antigenos procesados
(en péptidos pequefias), mostrados propiamente por las células presentadoras de antigeno
(APC), como por ejemplo, los macrofagos, (Brodsky y Cuargliardi, 1991).

En el caso de las células B se diferencian fenotipicamente de las células T por la
expresion de moléculas transmembranales en su superficie celular denominadas
inmunoglobulinas (Ig), estas, pueden unirse de manera independientemente a un antigeno no
procesado por células APC (Schartz et al., 1992). Estas células también pueden procesar y
presentar Ag en el contexto de moléculas MHC

Las células NK, son un grupo celular que morfologicamente parecen linfocitos largos
y granulares que se diferencian de los T y B porque carecen de TCR o IgG
transmembranales respectivamente, en su lugar, presentan moléculas de superficie como
CD16 (FcyRIIL, receptor para inmunoglobulinas de la subclase IgG) y CD56 {(molécula de
adhesion celular-1)(Trinchen, 1989), mientras que las células T y B tienen la capacidad de

establecer una respuesta inmune clonal cspecifica, las células NK proveen una respuesta
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inmune no especifica directa citotoxica en contra de infecciones virales y células tumorales.
{(Fearon y Locksley, 1996).

La poblacion de células T dependiendo de su actividad biologica, ha sido dividida en
dos subclases de células: células con actividad citotéxica -Te- (del inglés T cytotoxic cell), y
células cooperadoras o ayudadoras -Th- (del inglés T helper cells) Estas células presentan
marcadores de superficie caracteristicos conocidos como CD4” y CD8 (Godfrey y Zlotnik,
1993), éstas ultimas tienen la capacidad de reconocer y destruir células infectadas por virus,
cooperar con los tinfocitos B en la produccion de anticuerpos a través de la expresion del
receptor CD40L Las células TCD4™ son responsables de funciones cooperadoras en el
control de la respuesta inmune (Seder y Le Gross, 1995).

En base al perfil de citocinas que secretan los linfocitos Th CD4", después de un
estimulo antigénico, se han dividido en dos subpoblaciones celutares las cuales se han
denominado Thl y Th2 (Mosmann, et al, 1986) Tanto las poblaciones de ceélulas T
efectoras Thl y Th2 se originan del mismo precursor, el cual proviene de una poblacion de
linfocitos CD4’ no activado (virgen o naive), conocidos como ThO los cuales secretan
citocinas de ambas subpoblaciones celulares (IL-2, [L-4 e [FN-y) (Fig. 2, Mosmann y Sad,
1986, Mossman y Coffman, 1989) y el destino de esta diferenciacion de los linfocitos
depende de varios factores, el tipo de antigeno, cronicidad del estimulo, via de entrada, las
citocinas, etc. Una vez que la subpoblacion se ha diferenciado, se producen citocinas que
suprimen la diferenciacion de una subpoblacion hacia otra, lo que trae como resultado el
incremento de la polarizacion de la respuesta inmune Hasta el momento no se han podida

identificar marcadores fenotipicos caracteristicos en estas subpoblaciones celulares con los



cuales puedan ser clasificadas (Mosman y Sad, 1986, Mosmann y Coffman, 1989; Abbas et
al., 1997)

Las citocinas actian sobre mas de un tipo celular y generalmente tienen diversos
efectos aun sobre células del mismo linaje (Fig. 1, Abbas et al.,1997). La complejidad que se
puede incluir a esto, es que cada tipo de célula en el sistema inmune responde a mas de un
tipo de citocina (Mosmann y Coffinan, 1989).

Las clonas de células de raton del subtipo Thl que producen altos niveles de IL-2,
IFN-y y TNF-§ (linfotoxina -LT-)} son las responsables de la inmunidad celular o citotoxica y
de las funciones inflamatorias ademas, inducen la activacion de macrofagos y promueven las
reacciones de hipersensibilidad retardada (DTH), activacion de células T CD8" citotoxicas y
de células NK asi como [a diferenciacion de las células LAK (Fig. 2, Mosmann y Coffman,

1987, Mosmann y Sad, 1996)

Las clonas celulares de raton del subtipo Th2 secretan IL-4, [L-5, IL-6, [L-9, IL-i0
e EL-13, generando una respuesta inmune de tipo humoral que a su vez se relaciona con la
proliferacion y diferenciacion de linfocitos B acompariada con la produccion de anticuerpos
principalmente de la clase 1gG1 e IgE, inmunidad de las mucosas, regulada por las células
cebadas, asi como la induccion de la diferenciacion y proliferacion de eosinéfilos y la
facilitacion de la produccion de IgA (Fig. 2, Mosmann y Sad, 1986; Mosmann y Coffman,
1987).

La produccion de [FN-y inhibe la proliferacion de las células Th2 y la secrecion de
IL-4 e IL-10 (ésta altima liberada principalmente por macrofagos) inhibe Thi, asi como la

acumulacion de eosindfilos (Mosmann y Sad, 1986) En cambio, la secrecion de [L-4, 1L-10



e [L-13 inhibe 1a accion de IFN-y sobre sus células blanco y elinuna la produccidn de esta

citocina por células de la subpoblacién Thi (Seder y Le Gros, 1994)
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Fig. 2. Representacion del perfil de citocinas secretadas por células precursoras T CD4", posterior a la
activacidn de estas previamente estimuladas por un estimulo antigénico (infeccion, presencia de un agenle
infeccioso. prescutacion de antigeno por APC, cic). generando un tipo celular clonal ThO que presentars un
lipo de respuesta especifica Thl o Th2 dependiendo dcl tipo de estimulo que reciba, el cual serd
deteriminante para ka polarizacion de cada tipo de respuesta. Sc observa en el esquema que el perfil secretado
por un tipo de respuesta Thique se caracteriza por altos niveles de IFN-y e {L-2 principalmente, regula de
manera ncgativa al tipo de respuesta Th2 y viceversa. La respuesta tipo Th? se caracteriza por secretar altos
niveles de TL-4. IL-5. IL-6 e IL-10 principalmente. Ademas se ha relacionado al tipo de respuesta Thl con
una respucsta celular, en la cual Neva acabo la activacién de otras estirpes celulares, produccion de
anticuerpos de la subclase IgGl. mientras que la respuesta tipo Th2 con una respuesta 1ipo humoral y con el
incremento de anticuerpos de la subclase IgGl. 1gG2b ¢ IgE (Mosmann y Sad. 1986: Mosmann ¥ Coffman.
198Y).

Durante la evolucion, algunos organismos patégenos han adquirdo la capacidad de
producir factores mediadores que modifiquen la respuesta inmune del huésped permitiendo

su propia sobrevivencia, tal es el caso de Leishmaniu mafor (modula la produccion de oxido

nitrico -NO-), Trypanosoma cruzi (utiliza proteinas de superficie para inhibir a  TNF-q,



mas no a IL-1) y algo similar ocurre con Brucelia sp. (Fresno et al, 1997). Por lo anterior,
es claro que diferentes agentes patogenos son capaces de elaborar moléculas que permiten
estimular y regular la produccion de citocinas del huésped, a favor de ellos (Fresno et al
1997).

3.3. MECANISMOS DE POLARIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE

Con base a los trabajos realizados por Mosmann y colaboradores (1986 y 1989) que
consistieron en identificacion de las subpoblaciones celulares T CD4 + cooperadoras v la
produccion de distintos patrones de citocinas, se han generado valiosas herramientas para
estudiar cémo las diferentes poblaciones celulares inmunes efectoras pueden recluirse inr vivo
durante una infeccion. Las clonas Thl y Th2 producen ciertos factores que sirven como
autonomos y al mismo tiempo, suprimen la actividad de la otra, polarizando asi la respuesta
inmune

Por otra parte , diferentes investigaciones se enfocaron en definir los factores que
determinaban la polarizacion de las cétulas T hacia subtipos celulares Thl o Th2, después de
su activacion por el reconocimiento de un antigeno (Ag) utilizando principalmente por virus
y/o parasitos. Algunos investigadores han propuesto que la diferenciacion de las células ThO
puede ser influida por la condicion genética de individuo (Nicholson y Kuchroo, 1996;
Romagnani, 1998), pero también por otros factores no propios de €1, siendo algunos de
estos los siguientes

NATURALEZA DEL ANTIGENO. Los estudios relacionados con la naturaleza, la
estructura del antigeno y la generacion de diferentes respuestas inmunes (resistencia o

susceptibilidad) se tniciaron enfocandose en el analisis de la funcion del antigeno
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(Romagnani, 1998). Los primeros trabajos en que se utilizaron péptidos modificados en
residuos de aminoacidos fueron en el modelo murino de encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE), en cual se reconocié de manera general como células responsables de
la respuesta eran las clonas de células CD4” y principalmente del subtipo Thl, demostrando
ademas que el péptido de mielina basica Ac 1-11 (MBP Acl-11), era capaz de proteger
contra la enfermedad al cambiar un sélo aminoacido (Wraith et al, 1989). Con base a lo
anterior, se propuso que el fenémeno que se generaba era debido a un bloqueo del MHC,
pero estudios posteriores demostraron que esto no se cumplia, para todos los peptidos
(Smilek et al., 1921; Wauben et al, 1992). La identificacién de diferentes antigenos que
habian side modificados en diferentes residuos de aminoacidos, tenian la capacidad de
antagonizar (De Magistris et al., 1992), anergizar (Sloan et al, 1993) o parcialmente activar
{Evavold y Allen, 1991) a clonas de células T, sugiere que probablemente exista cierta
capacidad de los antigenos modificados para determinar la diferenciacion de células Th hacia
uno de los subtipos celulares Thi o Th2. Posteriormente esto fue comprobado de forma
parcial, al emplear antigenos modificados nuevamente en residuos de aminoacidos, teniendo
diferentes afinidades por las moléculas MHC, conservando aquelios los residuos que
interactuaban con el TCR, se demostro que la inmunizacion con péptidos de baja afinjdad
inducia una respuesta inmune caracterizada por la produccion de citocinas tipo Th2 con una
produccién de anticuerpos tipo IgGl, mientras que estudios in vive, utilizando ligandos de
alta afinidad increment la frecuencia de las células productoras de IFN-y, con produccion
de anticuerpos tipo [gG2a caracteristicas todas de una respuesta Th1(Kumar et al., 1995

Chaturvedi et al., 1996).
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Aunque no se ha establecido ¢l mecanismo por el cual, la manipulacion en el nivel de
activacion de un complejo péptido MHC reconocido por células T pueda influienciar el tipo
de respuesta de las células T, existen trabajos que apoyan la teoria que la polarizacion de la
respuesta inmune hacia los subtipos Thl o Th2 se encuentra mediada por el tipo de
antigeno, indicando que existen antigenos (inclusive de una misma fuente) que inducen una
respuesta Thl y otros que inducen especificamente una tipo Th2, independientemente, si
estas respuestas son o no protectores {Constant et al., 1995; Hosken et al., 1995: Nichotson
et al, 1995; Scort, 1991).

VIA DE ENTRADA DEL ANTIGENO. El sitio de entrada del antigeno juega un
papel importante ¢n la determinacion del tipo de respuesta asi como el curso que toman
algunas infecciones (Romagnani S, 1998). En el caso de la infeccion cutanea murina por
Leishmania major, se sabe que existen diversos factores capaces de influir en el desarrollp
de esta infeccion. Inicialmente se trato explicar algunas variables que influian sobre la
entrada del antigeno, como son la temperatura local de la piel, la microvasculatura linfatica o
la distribucion de las células de Langerhans (Reiner y Locksley, 1995). Dichos factores
podrian contribuir en las diferencias observadas en la severidad y el desarrollo de la
infeccion. Se ha demostrado en esta enfermedad que existe una respuesta Thl, fa cual tiene
una funcién protectora mientras que una respuesta tipoTh2 permite la progresion de la
infeccién (Miralles et al, 1994). Por otra parte diversas investigaciones se han canalizado
principalmente en considerar fa importancia del lugar en el que se aloja el patogeno, o que
es sumamente importante para establecer un tipo determinado de respuesta, por lo que se ha
ltegado a concluir que para algunos agentes infecciosos fundamentalmente parasitos

intracelulares como Lershmania major (Reiner et al., 1994), L. donovani, Mycobacterum



fuberculosis (Martin et al, 1995), Toxoplasma goncdin, y Plasmodium sp (Stevenson y Tam,
1993), la respuesta inmune dependiente de una respuesta Th! que provee proteccion al
hospedero, es decir, capacidad para eliminar a estos agentes (Gessnar et al, 1993; Miralles,
et al, 1994; Kemp et al., 1993) Por el contrario tanto una respuesta inmune que se
encuentra mediada por Th2 es ineficiente y en ocasiones hasta facilita el desarrollo de estas
infecciones (Pearce y Reiner, 1995). Por otra parte, en las infecciones que son causadas por
bacterias y algunos parasitos extracelulares como es el caso de algunos helmintos intestinales
comao Trichuris muris (Else y Grencis, 1991). Trichinella spiralis (Grencis et al,, 1991) y
Necator americanus (Pritchard, 1995), una respuesta. Th2 es necesaria para generar
proteccién y una respuesta tipo Thl hace susceptible al organismo (Hermanek et al 1993).
Con base en lo anterior, se¢ ha propuesto que la respuesta inmune depende del tipo de
parasito, es decir, si este es intracelular o extracelular, se desencadenara una respuesta
inmuno de tipo Thl o Th2 respectivamente (Reiner y Locksley, 1993). Parece ser que la
polarizacion de la respuesta inmune hacia una tipo Thl o Th2 puede estar determinada ya
sea por la via de entrada o bien por el lugar de alojamiento del antigeno. Actualmente aiin no
se cuenta con el conocimiento de todos los mecanismos con los cuales se pueda describir
cdmo ocurren estos procesos de polarizacion, aunque existen casos como es e} de la
administracion oral del Ag, que induce una tolerancia a este por diferentes vias, incluyendo
procesos come la apoptosis, 1a anergia de células T reactivas antigénicas (Chen et al.. 1994)
y la induccion de células T reguladoras del fenotipo Th2 (Chen et al , 1995 Gajewski et al.,
1994). Por otra parte, otros trabajos han demostrado que la administracion via nasal puede
determinar la polarizacidn de las respuesta de las células T CD4" hacia un tipo Thl o Th2

(Romagnani, 1998). El caso de la ovoalbumina (OVA) inhalada o myectada, presenta una



tendencia a inducir una respuesta de tipo Th2, lo mismo se observa en el caso de la
inmunizacién con OVA o toxina tetanica que también inducen una respuesta similar en
tejidos asociados a mucosas (Xu-Amano, et al, 1993; Marianaro et al, 1995) La
exposicion epicutinea de antigeno también puede inducir una respuesta predominante dei
tipo Th2 con una produccion alta de [gE. (Wang L-F , et al | 1996).

CRONICIDAD DEL ESTIMULO. Para demostrar como influye fa cronicidad del
estimulo antigénico en el cambio de una respuesta tipo Thl a una Th2, existen evidencias de
enfermedades e infecciones cronicas, donde un estimulo permanente es determinante y al
mismo tiempo contribuye al cambio de una respuesta inicial Th1 a una de! tipo Th2 (Rook et
al.. 1994; Gorczynsky, 1995). En el caso de infecciones parasitarias, por ejemplo, el de
Brugia malayi se ha reportado que durante las dos primeras semanas de infeccion con el
parasito hay un perfil caracteristico de citocinas Thti, con altos niveles de [FN-y y después
del dia 21 se observa un incremento significativo de IL-4 e [L-5 con la disminucién de IFN-y
dependiente de IL-10, lo cual, induce una respuesta de tipo Th2 (Pearlman et al., 1993).
Otro ejemplo es el modelo experimental de cisticercosis murina por Taenia crassiceps, en el
cual, se ha demostrado que existe un cambio de una respuesta Thl {caracterizada por una
produccion de {FN-y, IL-2 y la presencia de 1g(G2a principalmente) a una respuesta Th2
(caracterizada por produccidn de IL-4, [L-6 e IL-10, en etapas cronicas de la infeccion,
ademas de la produccion de anticuerpos igGl), conforme avanza fa infeccion (Terrazas et
al, 1998} Lo anterior muestra como influye la cronicidad del estimulo antigénico en el
cambtio de una respuesta Thl a una Th2.

TIPO DE CELULAS PRESENTADORAS. Ultimamente se ha dado un mayor

enfoque a la posibilidad de que el tipo de respuesta inmune esta determinada por la
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naturaleza de las células presentadoras de antigeno. Se han reportado algunas diferencias en
el po de respuesta, Thl o Th2, en base al tipo de APC (William y Unanue, 1990). Por otra
parte, se ha observado que las células B tienen un papel importante en la produccion de IL-
4, debido a la activacion proveida por las células T cooperadoras, que ademas ayudan a
inducir la produccion de anticuerpos (Stockinger et al, 1996). En general tanto los
macrofagos, las células dendriticas y los linfocitos B, pueden inducir tanto una respuesta
Thl o Th2, dada por el propio ambiente de citocinas (Finkelman, 1995)

MOLECULAS COESTIMULADORAS. Existen diferentes moléculas de
naturaleza estimuladora sobre la superficie de las APC y a su vez que se encuentran
relacionadas en la activacion y funcién de las células T (Romagnani, 1998). Este conjunto de
moléculas han recibido una atencién considerable como posibles sefiales reguladoras para el
desarrollo de una respuesta Thi1/Th2. Los mecanismos por los cuales se genera este
fenomeno no han sido completamente descritos, aungue existen reportes, los cuales han
demostrado que, moléculas como B7-1 y B7-2 participan como moléculas coestimuladoras
o cofactores necesarios para una 6ptima proliferacion de un tipo celular u otro, es decir, que
el tipo de respuesta Thl y Th2 necesita reconocer la sefial de proliferacion provista por los
diferentes tipos de células presentadoras de antigeno (Romagnani, 1998). En el proceso de
iniciacion de la RI, las células CD4" virgenes al entrar en contacto con algin Ag vy se
diferencian a células T efectoras productoras de citocinas (T helper). Para tal diferenciacion
se requieren sefiales asociadas al TCR antigeno-especifico y de otras coestimulatorias, en
particular CD28 y su homologo CTLA-4 las cuales interactian con receptores B7-1 y/o
B7-2. Estas moléculas de superficie son expresadas por células APC profesionales como son

los macrofagos, los linfocitos B y las células dendriticas (Gause et al., 1997). Ultimamente



diversos estudios sugieren que en ciertos modelos de enfermedades autoinmunes, el bloqueo
de B7-1 vs B7-2 puede afectar ¢l curso de la enfermedad (Kuchroo et al., 1995; Ranke et
al., 1995, Lenschow et al., 1995), esto es apoyado con otros estudios que sugieren que el
bloqueo de moléculas como CD4, CD30 y CD2, afectaba el fenotipo de las células T y en
consecuencia la susceptibilidad a la infeccion. Otras investigaciones han reportado que
mediante el uso de APC estimuladas con péptidos para estimular a células T CD4" han
demostrado ;que ademas de ser necesaria la interaccion con moléculas B7 para la produccion
optima de citocinas, existe una respuesta diferencial para las sefiales coestimulatorias, es
decir, la produccion de IL-2 por células T fue mas dependiente de B7 que la produccién de
IL-4 (Dubey et al., 1996). Estos hallazgos son consistentes con estudios en los cuales usaron
clonas de celulas tipo Thl y Th2 donde las células Thl fueron mas dependientes de B7 que
las clonas Th2 (McArtur et al, 1993, McKnight et al, 1994). Por ‘Io tanto, la via
coestimulatoria CD28/CTLA-4-B7-1/B7-2 parece ser una mas de los factores sobre el
balance de citocinas que afecta la diferenciacion de las células T.

Por otra parte, los trabajos realizados por Gajewsky y colaboradores (1990, 1994),
han propuesto en base a la transduccion de la sefial asociada al reconocimiento antigénico
por el TCR, 1a movilizacion de Ca™ intracelular hace que la célula sea capaz de diferenciarse
hacia un tipo Thi o Th2. Ademas se han comparado clenas de células tipo Thil con clonas
tipo Th2 y se ha visto que las células Th2 no acoplan Ca™ intracelular de manera aleataoria,
mientras que las células upo Thi si. Sin embargo, estos trabajos tenian la desventaja de que
las células utilizadas eran de distintos organismos con distinta especificidad antigénica y que
por lo tante muchas variables pudieron haber contribuido a estos resultados. Esto resulto en

un estudio realizado posteriormente por Sloan y Lancaster (1993) donde realizaron
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comparaciones entre las clonas de tipo Thl y Th2 que maduraron in vitro a partir de un
precursor comun. Para esto utilizaron células virgenes de un raton transgénico que
estimularon con antigeno bajo condiciones que favorecieran ya fuera uno u otro fenotipo y
midieron la habilidad de las células diferenciadas Thl o Th? para utilizar las vias de
sefalizacion de Ca™". Sus resultados mostraron que ciertamente las célulag T virgenes estan
acopladas a la via de Ca™", pero la sefial es amplificada significativamente por una
subsecuente estimulacion antigénica bajo condiciones que generan células tipo Thi. En
contraste, cuando las células maduran hacia un fenotipo Th2 pierden selectivamente la
habilidad para usar esta via de sefalizacion. Parece ser entonces que las células de tipo Thli
tienen diferentes requerimientos para activarse que las células de tipo Th2.

CITOCINAS. Ademas de todes los factores antes mencionados los cuales parecen
tener efecto sobre la diferenciacion de la respuesta inmune, actualmente s¢ acepta
ampliamente que las citocinas son el mejor estimulo y factor determinante para la
polarizacién de la respuesta inmune hacia un tipo Thl o Th2 (Fig. 2). Se sabe que ias
citocinas, por si mismas determinan la diferenciacion de las células virgenes y probablemente
de memoria. Aunque son varias las citocinas que intervienen en la respuesta inmune, ya sea
del tipo Thl o Th2, se acepta que tanto para humanos como en ratones la presencia de la
interleucina 12 (IL-12), la cual es sintetizada principalmente por célutas presentadoras de
Ag. como macrofagos, monocitos y células dendriticas (Magram et al., 1996), promueve la
diferenciacion de las células ThO hacia Thl porque estimula la secrecion de IFN-y por las
células T activadas por un antigeno y la presencia de interleucina 4 (IL-4) induce la
diferenciacion hacia el tipo Th2 (Afonso, et al,, 1994), ya Que regula de manera negativa la

respuesta Thl de manera indirecta, dado que afecta la funcion de las células presentadoras
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de Ag (Pearlman, 1993). Ademas induce la produccién y secrecion de [FN-y por este tipo de
subpoblacion celular (Thl) Por otra parte la presencia de IL-4, induce la diferenciacion
hacia Th2 (Afonso et al, 1994, Bradley, et al, 1995), al igual que IL-10 que regula
negativamente la respuesta Thl de manera indirecta ya que afecta la funcion de las células
presentadoras de Ag (Pearlman, 1993) y sobre todo ta [L-4 suprime la secrecion de IL-2 e
[FN-y (Swain, et al., 1993) Dichos efectos son ejercidos principalmente por [L-12 e IL-4,
las cuales también pueden estar presentes tempranamente en una respuesta inmune. [L-12 es
una citocina que tiene efectos regutadores sobre las células T y NK (Nicholson y Kuchroo,
1996, Romagnani S., 1998). Tanto la JL-2 como la IL.-4, parecen ser las citocinas mas
importantes que regulan la diferenciacion hacia alguno de los subtipos celulares si es que
estan presentes tempranamente en la respuesta inmune. Las citocinas, que son determinantes
para mantener o polarizar la respuesta de los linfocitos ThO hacia un tipo de respuesta Thl o
Th2 son IL-2, IL-4, IL-10, IL-12 e IFN-y. Dichas citocinas al estar presentes a diferentes
tiempos de la infeccidn son determinantes para inducir hacia un tipo de respuest Thi o Th2
((Nicholson y Kuchroo, 1996; Romagnani, 1998)

DOSIS ADMINISTRADA DEL ANTIGENO. Diversos trabajos han demostrado
que otro de los factores que determina la clase de respuesta inmune hacia un tipo humoral o

celular es la dosis administrada de antigeno. Estudios recientes sugieren que las células T

CD4 efectoras diferenciadas pueden producir diferentes patrones de citocinas dependiendo
de la dosis de antigeno usada. Bajas dosis desarrollan una respuesta Th1, mientras que el uso
de altas dosis inducen la produccion de anticuerpos y la predominante produccion de
citocinas del tipo Th2. (Liblau, 1995, Romagnani, 1998). Por citar un ejemplo de esto, un

experimento realizado en ratones Balb/c infectado con L. major En dicha infeccion



disminuy6 el nimero de parasitos por la inyeccion inicial con un numero pequefio de
parasitos. Estos ratones fueron resistentes a pequefios inoculos de f. major, perc ademas
fueron resistentes cuando se les reté cuatro meses después con dosis de parasitos que en
teoria deberian ser letales. Estos ratones desarrollaron una inmunidad mediada por células
caracterizada por un predominio de IFN-y mas que la respuesta dominante de [L-4 que
normalmente presentan estos ratones en la infeccion con L. major (Bretscher et al, 1992).
Otro ejemplo es el trabajo de Brancroft y colaboradores en 1994 mostrando que una cepa de
raton (Balb/K} que normalmente genera una respuesta inmune tipo Th2 que infiere
resistencia en contra de Jrichuris muris se puede volver susceptible si se infecta con niveles
bajos de este parasito (mencs de 40 huevos). En este caso observaron una baja produccidn
de citocinas del tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-9) y una produccién elevada de las tipo Thli
(IFN-y) que esta asociada a la susceptibilidad En ambos casos se cree que las bases
inmunologicas que explican el fenomeno estan relacionadas a una dramatica alteracion en la
polarizacion de la respuesta de las células CD4” dependiendo de la dosis utilizada. En los
dos casos estaban involucrados principalmente antigenos complejos, per lo que podrian estar
presentes diferentes densidades que variarian dependiendo de las dosis de antigeno
administrada. Por otra parte se sabe que la concentracion de antigeno influye en el fenotipo
de la poblacion de células T (Miralles et al, 1994, Nabors et al, 1995) Esto esta
relacionado con el nivel de activacion del complejo MHC-péptido, el cual es reconocido por
las células T y puede ser determinante con el fenotipo de las respuestas de las células T
CD4’ (Nicholson y Kuchroo, 1996) El efecto de la dosis de antigeno en el desarrollo
directo de una respuesta Thl o Th2 puede ademas estar determinado por el tipo de células

APC utilizadas {O'Gaeea y Murphy, 1996). Por lo tanto, bajas dosis de Ag promueven la
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4. ANTECEDENTES.

La cisticercosis causada por Tuewia solium es un .problema socioeconomico en
particular México asi como Latinoamerica, Asia y Aftica, debido a diversos factores de
salud principalmente condiciones de salud deficientes e higiene personal Para el caso
particular de México, una de las condiciones que permiten la mayor transmision es que mas
del 40 % de la carne de puerco consumida en México proviene de zonas donde 1a sanidad es
sumamente deficiente, ademds de que la inspeccion sanitaria de la carne es inadecuada, entre
otros.

El ciclo de vida de este parasito incluye: fase larval, que ocurre tanto en el cerdo
como en el humano y se ve completado cuando el hombre ingiere carne de puerco infectada
La cisticercosis porcina es ademas necesaria para mantener el ciclo de vida de este parasito
(Valdez F, et al,, 1994, Brusca y Brusca, 1994)

En los dltimos afios el modelo experimental murine de cisticercosis causada por 7.
crassiceps ha sido ampliamente utilizado para estudiar y determinar los diferentes factores
biologicos que participan en la induccion tanto de la susceptibilidad como de la resistencia
en el desarrollo de esta parasitosis y en la relacion huésped-parasito. Las similitudes
estructurales, morfoldgicas e inmunolégicas que comparte 7. crassiceps con otros cestodos
y en particular con I" solium, ha permitido relacionar tanto resultados experimentales como
inmunodiagndsticos de otras infecciones que afectan al hombre (Huerta et al, 1992).
Ademas este modelo presenta caracteristicas particulares como, es gue en su fase de
metacéstodo se reproduce de manera asexual por gemacién, manteniéndolo asi facilmente

por pases intraperitoneales (i.p.) de un raton a otro {Fig_ 3).
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Fig. 3. Representacion del ciclo de vida de T crassiceps. Dicho pardsito es un gusane planiforme
(Platvhelminto) cuya estadio adulto por lo general sc encuentra en ¢! intestine de la zorra roja Europea y
Norteamericana. En el intestino son producidos los huevecillos los cuales son liberados al medio por ias
heces. que son consumidas por roedores que adquieren la infeccidn en ¢l momento de Ia ingesta de 1as heces.
En estos se desarrolla la etapa larval (conocido come Cwsticercus lungicollisy a cisticerco el cual se puede
reproducir asexualinente por gemacion. El ciclo se completa cuando el raton es consumido nuevamente por
la zorra (Brusca v Brusca.. 1990:Toledo A 1997) Por otra parte. ¢csie pardsito puede ser usado para fines
experimentales v pucde mantenersc en diferentes cepas de ratones por medio de pases intrapentoneales (i.p )
usando cisticercos de tamafio menor a 2mm. $in gemas v que provengan de una infeccién murina no ayvor a
I7eS meses.

Las células T cooperadoras (Th) juegan un papel importante en la regulacion de la
respuesta inmune e inflamatoria a través de su capacidad de secretar diferentes citocinas
durante infecciones murinas experimentales, donde las subpoblaciones celulares Thl y Th2
influyen sobre diferentes componentes de la respuesta det hospedero para responder en

contra de patogenos por medio de la expresion diferencial de sus perfiles de citocinas



(Mosmann y Coftman, 1989, Fresno et at., 1989). La evolucion de diferentes infecciones
parasitarias se ha asociado con la regulacion de las respuestas del tipo Thl y Th2 En la
mayoria de los casos, la respuesta del tipo Thi parece restringir infecciones intracelulares
como son Leishmania major (Doherty et al, 1996, Reiner et al | 1994), Trypanosona sp.
(Silva et al., 1992}, y Plasmodium sp. (Stevenson y Tam, 1993} e inclusive algunos parasitos
extracelulares como Schisfosoma mansoni (Yamashita y Boros, 1991) y recientemente
descrito para Taenmia crassiceps (Terrazas et al, 1998). En el caso de la respuesta Th2
parece ser mas favorable para el establecimiento de estas infecciones (Terrazas et al ., 1999).
Experimentos previos han indicado que las células T estan relacionadas en la
respuesta inmune que restringe a la cisticercosis murina causada por T. crassiceps (Bojalil et
al., 1993, Terrazas et al, 1598). Por otra parte se ha reportado que ratones infectados con
I crassicepy muestran una baja respuesta a la Concanavalina A (Con A) y altos niveles de
IL-4 en infecciones avanzadas (Terrazas et al, 1998) Otros factores bioldgicos que
modulan considerablemente esta infeccion causada por 70 crassiceps son: el caracteristicas
genéticas referentes al MHC, y el microambiente hormonal donde el 17-p estradiol es
permisible para el parasito, mientras que los androgenos son restrictivos (Terrazas et al.,
1994). Ambos factores postblemente ejercen su efecto afectando la respuesta de las células

T (Terrazas et al., 1998).
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5. HIPOTESIS.

Actualmente se sabe que el desarrollo de diferentes enfermedades parasitarias se
encuentra regulada por diversos factores biologicos, tanto del hospedero como del parasito,
los cuales modifican la respuesta inmune logrando que el hospedero presente una resistencia
o susceptibilidad como son: la naturaleza y la via de entrada del antigeno, cronicidad de!
estimulo, el tipo de células APC, moléculas coestimuladoras, el perfil de citocinas y en
particular, la dosis antigénica ya que se ha reportado en diferentes infecciones parasitarias
que el uso de bajas dosis de antigeno producen una respuesta de tipo Th!, mientras que altas
dosis generan una respuesta de tipo Th2 por lo que se propene lo siguiente: S$i el uso de
bajas dosis de antigeno inducen una respuesta -Thl-, es posible obtener una respuesta de
este tipo més prolongada, proveyendo asi al hospedero la capacidad de presentar una

respuesta protectora en contra del parasito.
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6. OBJETIVOS

GENERALES. Evaluar el efecto que tienen diferentes concentraciones de un extracto

antigenico de Tueria crassicepy en la fisiologia del sistema inmune

PARTICULARES

et

Caracterizar el tipo de respuesta inmunolégica inducida por el antigeno de 7. crassiceps
en el modelo de cisticercosis murina.

Determinar si las dosis de antigeno administradas son capaces de inducir diferentes tipos
de respuestas en el modelo de cisticercosis murina.

Demostrar que la administracién de una dosis total (500 pg/ml) de antigeno,
administrado diferencialmente (fraccionado: dosis de mayor a menor concentracion, de
menor a mayor concentracidn, dosis constante y una dosis {nica) puede influir en el tipo
de respuesta inmune.

Determinar el tipo de respuesta inmune en cada uno de los grupo con las diferentes dosis
antigénicas fraccionadas.

Establecer la correlacion entre el estado inmunologico generado por el tratamiento de las

diferentes dosts antigénicas y la susceptibilidad al parasito.



7.MATERIAL Y METODO

7.1 ANIMALES: Se utilizaron ratones hembras (Balb/c) de 6 a 8 semanas de edad,
los cuales son susceptibles a 7. crassiceps. Los ratones se dividieron en 6 grupos: 5
experimentales para ser tratados con diferentes dosis de antigeno total de T crassiceps y |
grupo de ratones sanos.

7.2 PARASITOS. Se utilizaron metacéstodos de 7. crassiceps cepa ORF extraidos
de la cavidad peritoneal de hembras infectadas Balb/c. Los cisticercos fueron lavados 4
veces en buffer de fosfatos (PBS; 0.15 M NaCl, 0.01 M solucion de buffer de fosfatos, pH
7.2) y fueron seleccionados para la infeccion de los ratones aquetlos que no rebasaran un
tamaiio mayor de 2 mm.

7.3 OBTENCION DEL ANTIGENO. Del stock de ratones infectados con
cisticercos de 7. crassiceps, previamente sacrificados por dislocacion cervical, se extrajeron
los cisticercos de la cavidad peritoneal a través de una incision en el abdomen,
recolectandolos en un vaso de precipitado con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) pH
7.2. Posteriormente se separaron los cisticercos de menor tamaiio (2mm de diametro, sin
gemas) utilizados para reinfectar a otros para stock. De los cisticercos restantes (los de
mayor tamano), se lavaron 4 veces con PBS hasta tenerlos completamente limpios. Se
secaron sobre papel filtro para absorber la mayor cantidad de PBS sobrante posible. Una vez
secos, se centrifugaron a 14,000 rpm durante una hora. A esta velocidad se logro romper las
membranas del cisticerco, obteniendo el fluido vesicular, el cual fue utilizado come antigeno
total. A este se le afiadieron inhibidores de proteasas (Leupetin [2Z pg/ml] y Aproptinin [2

pg/ml] Sigma) se congeld a -70° C, hasta su cuantificacion de protéina total por el método
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de Lowry (Lowry et al, [951). Esta fraccion sirvio como antigeno para la deteccion de
anticuerpos (IgG1 e IgG2a) especificos y para estimular a los cultivos celulares.

7.4 INMUNIZACION CON DOSIS ANTIGENICA DE T. crassiceps e
INFECCION CON CISTICERCOS DE T. crassiceps. Del Ag obtenido se hicieron
diluciones de las dosis para cada grupo experimental, iniciando de una concentracion de
500 pg/ml con diferentes intervalos de tiempo entre cada dosis (Tabla 1)
TRATAMIENTOS: A} De mayor a menor concentracién de Ag (+/-) [250 ug/ml a 0.1220
pg/ml], B} De menor a mayor concentracién de Ag (-/+) [0.1220 pg/ml a 250 pug/mi], C)
Dosis constante (CTE) [41.7 pg/ml], D) una dosis unica (U) [500 pg/ml], E) PBS (pH 7.2)
como control positivo (C/C) y F) ratones sanos (N) como control negativo. A cada grupo se
les administrd la dosis de antigeno (con jeringas de insulina de 1 ml Plastipak con aguja de
0.5 X 16 mm U T.W ). Los grupos con tratamientos +/-, -/+ y CTE, se administro la primera
dosis antigenica y después de esta se continuo con el siguiente intervalo de tiempo: 18, 12,
11, 8. 8,8, 4,4, 2, 2, 2 horas (Tabla 1). Al grupo con dosis U, se le administro la dosis

unica junto con la dosis final (12°) de los demas grupos.

Tabla 1. Tratamientos de dosis administrados en los diferentes grupos de ratones hembras Balbic (por lo
menos n=3). en los intervalos de tiempo correspondientes. El 1otal de dosis administrada fue de 300 peg/ml. Se
hizo un sistema de diluctones 1:2. doce veces inciando con una concentracion inicial de 250 pg/ml. Posterior
al tramiento. los ratones fueron infectados con 23 cisticercos via i.p.

Dosis administrada (Intervalos de tiempo -hrs-) Total de Ag admeon (pg/mlj

Grupos

1(18) [2Q12) [3¢1D) [48) |3(8) J6(8) |7¢4) [8(4) {92 i0@) [11(2) | 12(00) | pg/mi

+- 250 125 (625 |3125]156 |78 (39 195 [0975|048 |024 012 |49982

-+ 012 [024 (048 |09751195 (39 78 156 131251625 125 |250 199.82

CTE 4165 141.65 {4165 [41.65 [41.65 [41.65 [41.65 [ 6514165 1416541654165 [4998

U 100

CIC 0 0 \] 0 0 0 1] 0 [ 0 } 0 0

N 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4] Q 0 ¢
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Los cisticercos fueron previamente obtemdos de la cavidad peritoneal del raton, se
colocaron en una solucion de PBS y se seleccionaron los que tuvieron un tamafic no mayor
de 2 mm y carecieran de gemas Tres dias después del tratamiento con las diferentes dosis
antigénicas, mediante el empleo de jeringas de insulina se inocufaron los ratones con 25
cisticercos y por Ultimo se dejé transcurrir el tipo de infeccion (2, 4 y 8 semanas) para cada
grupo de ratones

7.5 EVALUACION DE LA CARGA PARASITARIA. Se realizé a través del
regsitro del nimero total de cisticercos recuperados de la cavidad peritoneal de cada ratén,
previamente sacrificados por dislocacion cervical,

7.6 DETERMINACION DE ANTICUERPOS EN SUERO. Se obtuvo sangre de
los ratones previamente anestesiados con éter a través del plexo retroorbital. La sangre se
dejo coagular a 37 °C durante ihora Se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos y se
separ6 el suero, el cual fue congelado a -20 °C hasta su uso. El suero de cada animal se
proceso individualmente para evaluar los niveles de igGl e IgG2a (especificos contra
antigenos de T. crassiceps) por medio de un ensayo de ELISA- indirecto, el cual consiste
en lo siguiente. Se sensibilizaron placas de 96 pozos {Corning) con 100 ug de antigeno de
T. crassiceps (500png/ml) en un buffer de Tris 0.075 M (pH 7.8), se incubaron estas placas
toda la noche a 4 °C Posteriormente se lavaron dos veces con PBS-Tween (PBS-T), se
bloquearon con PBS-BSA 1 % por una hr. Los sueros de los distintos grupos de animales,
se colocaron diluidos 1:100 se colocaron por duplicado en PBS-BSA al 1% con 100 ul/pozo
y se incubaron 1 hr a 37 °C. Las placas se lavaron nuevamente cuatro veces con PBS-T y se
colocaron 100 ul por pozo de los anticuerpos monoclonales diluidos en PBS-BSA 1:50

contra los isotipos de [gGl e IgG2a (Zymed) marcados con peroxidasa y fosfatasa



respectivamente Se incubaron las placas a 1 hr a 37 °C. Por dltimo, se lavaron las placas 6
veces con PBS-T y se revelaron con el sustrato ABTS para la 12G1 v con el sustrato para
fosfatasa para la IgG2a (Zymed) durante 30 y 60 minutos, se leyeron en un lector de placas
de ELISA (Metertech, Sigma 960) a 405 nm

7.7 LINFOPROLIFERACION in vitro. Una vez obtenida la sangre,
inmediatamente los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y se colocaron en
alcohol al 50% y en condiciones de esterilidad se obtuvo el bazo de cada uno de los animales
y se obtuvieron células linfoides perfundiendolos con 5 ml de solucion de Hanks fria (4°C)
(Gibco) a lo largo del bazo. Las células fueron depositadas en cajas de Petri estéril. donde se
dejaron reposar para eliminar por sedimentacion posibles fragmentos de tejido. Se
eliminaron los eritrocitos por medio de un choque osmético con NHLCI  estéril,
posteriormente se centrifugd a 1500 rpm a 4 °C durante 3 minutos, para separar los residuos
de eritrocitos de los linfocitos. Posteriormente estas células se lavaron tres veces con
solucién de Hanks frio estéril por centrifugacion a 3000 rpm a 4 °C durante 5 min y
resuspendieron en 1 ml de medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal
bovino/estreptomicina, 1% de aminoacidos esenciales, 25 pM de buffer Hepes y 0 5% de
L-Glutamina (todo marca Gibco-BRL}. De esta suspension celular se tomaron 20pt para
determinar la viabifidad por exclusion del colorante vital Azul Tripano en una camara de
Newbauer. Se ajustaron a 5,000,000 de células por ml y se sembraron en placas de cultive
de 96 pozos (Costar) 100 pl de cada muestra en 100 pl de medio RPMI por triplicado
estimuladas con 100 gl de una solucién de Concanavalina-A (Con-A) (Sigma} a una
concentracion de 2 pg/ml disuelta en una solucidn saturada de NaCl, esterilizada por

filtracion (MEMED), cuantificada por el coeficiente de extincién con luz ultravioleta a una



resolucion de 280 nm y con Ag de 7. crassiceps a [SO pg/mi]. Las placas fueron incubadas
en un ambiente controlado que alcanzo la subconfluencia de 37 °C en una atmésfera de CO,
al 5% y 19 % de humedad durante 72 h. A las 54 h de cultivos (o durante las Ultimas 18 h de
cultivo) las células fueron marcadas con 0.5 pCi de timidina tritiada (H'TdR) {Amersham)
en 10 p! de medio RPMI 1640 suplementado Posteriormente 24 horas despugs, las células
fueron cosechadas en filtro (papel de fibra de vidrio Whatman) y procesadas para determinar
la incorporacion de radicactividad en las células estimuladas y en los controles. Se
cuantificaron las cuentas por minuto (CPM) de los papeles fibra con liguido de centelleo
(Whatman) con un contador de centelleo (Beckman LSG6000SE). E! nivel de estimulacion
fue determinado mediante la formula;

NE = CPM células estimuladas - CPM de las células no estimuladas (basales).

7.8 PRODUCCION DE CITOCINAS in vitro. De la misma fraccion de células
espiénicas obtenidas para los estudios de proliferacion, se sembraron 5 X 10° células por
pozo en placas de cultivo de 24 pozos (Costar), las cuales fueron estimufadas con 2 pg/ml
de Con A y con 50 ug/mi de antigeno soluble de 7. crassiceps. Las placas fueron incubadas
a 37 °C en una atmosfera de CO; al 5% y 19% de humedad Se obtuvieron 200 ut los
sobrenadantes de los cultivos a diferentes intervalos de tiempo, para cuantificar los niveles
de las citocinas IL-2 (24 hrs) y 800 pl para las citocinas IL-4, IL-10, ¢ [FN-y (48 hrs) por
medio del ensayo de ELISA

7.9 DETECCION Y EVALUACION DE CITOCINAS, Las citocinas IL-2, [L-4,
IL-10, TNF-at e IFN-y, fueron evaluadas en los sobrenadantes extraidos de los cultivos
celulares estimulados con Con-A y Ag. por medio de la técnica de ELISA-Sandwich Las

placas de 96 pozos (High binding, Costar), las cuales se sensibilizaron con 50 ul por pozo
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con una concentracion de 2 pug/ml del anticuerpo de captura (purified anti-mouse, IL-2 IL-4,
IL-10 e IFN-y, Pharmigen), diluido en un buffer de carbonatos pH 8.2. Se dejaron incubar
toda la noche a 4 °C. Transcurrida la incubacion, se lavaron dos veces con PBS-T 0 05% y
posteriormente se bloquearon con u los cultivos celulares estimulados con Con A y antigeno
a solucion de albumina diluida en buffer de fosfatos (PBS-BSA) al 3% con 100 p/pozo,
incubandose dos horas a temperatura ambiente y por ultimo se lavaron nuevamente con
PBS-T. La curva de interleucinas con las IL recombinante murina respectivamente por
duplicado en los primeros 10 pozos de la placa iniciando con una concentracion de 4000
pg/ml de la cual se fueron haciendo diluciones dobles (diez pozos por lo menos). A los
pozos restantes de la placa se les adicionaron 50l de PBS-BSA para después agregar por
duphicado 50 pl de las muestras de los sobrenadantes (ditucion 1:2). Se incubaron toda la
noche a 4 °C. Después de la incubacion se lavaron cuatro veces con PBS-T y se agrego el
segundo anticuerpo (biotinilado, Pharmigen) con una concentracién de | pg/ml en una
solucion de PBS-BSA con una concentracidn de 1 ug/ml y se agregaron 100 pl/pozo. Se
dejo incubar a temperatura ambiente durante 45 minutos y una vez transcurrida la
incubacion se lavo seis veces con PBS-T y se agregd a cada pozo 100 pl de
estreptoavidina/peroxidasa dilvida 1:1500 en PBS-BSA al 1%. Incubando nuevamente
temperatura ambiente duraate 30 minutes. Transcurrida ta incubacién, se lavaron ocho veces
con PBST-T y se reveld con 100 pl de ABTS por pozo. Se leyeron las placas en un lector

de ELISA (Metertech, Sigma 960) a 405 nm
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8. ANALISIS DE RESULTADOS.

Con el objetivo de determinar st el efecto de dosts antigénicas en el modelo murino
de cisticercosis causado por T. crassiceps, modifica el desarrollo de la infeccién se
evaluaron los siguientes parametros biolégicos
CARGA PARASITARIA. Se evaluo el desarrollo de la infeccion causada por
T. crassiceps a las 2, 4 y 8 semanas de infeccion en los grupos experimentales (C/C=grupo
control con cisticercos; +/- = mayor a menor concentracién, -+ = menor a mayor
concentracion, CTE= dosis constante; U= dosis Gnica; N= normales o sanos) infectados con
25 cisticercos de 7. crassiceps tres dias posterior al tratamiento con dosis antigénica con un
tamano menor a 2 mm intraperitonealmente (ip), previamente inmunizados con diferentes
concentraciones del antigeno especifico de 7. crassiceps (dosis).  En la tabla [I, se muestra
el ndmero promedio de cisticercos recuperados de la cavidad peritoneal de cada uno de los
ratones en los diferentes grupos experimentales, asi como el porcentaje de crecimiento de
los parasitos comparados con el grupo control, considerando el nimero de parasitos de este
grupo como el 100% en cada semana de infeccidon.

TABLA [I: Namero promedio de cisticercos recuperados y porcentaje de crecitmiento en cada grupo de
raones {n=a1 menos 5 ratones). previamenie tratados con 1o misma cantidad de antigeno pero administrada
a diferentes concentraciones (fraccionada: +/-. -/+. CTE y U) a diferentes intervalos de tiempo. durante fa 2.
4 v 8 semana de infeccion.

SEMANAS cIC - -+ CTE U
X % | x % | X % | X % | x o
2 3 00 | 48 116.62 | 17.6 40.93 | 17 3953 | 266 61.86
3 508 100 | 263 517 | 156  3.07 | 186  3.66 | 548 10.78
8 5833 1 14.8 2.42 LENH 665 145.16 28.72 318 62.42




Por otra parte, en la figura 4 se muestra los resultados del crecimiento de los
parasitos en ratones solamente infectados con cisticercos de 7. crassiceps asi como aquellos
que solamente recibieron un tratamiento con dosis de antigeno y en los ratones que

recibieron dosis antigénicas fraccionadas.
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Fig. 4. Nimera de cisticercos de 7. crassiceps en ratones hembras Balb/c (n=al menos 5 ratones) a las 2. 4y
8 semanas de infeccién en los diferentes grupos tratados previamente con diferentes dosis de antigeno de T,
crassiceps. C/C= ratones infeclados con cisticiercos de 7. crassiceps sin recibir tratamiento previo de
antigeno: +/- = dosis de antigeno de mayor a mener conceniracion: -+ = dosis de antigeno de menor a
mayer concentracion. CTE= dosis constante de antigeno: U = dosis dnica de antigeno. Los ratones fueron
infectados con 25 cisticercos después del trataniento v se evalud el efecto que tuvo el tratamiento previo de
dosis sobre [a carga parasitaria para cada grupe expenimental

Durante la segunda semana de infeccion, el nimero de cisticercos recuperados en los
grupos tratados con diferentes dosis de antigeno, se encontraron ligeramente por debajo del
grupo C/C con 43 (100%), siendo los grupes con el menor nimero de cisticercos el grupo
con dosis CTE con 17 (39.53%) y con dosis -/+ con 17.6 (40.93%), continuando con un
ligero incremento en el namero de cisticercos los grupos con dosis U con 26.6 (61.86%) y

con dosis +/- con 48 (116.62%%), éste ultmo, fue ¢l que mayor niimero de parasitos presentd
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e incluso mayor con respecto al grupo C/C (Fig. 4, P>005). En la cuarta semana de
infeccion, el nizmero de parasitos se incremento en el grupo C/C a 508 cisticercos (100%),
mientras que para el resto de los grupos tratados con diferentes dosis antigenicas, el nimero
de citicercos recuperados fiie menor con respecto este grupo (*P<0.05), siendo los grupos
con dosis +/~ con 26.3 (5.17%), -/+ con 15.6 (3.07%) y CTE con 18.6 (3.66%), los que
menor namero de cisticercos presentaron enire los grupos experimentales, mientras que el
grupo con dosis U tuvo 54.8 (10.78%). Cabe mencionar que al comparar este periodo de
infeccion con el anterior {a la segunda semana de infeccidn), se observéd que el incremento se
dio principalmente en tres grupos: un incremento drastico en el grupo C/C pasando del
mimero promedio de 43 a 508 cisticiercos; el grupo U cuyo incremento fue de 26.6 a 54 8
(100%)cisticercos y el grupo CTE con un incremento pasando de 17 a 18.6 cisticercos (Fig.
4. Tabla H). Por otra parte para los grupos tratados con dosis +/- y -/+ presentaron una
disminucién en el numero de parasitos pasando de 48 a 263 y de 176 a 186
respectivamente. Al comparar los grupos experimentales entre ellos, se observaron
diferencias estadisticamente significativas para los grupos con dosis +/-, -/+ y CTE con
respecto al grupo de dosis U (*P<0.05).

En la octava semana de infeccion, el mayor nitmero de cisticercos recuperados se
encontrd en el grupo C/C con 503 (100%) con respecto al resto de los grupos tratados con
diferentes dosis antigénicas (Fig. 4, Tabla II) Entre estos, los grupos tratados con dosis
CTE y U se recuperaron 145.16 (28.72%) y 318 (62.92%) cisticercos respectivamente,
mientras que en los grupos con dosis +/- y -/+ fueron los que menor nimero de cisticiercos
presentaron 14.8 (2.92%) y de 33.6 (6.65%) respeciivamente (*P<0.05). Por otra parte, el

grupo con dosis CTE muestra una disminucion significativa en la carga parasitaria con



respecto al grupo U, sin embargo en este grupo con dosis CTE no se logrd la resolucion de
la parasitosis.

RESPUESTA PROLIFERATIVA DE LINFOCITOS DE BAZO A

CONCANAVALINA (Con-A) Y ANTIGENO ESPECIFICO DE T crassiceps. Con el

objetivo de evaluar Ia respuesta inmune celular en los distintos grupos de animales, los
linfocitos obtenidos de los bazos fueron estimulados con Con A Y un extracto antigénico
soluble de 7. crassiceps durante las diferentes semanas de infeccién (2, 4 y 8), para medir
posteriormente la respuesta proliferativa por incorporacion de [H'} TdR.. En la figura 5 A
se observa que los linfocitos de ratones Gnicamente infectados {control: C/C), presentaron
una respuesta similar al grupo de ratones normales durante la segunda semana de infeccion,
sin embargo, esta respuesta fue significativamente menor en la cuarta ¥ octava semana de
infeccion (Fig. 5 A, *P<0.05).

Al comparar la proliferacién a la cual los grupos tratados con las diferentes dosis
antigénica (+/-, -/+, CTE y U) se observo de manera general presentaron una respuesta
proliferativa en respuesta a Con A significativamente menor después del tratamiento (Fig,
5). En el caso del grupo con dosis +/-, este mantuve el mismo nivel de respuesta hasta la
cuarta semana de infeccién disminuyendo significativamente en la octava semana de
infeccion (Fig. 5B; *P<0.05). Por otra parte no pudo evaluarse la respuesta de este grupo a
la segunda semana de infeccion debido a contaminacion del cultivo. En el grupo con dosis
-/+, la respuesta a la segunda semana de infeccion fue igual que el grupo de ratones N,
mientras que durante la cuarta semana de infeccién presento una disminucion significativa en
la respuesta, continuando asi hasta la octava semana de infeccién siendo en este periodo de

infeccion la respuesta mas baja que se observo (Fig. 5C; *P<0.05). Por el contrario, en el
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caso de la respuesta proliferativa presentada por el grupo con dosis CTE este presentd una
disminucion significativa a ia segunda y octava semana de infeccion, mientras que se registré

un aumento en esta proliferacion durante la cuarta semana de infeccion (Fig. 5D. *P<0.05)
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Fig. 5. Proliferacion en respuesta a Con A de células de bazo posteriormente al tratamiento con dosis
antigenicas fraccionadas asi como después de las 2. 4 v 8 semanas de infeccidn. De manera general se
observa que hubo respuesta después del tratamiento. In cual cae para los grupos experimentales a la segunda
semana de infeccion (con excepcidn det grapo -/+). awnenta ta tespuesta a la cuarta semana v vuclve a
decrecer a la octava semana de manera similar para todos los grupos. conforme va avanzando la infeccidn,
a= *P<0.03 comparado con el grupo normal: b= diferencias dentro del mismo grupo entre los diferentes
liempos de infeccidn: ¢ 4. e y F= diferencias cnire los diferentes grupos en ¢l mismo ticmpo de
infeccion(*P<0.05)(n=al menos 3 ratones)
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Por otra parte, para el grupo con dosis U, presentd una respuesta significativamente
menor desde la segunda semana de infeccion con respecto al grupo de ratones sanos siendo
més evidente esta disminucidn en la respuesta durante ia cuarta y octava semana de infeccion
(Fig. SE; *P<0.05). De manera general la respuesta presentada por los linfocitos en
presencia de Con A de los grupos experimentales, presentd una cinética de respuesta similar
con respecto al grupo C/C, donde, conforme avanza la infeccion existe una disminucion en
la capacidad de respuesta de las poblaciones celulares la cual se refleja en la proliferacion de
cada grupo.

Por otro lado, la respuesta proliferativa de las células de ratones estimulados con el
extracto soluble de 7. crassiceps presenté una respuesta extremadamente baja en los
diferentes grupos experimentales durante las semanas de infeccion
MEDICION DE CITOCINAS EN SUERQ. Se cuantifico la concentracion sérica de dos
citocinas en particular: IFN-y e IL-4, (cada una de ellas determinante y especifica para un
tipo de respuesta del tipo Thl y Th2 respectivamente) (Moosman y Coffiman, 1986; 1989),
en los sueros de ratones sanos (N), ratones con infeccién sin tratamiento (C/C) y en ratones
con tratamiento de dosis de antigeno e infectados con 25 cisticercos de 7. crassiceps
durante la segunda, cuarta y octava semana de infeccion

IL-4:En la figura 6 se muestran los niveles de IL-4 en ¢l grupo C/C asi como para
los grupos de ratones previamente tratados con diferentes dosis de antigeno.

Para el grupo C/C (grupo con infeccion solamente), se registraron niveles
significativos de IL-4 en suero a partir de la segunda y cuarta semana de infeccion

{*P<0.05), posteriormente se incrementaron de manera considerable los niveles de esta
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citocina en la octava semana de infeccion (Fig. 6 A; *P<0.05). La cinética presentada por la

IL-4 coincidio con el crecimiento parasitario (Fig. 6, Fig. 4).
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Fig. 6. Niveles de IL-4 en suero de animales ratones hembras Balb/c previamente tratados e infectados
después del tratamiento a las 2 . 1 v § semanas de infeccién con cisticercos de T crassiceps (n=al menos 3
ratones por grupo). De manera general. los niveles de [L-4. incrementé conforme fue avanzando la
infeccion, siendo mus evidente este aumente para el grupo con dosis CTE y sobretodo la dosis U, similar al
grupo control. mientras que los grupos con dosis +/- y -/+ fueron menores. a~ *P<0.05 comparado con el
grupo nonnal. b= diferencias dentro del mismo grupo entre los diferentes tiempos de infeccion; ¢.d=
diferencias entze kos difercntes grupos en ¢l mismo ticinpa de infeccion{*P<0.05)(n= al menos 5 ratones)
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Por atra parte, se procedié a evaluar los niveles de IL-4 en los grupos con diferentes
dosis antigénicas: +/-, -/+, CTE y U (Fig. 6) En ¢l grupo con dosis +/- se registraron niveles
bajos de IL-4 posterior al tratamiento con dosis antigénica (0 semanas de infeccion) y
durante la segunda semana de infeccion. Posteriormente, hubo un aumento en los niveles de
€sta citocina a partir de la cuarta semana y octava semana de infeccién (Fig. 6B).

Por otra parte, un comportamiento similar lo tuvo el grupo con dosis -/+. Dicho
grupo presentd niveles bajos de IL-4 posterior al tratamiento con dosis antigénica asi como
durante la segunda y cuarta semana de infeccion siendo hasta la octava semana cuando se
registrd un incremento en los niveles de esta citocina (Fig. 6C), que sin embargo, se
mantuvieron por debajo de los observados en el grupo control.

El grupo con dosis CTE también presentd niveles bajos de IL-4 posterior al
tratamiento con dosis antigénica continuando asi durante la segunda y cuarta semana de
infeccion siendo nuevamente a la octava semana de infeccion cuando existid un aumento
evidente en los niveles de esta citocina (Fig 6D) Ea el caso del grupo con dosis U los
niveles de IL-4 fueron bajos a la segunda semana de infeccién, pero hubo un incremento
significativo durante la cuarta semana de infeccion, el cual se hizo mis evidente hacia la
octava semana (Fig. 6E).

IFN-y. La figura 7 muestra los niveles de IFN-y en el grupo C/C asi como para los
grupos de ratones previamente tratados con diferentes dosis de antigeno.

Como se muestra en la figura 7A, los niveles de TFN-y para el grupo C/C, se
encontraron significativamente elevados en la segunda y cuarta semanz de infeccion
(*P<0.05}. Sin embargo, mostraron una drastica disminucion en los niveles de IFN-y en la

octava semana de infeccion. Nuevamente este comportamiento en la cinética de esta citocina



coincide con reportes previos que mencionan que durante etapas tempranas de la infeccion
aumenta y prevalecen niveles altos de IFN-y relacionado con un nimero bajo nimero de
cisticercos mientras que conforme avanza la infeccion se presenta una disminucion en los
niveles de esta citocina y un aumento en el nimero de parasitos (Terrazas et al , 1998).E!
grupo con dosis +/- presenio bajos niveles de IFN-y posteriormente al tratamiento y durante
la segunda semana de infeccion, mientras que para la cuarta Y octava semanas de infeccion
hubo un aumento evidente en los niveles de IFN-y con respecto al grupo N (Fig. 7B;
*P<0.05). Por otra parte una cinética similar en la produccion de IFN-y la presentd el grupo
con dosis -/+, siendo nuevamente los niveles mas bajos después del tratamiento de dosis
antigénica {0 semanas) y en la segunda semana de infeccion, mientras que se observa un
incremento para la cuarta semana haciéndose mas evidente este incremento para la octava
semana de infeccidn con respecto al grupa N (Fig 7C; *P<0.05).

En el grupo con dosis CTE, la produccion de IFN-y mostré variaciones durante las
diferentes semanas de infeccion (Fig. 7D). Posterior al tratamiento con dosis antigénica, los
niveles de [FN-y presentados fueron practicamente nulos, mientras que se registrd un
incremento en 1os niveles de esta citocina similares a los del grupo C/C (Fig. 7 A y 7D).
Posteriormente se dio una disminucién en los niveles de IFN-y en la cuarta semana de
infeccion presentando posteriormente un incremento drastico en los niveles de esta citocina
para la octava semana de infeccion. Para el caso del grupo con dosis U, este present6 una
cinética similar de los niveles de IFN-y que el grupo con dosis CTE (Fig. 7E) En este caso
posterior al tratamiento los niveles de IFN-y fueron bajos, mientras que durante la segunda

semana de infeccion estos niveles aumentaron, teniendo una disminucion en [a concentracién



para la cuarta semana y presentando un incremento drastico en la octava semana de

infeccion (Fig. 7E; *P<0.05).
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Fig 7. Niveles de IFN-y cn suero de animales mtones hembras Balb/c previamente tratados ¢ infectados
después del tratamiento a las 2. 4 v 8 semanas de infeccidn con cisticercos de T, crassiceps (n=al menos 5
ratones por grupe).La ciméuca presentada para los diferentes grupos experimentales aumenté de manera
paulatina Mcanzando los maximos mveles en la octava semana para los grupos +/- v -/+, miciiras que los
grupos tratados con dosis CTE v U. presentaron primeramenic un aumenio en la segunda con una
consccuente distminucién en los niveles de esta citocina a 1a cuarta semana. recuperando dristicamente los
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niveles en la oclava semana de infeccion. a= *P<0.035 comparado con el grupo normal: b= diferencias
dentro del mismo grupo entre los diferentes tiempos de infeccion: c.= diferencias entre los diferentes grupos
en ¢l mismo tiempo de infeccion(*P<0.053)

MEDICION DE _CITOCINAS EN SOBRENADANTES DE _CULTIVOS DE

LINFOCITOS EN RESPUESTA A CONCANAVALINA A (Con A). Se evaluo la

produccion de citocinas por células de bazo en respuesta a Con A ¥ a un extracto solubie de
T. crassiceps en ratones sanos (N); ratones infectados (C/C), ratones tratados con de dosis
antigénica +/-, -/+, CTE y U sin infeccién (0 semanas) e infectados con 25 cisticiercos de T.
crassiceps. De todos 1os grupos se hicieron las mediciones de las citocinas - ILI-2, IFN-y,
IL-4 e IL-10.

Citocinas de una respuesta tipe Thi:

IL-2: Los resultados de la produccion de IL-2 en el grupo C/C asi como en los
grupos de ratones con las diferentes dosis antigenicas se muestran en la figura 8.

Durante las etapas tempranas de la infeccion (2 semanas) los linfocitos de los ratones
del grupo C/C presentaron bajos niveles de IL-2 en respuesta a Con A con respecto al grupo
N (*P<0.05). Posteriormente a la cuarta semana de infeccion los niveles de [L-2 producidos
en respuesta 2 Con A se incrementaron significativamente con respecto al grupo de ratones
N (*P<0.05), registrando posteriormente una baja en los niveles para la octava semana de
infeccion (Fig. 8 A, *P<0.05). Cabe mencionar que esta cinética presentada por este grupo
coincide con reportes previos (Terrazas et al, 1998) en los cuales durante las etapas
tempranas de infeccion (2 y 4 semanas de infeccion) cuando existe un bajo namero de
parésitos, hay un incremento en esta citocina y conforme avanza la infeccion se presenta una
disminucion considerable en los niveles asociada con un aumento considerable en el numero

de parasitos (Fig 4).
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Fig. & Produccion de IL-2 en sobrenadantes de células de bazo de ratones en respuesta a Con A. previamenle
tratados e mnfectados después del tratamiento a las 2. 4 y § semanas, con cisticerces de 7. crassiceps (n=al
menos 5 ratones por grupo). La cinética de IL-2 para el grupo control coincidid con reportes anteniores. La
produccién de ésta citocina presentd fos niveles mas altos a la cuarta semana para los grupos con dosis +/-, -
/+y CTE. disminuyendo considerablemente en [a octava seman, mientras que el grupo con dosis U, fue el
que presentd los niveles mas bajos durante toda la infeccion a= *P<0.05 comparado con el grupo normal: b=
diferencias dentro del mismo grupo entre los diferentes liempos de infeccién. ¢.= diferencias entre los
diferentes grupos en el mismo tiempo de infeccidn(*P<0.03)



Al comparar la producciéon de IL-2 en los diferentes grupos experimentales, se
observa una cinética diferente para cada uno de los grupos. En el caso del grupo grupo
tratado con dosis +/- presento bajos niveles de IL-2 en respuesta a Con A, posterior al
tratamiento de dosis antigenica (Fig. 8B;*P<0 05). Durante la segunda semana de infeccion
estos niveles fueron practicamente nulos con respecto al grupo N. En la cuarta semana de
infeccion la produccion de esta citocina aumentd counsiderablemente y disminuyendo
nuevamente para la octava semana de infeccion (Fig. 8B). Al comparar este grupo con el
grupo C/C, los linfocitos presentaron una cinética similar en cuanto a la produccion de IL-2
en respuesta a Con A, en los mismos tiempos de infeccion pero con niveles mas bajos de
esta citocina que el grupo C/C (Fig. 8 A).

Por otra parte el grupo tratado con dosis -/+, produjeron bajos niveles de IL-2,
presentando 2 partir de la segunda semana de infeccion un ligero incremento en los niveles
de [L-2 en respuesta a Con A. Posteriormente se registré un aumento considerable en los
niveles de esta citocina para la cuarta semana de infeccién {*P<0.05) coincidiendo con el
bajo nimero de cisticercos recuperados y disminuyendo los niveles de IL-2 en la octava
semana de infeccion, manteniéndose un bajo nimero de cisticercos. (Fig. 8C; *P<0.05).

Para el caso del grupo con dosis CTE, los linfocitos estimulados con Con A
presentaron muy bajos niveles de [L-2 después del tratamiento de dosis (Fig. 8D),
registrando un incremento durante la segunda semana (*P<0.05), aumentando
evidentemente en la cuarta semana de infeccion con una disminucién para la octava semana
(Fig 8D; *P<0.05) En particular este grupo el caso de este grupo durante la segunda
semana de infeccion presento un numero bajo de parasitos al igual que los bajos niveles II.-

2, aumentando el nimero de parasitos en la cuarta semana coincidiendo con los niveles mas
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altos de esta citocina y durante la octava semana de infeccion que fue el periodo de infeccion
donde se registro el mayor numero de parasitos recuperados en este 2rupo, se registraron
los niveles mas bajos de IL-2. Para el caso de! los linfocitos del grupo con dosis U
registraron una ligera produccién de IL-2 en respuesta a Con A a partir de la segunda
semana de infeccion (*P<0.05), mientras que a la cuarta semana de infeccion aumentaron los
niveles de esta citocina los cuales disminuyeron significativamente a la octava semana de
infeccion (Fig. 8E). Cabe mencionar que dentro de los grupos experimentales, este ultimo
grupo fue el que presentd de manera general los niveles mas bajos de IL-2 durante las
diferentes semanas de infeccion coincidiendo con el nimero mas alto de cisticercos
recuperados principalmente durante la cuarta y octava semana de infeccién (Fig. 4).

" IFN-y. En la figura 9 puede apreciarse fa produccion de IFN-y de linfocitos en
respuesta a Con A del grupo C/C asi como en los grupos experimentales tratados con dosis
antigénica (0 semanas) y con infeccion durante fa 2, 4 y 8 semanas de infeccion La
produccion de esta citocina para el grupo C/C, mostro bajos niveles durante la segunda
semana de infeccién con respecto al grupo N, en la cuarta semana de infeccion se observe
una recuperacion en la produccién de IFN-y, posteriormente disminuyendo para la octava
semana de infeccion (Fig. 9 A; *P<0.05).

Los resuitados obtenidos en la produccion de IFN-y, coinciden con la cinética del
crecimiento de los parasitos, en la cual, durante etapas tempranas de infeccion (2 semana)
hay un bajo niumero de cisticercos refacionados con un bajo nivel de esta citocina Conforme
avanza la infeccion, incrementandose el numero de pardsitos existe un aumento en los

niveles de [FN-y (4 semana), posteriormente se presenta una disminucién considerable en los
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niveles de esta citocina acompafada con un crecimiento evidente de parasito (en la 8
semanas de infeccion) (Terrazas et al , 1998)

Entre los grupos con diferentes dosis de antigeno, el grupo tratado con dosis +/-
posterior al tratamiento, presento una baja produccion de [FN-y, la cual se mantuvo hasta la
segunda semana de infeccidn (*P<0.05), siendo hasta la cuarta semana de infeccidén cuando
se registro un incremento considerable en los niveles de IFN-y y nuevamente disminuyendo
drasticamente para la octava semana de infeccion (Fig. 9B, *P<0.05)). Este grupo presentd
una cinética muy similar al grupo C/C en la produccion de citocinas, pero en el caso del
nimero de cisticercos presentd un numero muy bajo desde la segunda semana de infeccion
hasta la octava semana de infeccion (Fig 4).

En el caso de grupo con dosis -/+, los niveles de [FN-y posteriormente al tratamiento
con dosis antigénica, fueron bajos, practicamente nulos. Por el contrario durante la segunda
semana de infeccién fue cuando hubo una recuperacion en la produccién de estd citocina
(*P<0.05), disminuyendo los niveles de IFN-y de manera paulatina en la cuarta y octava
semana de infeccidn. (Fig. 9C; *P<0 05). Cabe mencionar que este grupo fue uno de los dos
grupos (+/- y CTE) que presentaron niveles altos durante la segunda semana de infeccion,
La disminucion de los niveles de IL-2 se dio de manera paulatina en la etapa intermedia de la

infeccion (4 semanas) y tardias (8 semanas)
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Fig. 9. Produccidn de INF-y en sobrenadantes de células de bazo de ratones en respuesta a Con A,
previamente tratados e infectados después del tratamiento a las 2. 4 y 8 semanas con cisticercos de
T. crassiceps (n= al menos 3 ratones por grupo). El grupo control presenté una cinética en la produccion de
esta citocina con reportes previos. Los grupos experimentales presentaron diferentes cinéticas de produccién
de IFN-y. siendo el grupo -/+ v CTE les que presentaron niveles inds tempranamente (2semanas). mientras
que ¢! grupo con dosis +/- v U. los niveles permanecicron similares o por debajo de tos ratones normales. a=
*P<01.05 comparado con el grupo normal: b= diferencias dentro del mismo grupo entre fos diferentes
tiempos de infeccion. ¢ y d= difercncias entre los diferentes grupos en el mismo tiempo de
infeccion(*P<0.03)



Por otra parte en el caso de los linfocitos del grupo con dosis CTE, presentaron una
cinética de produccion de [FN-y en respuesta a Con A, similar al grupo anterior, siendo en
este caso el grupo que presentd los niveles mas altos de IFN-y a partir de la segunda semana
de infeccion, e inclusive estos niveles fueron mayores con respecto al grupo C/C (Fig. 9D,
*P<0.05). Por otra parte al evaluar la carga parasitaria de este grupo, presentd un bajo
nimero durante la segunda y cuarta semana de infeccidn coincidiendo con los niveles mas
altos de IFN-y, mientras que en la octava semana de infeccion, el nimero de cisticercos
aumentd registrando una baja significativa en los niveles de esta citocina (Fig. 9D,*P<0.05).

En el caso del grupo tratado con dosis U, los linfocitos de este grupo en respuesta a
Con A, produjeron niveles muy bajos de IFN-y. A la segunda semana de infeccidn se
Tegistro un aumento considerable en los niveles de esta citocina (*P<005), presentando
posteriormente a la cuarta semana de infeccidn un incremento ef cual disminuyo
significativamente en la octava semana de infeccion (Fig. 9E; *P<0.05). Al evaluar la carga
parasitaria en este grupo, fue uno de los que mayor niimero de cisticercos presento a partir
de la cuarta semana de infeccion y aumentando considerablemente en la octava semana de,
lo que podria explica los bajos niveles de IFN-y encontrados durante el transcurso de la
infeccion en este grupo.

Citocinas de una respuesta tipo Th2:

IL-4. Los niveles de IL-4 en los diferentes grupos tratados con dosis antigénicas
durante las diferentes semanas de infeccién pueden apreciarse en la figura 10.

En respuesta a Con A las células de ratones del grupo C/C produjeron niveles de
IL-4 ligeramente por encima del grupo de ratones (N) durante la segunda y cuarta semana

de infeccidn, que fite cuando se registrd el nimero mas bajo de parasitos (Fig. 4). siendo en
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la octava semana cuando hubo un incremento significativo en la produccion de esta citocina,
coincidiendo con el mayor niimero de cisticiercos recuperados (Fig. 10 A,*P<0.05). Por otra
parte la respuesta presentada por los linfocitos del grupo tratado con dosis +/- en respuesta
a Con A, fue de manera general baja (Fig. 10B) Posterior al tratamtente con dosis
antigénica y en la segunda semana de infeccion los niveles de IL-4 fueron bajos con respecto
al grupo N (*P<0.05). Durante la cuarta semana de infeccion se observé una recuperacion
en la produccion de esta citocina manteniéndose constante hasta la octava semana de
infeccion (P>0.05). En este grupo el numero de cisticercos recuperados durante las
diferentes semanas de infeccion, fue de los mas bajos (Fig. 4), coincidiendo con reportes
anteriores que indican que bajos niveles de [L-4 se relacionan con una baja carga parasitaria
(Terrazas et al., 1998). Por otra parte, en el caso del grupo con dosis -/+, los linfocitos
estimulados con Con A presentaron un ligero incremento en los niveles de [L-4 posterior al
tratamiento de dosis antigénica al igual que durante la cuarta semana de infeccion con
respecto al grupo N. Se registrd una disminucion significativa en la segunda semana y octava
semana de infeccion (Fig. 10D;*P<0.05). Los niveles de [L-4 que presento este grupo
nuevamente coincidieron con el bajo nimero de cisticercos recuperados para este grupo
durante los mismos periodos de infeccién (Fig. 4). Por e! contrario, el grupo con dosis U,
presentaron bajos niveles de IL-4 después del tratamiento de dosis antigénica, presentd un
incremento significativo a partir de la segunda semana de infeccién (*P<0.05), siendo este
grupo el que mas altos niveles de [L-4 presenté disminuyendo ligeramente para la cuarta
semana de infeccidn y aumentando ligeramente pero de manera significativa en la octava
semana. Cabe mencionar que fue el grupo que presentd una produccion de IL-4 sin tanta

fluctuacion entre los diferentes periodos de infeccion coincidiendo ademas con el namero
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mas alto de cisticercos recuperados a partir de la cuarta 2 la octava semana de infeccion

corroborando con reportes anteriores (Terrazas et al, 1998).
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Fig. 10. Produccion de IL-4 en sobrenadantes de células de bazo de ratones en respucsta a Con A,
previamente tratados e infectados después del trmmmicnto a fas 2. 4 ¥y 8 semanas con cisticercos de
T crassiceps (n= al menos 5 ratones por grupo). Los niveles presentados por el gmpo C/C de IL-4 coinciden
¢on repories previos. En los grupos con dosis +/-. -/+ y CTE presentaron una tendencia a disminuir estos
niveles en etapas avanzadas de la infeccion. miemras que el grupo con dosis U presento un comportamicento
contrario. a= *P<(*.03 comparado con el grupo normal. b= difcrencias dentro del mismo grupo entre los
diferentes tiempos de infeccion: ¢ vy d= diferencias entre los diferentes grupos en el mismo tiempo de
infeccion(*P<(1.03)
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IL-10. En la figura i1 se muestra la produccion de IL-10 en respuesta a Con A. Las
células de los ratones del grupo C/C tuvieron una baja produccion de IL-10 durante la
segunda semana de infeccién (*P<0.05), mientras que para la cuarta y octava semana de
infeccion se observo una recuperacion en la produccion de esta citocina (Fig. 11A;*P<(.05).

Al comparar nuevamente la cinética de produccion de IL-10 con respecto al nimero
de cisticercos recuperados, vuelven a coincidir los bajos niveles de esta citocina con el
numero mas bajo de cisticecos en etapas tempranas de la infeccion, incrementindose de
manera evidente en etapas tardias acompafiada con un incremento en el namero de parasitos
(Fig.4) En el grupo de animales tratados con dosis antigénica +/- se encontraron bajos
niveles de IL-10 después del tratamiento, asi como durante fa segunda y cuarta semana de
infeccion (*P<0.05), mientras que en la octava semana se observo un aumento signiftcativo
en los niveles de esta citocina. (Fig. 11B; *P<0.05). El grupo con dosis CTE, presentd una
baja produccién de IL-4 después del tratamiento de dosificacidn {(*P<0.05) asi como durante
la segunda semana, en la cual los niveles de esta citocina fueron practicamente nulos.
Durante la cuarta semana de infeccidn se recuperd ligeramente la produccion de esta
citocina, volviendo a disminuir de manera significativa a la octava semana de infeccion (Fig.
10D; *P<0.05).

Para el grupo de ratones tratados con dosis -/+, la produccion de IL-10 en respuesta
a Con A, presento niveles extremadamente bajos después del tratamiento asi como durante
la segunda y cuarta semanz de infeccion, con respecto al grupo de ratones N (*P<0.05). Sin
embargo, en la octava semana de infeccion, presento un incremento en la produccion de IL-
10, similar a la del grupo de ratones sanos (N) (Fig. 11C; *P<0 05). Cabe sefialar gue que

este grupo fue el que presentd los niveles mas bajos de [L-10 durante la infeccion
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Fig. 11. Produccion de [L-10 en sobrenadantes de células de bazo de ratones en respuesta a Con A.
previamente tratados ¢ infectados después del iratamiento a las 2. 4 y 8 semanas con cisticercos de
T crassiceps (n= al menos 3 ratones por grupe). Los niveles de IL-10 en el grupo control presentaron
niveles considerables a partir de la cuarta y hasta !a octava semnana de infeccion. mientras que los niveles de
esla citocina en grupos experimentales con dosis +/-. -+ v CTE fueron considerables hasta la octava semana
de infeccién. Por cl contrario. ¢t grupo con dosis U. registrd niveles significativos desde la cuarta smean de
infeccion ¥ mantemténdolos hasta la octava. a= *P<0.05 comparado con el grupo normal: b= diferencias
dentro del mismo grupo entre los diferentes tiempos de infeccion: ¢ y d= diferencias entre los diferentes
grupos en ¢l mismo tiempo de infeccidon(*P<0).03)



Por otra parte, en el caso del grupo de ratones tratados con dosis CTE, produjeron
bajos niveles de IL-10 desde el tratamiento con dosis antigénica asi como durante la segunda
Y cuarta semana de infeccion. En la octava semana de infeccion fue cuando se detectaron los
niveles mas altos de esta citocina, coincidiendo esto nuevamente con el mayor nimero de
cisticercos recuperados (Fig. 6, Fig. 11D; *P<0.05).

En el grupo con dosis U, nuevamente se detectaron bajos niveles de IL-10 después

del tratamiento como durante la segunda semana de infeccion siendo estos practicamente
nulos Por el contrario, a la cuarta semana de infeccion se presentd un incremento
considerable en los niveles de esta citocina manteniéndose asi hasta la octava semana de
infeccion. Cabe mencionar que este grupo fue el que presento mayor numero de cisticercos
recuperados entre los grupos experimentales desde la cuarta hasta la octava semana de
infeccion (Fig. 6), coincidiendo asi, con los altos niveles de IL-10 presentados en este grupo
(Fig. 11E; *P<0.05).
PRODUCCION DE ANTICUERPOS. Con el fin de explorar y valorar la respuesta
inmune humoral presentada contra T, crassiceps y si esta fue alterada por el tratamiento de
dosis antigénica, en los diferentes grupos tratados solamente con dosis antigénica y aquellos
con dosis antigenica e infeccion, se analizd la presencia de dos isotipos de anticuerpos
especificos contra este parasito. Actualmente se sabe que IgG2a esta asociada con un tipo
de respuesta Thi, mientras que el isotipo IgG1 para el tipo de respuesta tipo Th2.

IgG1. En la figura 12 se observan los niveles de IgG1 de los ratones control (C/C)
asi como aquellos que fueron tratados con dosis antigénica ¢ infectados.

En el caso del grupo C/C, los niveles de IgG1 fueron bajos durante ia segunda y

cuarta semana de infeccion, aumentando considerablemente para la octava semana de
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infeccion coincidiendo nuevamente con <! mayor niimero de cisticiercos recy erados en esta
p

ultima semana de infeccidn (Fig. 12 A; *P<0.05)

cic
20-
g
§ 15- ah
g 10
[a]
_% 0s-
—_ A i
e
Semanas de infeccion
B +f- C I
20 204
E E
- 154 N £ 15
s * g
Q 1o+ Q9 o ab
a a a ac el
- ac _ 5 ac -
S o5 . B 054 oo
- - a
oo N 0 2 a 8 oo N [} 2 a [
Semanas de infeccion Sermanas de infeccion
D CTE E u
204 2.0
g 154 ab *h E 154 ad
w — iz b4 b e
3 ah 3 ab al
S 1o T g 10 -
S - a =TT
- -
S-, 05 3 05
) . =
0o N [ 2 a 4 eo N 0 3 2 3
Semana de infeccion Semanas de infeccién

Fig. 12, Produccion de anticuerpo de la subclase lgGl en sueros de ratones hembras Balic previamente
tratados con diferentes dosis de antigeno de T crassiceps v posteriormente infectados con 25 cisticecos v
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grupos en el mismo tenpo de infeccion(*P<.03)



IgG2a. La figura 13 muestra los niveles de 1gG2a de los ratones control asi como los

ratones con tratamiento e infeccion.
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Fig. 13 Produccion de anticuerpo de Lo subclase 12G2a cn sucros de ratones hembras Bal/c previamente
tratados con diferentes dosis de antigeno de T crassiceps v posteriormente infectados con 25 cisticecos ¥
valorados a las 2. 4 v § semanas de infeccion. a= *P<0.03 comparade con el grupo normal. b= diferencias
dentro del mismo grupo entre los diferentes tiempos de infeccion: ¢ = diferencias entre los diferentes grupos
en ¢l mismo tiempo de infeccion(*P<0.05)
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Por otra parte de manera general después del tratamiento los niveles de IgG1 en los
grupos experimentaies (+/-, -/+, CTE y U) fueron practicamente nulos (Fig. 12)

Los grupos tratados con dosis +/- y -/+ presentaron aumentos significativos en los
niveles de [gGl (*P<0.05) durante la segunda y cuaria semana de infeccion incrementandose
ligeramente en la octava semana de infeccion (Fig. 12B y 12C, *P<0.05).

Por el contrario en el caso de los grupos tratados con dosis CTE y U, presentaron
también un incremento a partir de la segunda y cuarta semana de infeccion (Fig. 12D y 12E;
*P<0.05), inclusive mayor que los dos primeros grupos anteriormente descritos.

Para la octava semana de infeccion se aprecia una tendencia en el incremento en el
grupo con dosis CTE (Fig 12C, *P<0 05), haciéndose evidente en este periodo de infeccion
para el grupo con dosis U (Fig. 12E; *P<0.05). Sin embargo, el grupo -/+, fue el que
presento los niveles mas bajos de ésta subclase de anticuerpos.

En el grupo C/C se observo que los niveles de 1gG2a fueron bajos durante toda la
infeccion, ademas, no se observaron diferencias en ningin de los diferentes periodos de
infeccion (Fig 13 A). Nuevamente, de manera general en los grupos experimentales, se
registraron bajos niveles de IgG2a después del tratamiento con las dosis antigénicas
correspondientes como durante la segunda semana de infeccion (Fig. 13). En el caso del
grupo de ratones tratados con dosis antigénica +/-, presenté incrementos significativos en
los niveles de este anticuerpo durante la cuarta semana de infeccion y con una ligera
disminucion hacia la octava semana (Fig. 13B; *P<0.05). Comparando estos niveles de
IgG2a con respecto al nimero de cisticiercos recuperados en este grupo, estos niveles
coincidieron con el bajo nimero de pardsitos que se recuperaron en este grupo en estos

periodos de infeccion (Fig. 4). Los niveles de 1gG2a que del grupo de ratones tratados con
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dosis -/+, se detectaron nuevamente a partir de la cuarta semana de infeccién disminuyendo
nuevamente durante la octava semana de infeccion. Cabe mencionar que entre los grupos
experimentales, éste fue el que mayores niveles de 1gG2a presenté, asi como uno de los
grupos que menor carga parasitaria desarrolld durante los diferentes intervalos de infeccion
(Fig 13B; *P<0.05). Poer otra parte, el grupo tratado con dosis CTE presentd niveles
considerables de 1gGZa en la cuarta semana de infeccion y encontrindose disminuidos en la
octava semana de infeccion (Fig. 13D; *P<0.05). Para el grupo con dosis U, los niveles de
este anticuerpo se detectaron a partir de la cuarta semana de infeccién, siendo estos los mas
bajos en comparacion de los demds grupos experimentales hasta la octava semana de
infeccién, sin regstrar ni aumento ni disminucién. En este caso, los bajos niveles de este
anticuerpo coincidieron con un alto nimero de cisticercos recuperados en este grupo en la

cuaria y octava semana de infeccion (Fig. 13E; *P<0.05),
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9. DISCUSION.

Actualmente se sabe que el control de diferentes enfermedades parasitarias esta muy
relacionado con los tipos de respuestas inmunes que se desarrollan en el transcurso de
infeccion. Una respuesta de tipo Thl se caracteriza por niveles altos de IFN-y ¢ IL-2
principalmente, induciendo una respuesta de tipo celular, la activacion de macrofagos y la
produccién de anticuerpos de la subclase IgG2a. En cambio, una respuesta tipo Th2
presenta niveles altos de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 principalmente, los cuales favorecen la
respuesta de tipo humoral que va acompafiada por una mayor produccion de anticuerpos de
la subclase [gG1, 1gG2b e IgE (Mosmann y Coffman, 1989; Mosmann y Sad, 1996, Abbas
et al, 1996, Romagnani, 1992) En base a diferentes investigaciones realizadas en los
ultimos afios, se ha descrito la participacion de estos tipos de respuesta en la cisticercosis
experimental murina causada por T. crassiceps, donde existe una respuesta inmune tipo Thl
durante etapas tempranas de la infeccion, con una alta respuesta de hipersensibilidad
retardada antigeno-especifica la cual, se encuentra asociada con una alta respuesta
proliferativa in vitro en presencia de Con-A y del antigeno de T. crassiceps en células del
bazo de los animales infectados. Asi mismo, se demostré que existe una alta produccion de
IL-2 e IFN-v, que se relacionan con los niveles mas altos de anticuerpos de tipo 1gG2a y con
los bajos niveles de IL-4, IL-6, IL-10 y de anticuerpos de los subtipos 1gG1 e IgG2b; lo cual
ademas se relaciona con una baja carga parasitaria. Después de la cuarta semana de
infeccién se observa un periodo de inhibicion en la respuesta de hipersensibilidad retardada,
en la respuesta proliferativa de linfocitos a Con-A y al antigeno especifico, asi como en los

niveles de IL-2 ¢ IFN- v en los sobrenadantes de los linfocitos de los animales parasitados,
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ademas, con una disminucion significativa en los niveles de 1gG2a antigeno-especificos en
estos mismos animales, lo que va acompafiado con niveles significativamente mayores de IL.-
4, 11-6 e IL-10 y de anticuerpos especificos de los subtipos IgG! e IgG2b, lo cual mantiene
una relacion con el establecimiento y crecimiento sostenido de la carga parasitaria. Por lo
tanto se ha establecido que al inicio de la infeccién con 7 crassiceps se presenta una
respuesta inmune tipo Thl con un bajo numero de parasitos pero, conforme avanza la
infeccion, aparece unma respuesta inmune de tipo Th2 asociada con un incremento
significativo en el nimero de parésitos (Terrazas et al., 1998).

Por otra parte, se cree que la polarizacion de las células tipo ThO hacia una respuesta
inmune tipo Thl 0 una Th2 es afectada tanto por las caracteristicas genéticas de! individuo
como por la naturateza del antigeno, la via de entrada del antigeno, la cronicidad del
estimulo, el tipo de células presentadoras, moléculas coestimuladoras, el microambiente de
citocinas y la dosis administrada de antigeno (Nicholson y Kuchroo, 1996 Romagnani,
1998).

En base a lo reportado para la dosis administrada de antigeno, refiriéndose a que el
uso de bajas concentraciones del antigeno inducen una respuesta tipo Thi, mientras que las
dosis aftas inducen un tipo Th2 (Hosken et al., 1995), se procedié evaluar el efecto de la
administracion de la dosis antigenica sobre la polarizacion hacia un tipo de respuesta Thl la
cual si se mantuviera durante mis tiempo durante la infeccidn, lo que podria resolverse o
eliminar ¢l mayor'm'xmcro de parasitos de 7. crassiceps (Terrazas et al., 1998)

La respuesta generada por el grupo control, durante la infeccion coincidié en general
con lo reportado recientemente (Terrazas et al., 1998) Durante etapas tempranas de la

infeccion (2 y 4 semanas) cuando pocos parasito fueron recuperados de la cavidad peritoneal
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de los ratones infectados estos, mostraron una respuesta claramente de tipo Thl, la cual se
caracterizo por una respuesta proliferativa en respuesta a la Con-A. con una ligera tendencia
mayor en relacion con los ratones normales (Fig. 7 A) Los niveles en suero de IFN- y se
incrementaron con respecto a los de IL-4 (Fig 9 A y Fig 8 A). Para el caso del
microambiente de citocinas detectado en los sobrenadantes de los cultivos de hinfocitos,
tanto la IL-2 e IFN- y mostraron niveles altos, siendo la IL-2 mostro una mayor expresion
que IL-4 ¢ ILI-10, aunque los niveles fueron similares al grupo N (para la [L-4; Fig. i2A)y
por debajo de estos (para fa IL-10; Fig. 13 A). En la respuesta humoral se esperaba contar
con niveles considerables de anticuerpos de la subclase [gG2a, sin embargo, estos, no se
observaron (Fig. 15 A), aunque si se expreso a bajos niveles de IgGl (Fig. {6 A) Durante
las etapas avanzadas de la infeccion (semana 8), se observo una disminucion significativa en
la respuesta a Con-A, acompaiiada con una disminucién en los niveles de IEN- Y yun
aumento significativo de 11.-4 en lo sueros de estos animales. Por otra parte, la produccion
de IL-2 e IFN- y presentaron una disminucion significativa, mientras que hubo un aumento
significativo para la [L-4 ¢ IL-10, todo esto acompaiiado con un incremento en los niveles
de anticuerpos I1gG1 y una disminucién de IgG2a, ademas de un incremento considerable en
la carga parasitaria, perfilando claramente una respuesta de tipo Th2 la cual permite el
establecimiento y crecimiento de los metacéstodos de 7. crassiceps (Terrazas et al 1998).

Estos factores anteriormente descritos fueron modificados por el tratamiento de
dosis utilizada en cada grupo de ratones, prolongando el comportamiento o aparicion de
unos y restringiendo otros.

Posterior al tratamiento con las diferentes dosis administradas, considerando el perfil

de citocinas INF-y e IL-4 detectado en los sueros de los animales, fue claro que el dominio
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de un tipo de respuesta tipo Th2 se establecio ya que los niveles de [L-4 se incrementaron
conforme la infeccion se kizo cronico. Por el contrario, los niveles de IFN-v, tendieron a
disminuir en el grupo control, pero los diferentes tratamientos antigénicos mostraron estas
tendencias, especialmente los grupos +/- y -/+ fueron los que a su vez presentaron menores
niveles de IL-4 y mayores de IFN-y con respecto a los controles y relacionandose lo cual
coincidio con el menor nimero de parésitos encontrados (Fig. 8 y 9). Por otra parte, al
evaluar la produccién de citocinas de linfocitos de bazo de los grupos de ratones tratados
con diferentes dosis en respuesta a Con-A, nuevamenie para establecer que tipo de respuesta
inmune podria estar presente después del tratamiento, se observéd que para el caso de los
grupos tratados con dosis +/- y -/+, se presentaron bajos niveles de IL-4 en suero, en
relacion con los niveles de IFN-y lo cuales se encuentran por encima de los niveles
presentados por IL-4. Conforme avanzo la infeccion (cuarta y octava semana ) en estos
grupos el mimero de parasitos permanecio por debajo del grupo C/C e inclusive por debajo
de los grupos tratados con dosis CTE y U, lo que se relaciond con un incremento en la
cinética de produccion IFN-y en las células de bazo en estas €tapas avanzadas de [a
infeccion. Parece ser que en estos grupos predomind un ambiente rico en [FN- ¥, €l cual es
un factor determinante para mantener una respuesta de tipo Thl, mostrando que se
encuentra todavia presente en etapas avanzadas de !a infeccion y con una tendencia a
incrementar los niveles de esta citocina. La [L-4 presentd una tendencia similar, pero este
incremento fue evidente hasta la octava semana de infeccion, teniendo por lo tanto un
temprana dominio de IFN- y sobre la [L-4, restringiendo asi el establecimiento o
polarizacion de una respuesta tipo Th2 y por tanto afectando de manera directa al desarrollo

de la infeccion
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Al evaluar la produccion de citocinas en células de bazo en respuesta a Con-A, en
estos grupos, ésta también se vio favorecida hacia una respuesta del tipo Thl protectora
{Terrazas et al , 1998)

Por el caso del grupo tratado con dosis +/- durante la segunda semana de infeccién,
no se observo ningun patron de respuesta, ni del tipo de respuesta Thl o Th2, ya que los
niveles de IL-2, IFN-y, IL-4 ¢ IL-10 se encontraron por debajo de los grupos de ratones
normales. Sin embargo, para el caso del grupe con dosis -/+, en este tiempo de infeccion,
tuvo altos niveles significativos de IFN-y, bajos de IL-2, pero estos dos fueron mayores con
respecto a la produccion de [L-4 e [L-10 de estos grupos, indicando que prevalecié una
respuesta Thl. Nuevamente se encontrd que lo anterior coincide con el bajo numero de
parasitos recuperados ademas de una alta proliferacion en respuesta a la Con-A en este
periodo de infeccion y aunque se registraron niveles superiores de IgG1 con respecto a los
de IgG2a, estos estuvieron por debajo de los otros grupos tos cuales tuvieron niveles
superiores de IgGl. Con base a lo anterior podria considerarse que este grupo que fue
tratado con dosis fraccionadas (-/+), presentd una capacidad de proteccion muy importante
(>90%) al final de la infeccion reflejado por el bajo nimero de cisticercos obtenidos y
ademas corroborando que el uso de bajas dosis de antigeno pueden inducir una respuesta del
tipo Thl {Hosken et al., 1995, Romagnani et al , 1998).

Los niveles. de anticuerpos IgG1 presentados por estos grupos fueron similares y
presentaron un incremento con respecto al grupo control ademas la presencia de estos
niveles mayores de este isotipo de anticuerpo durante las etapas tempranas de la infeccion,
puede deberse a que tanto el tratamiento de dosis de antigeno asi como la presencia del

parasito por la infeccion después dos semanas, generd un respuesta humoral induciendo a su



vez la produccion de anticuerpos, sobre todo e! de este isotipo, mientras que fue menor para
aquellos animales, que fueron expuestos solamente al parasito (grupo control). Aunque se
sabe que la respuesta humoral se caracteriza por la presencia de IgG1 y que esta relacionada
con una tipo de respuesta Th2, que se reflejaria en un alto numero de cisticercos
acompaiiado del perfil de citocinas, pero no en estos grupos, que no se Teporta respuesta.
Cabe sefialar que la produccion de IgG2a no se detecto sino hasta etapas posteriores de la
infeccion.

Las cinética presentada por estos grupos en cuanto a Jos niveles de JFN- y. fueron
practicamente similares en estos grupos. Dichos niveles fileron significativos a partir de la
segunda semana de infeccién disminuyendo durante la cuarta semana e incrementandose de
manerz evidente y significativa para la octava semana de infeccién. Por otra parte el tiempo
de expresion de la IL-4 en los sueros de estos grupos de animales mostro diferencias, Para el
grupo con dosis CTE se detectaron incrementos en los niveles de IL-4 hasta la octava
semana de infeccion, mientras que para el grupo tratado con una dosis U, los niveles de esta
citoctna se detectaron a partir de la cuarta semana de infeccion presentando un ligero
incremento para la octava, lo que coincidio con una alta carga parasitaria en estos dos
grupos. Es importante remarcar que para la octava semana de infeccion, en ambos grupos se
detectaron los mismos niveles de IFN-y e IL-4, pero considerando el alto numero de
cisticercos recuperados en ambos grupos, el tipo de respuesta que presentaron, se
caracteriza como un tipo Th2, por bajos niveles de IFN-y y altos de IL-4 Con base a lo
anterior, fa respuesta obtenida, no corrobora con lo esperado por lo que podria considerarse
como una etapa de transicion en la respuesta Thi a una Th2. Un aspecto que resulta

interesante considerar, es la recuperacion en los niveles de IFN-y en este periodo de
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infeccion generando una mezcla de citocinas. De manera tedrica, se esperaria que los niveles
de IFN-y disminuyeran (Terrazas et al, 1998) sin embargo no sucedid asi posiblemente
debido a diferentes factores (Fig. 8E y 9E). En los dos primeros grupos descritos. +/- y -/,
se puede apreciar no tan evidentemente la mezcla de estas dos citocinas, lo que indicaria
nuevamente esta transicion, en la cual se manifiesta preferentemente, una respuesta Thi
donde los niveles de IFN-y son superiores a los presentados por la IL-4, lo que conlieva a la
prolongacion de la respuesta en etapas mas avanzadas de la infeccion. Puede considerarse
que posiblemente este tipo de respuesta mixta o de transicion entre los dos tipos de
respuesta pudo no ser tan benéfica para los grupos que fueron tratados con dosis CTE yU.

Para el caso de las citocinas en los sobrenadantes, se present6 para el grupo con
dosis CTE, niveles considerables tanto de IL-2 e IFN-y, siendo este ultimo e mas elevado,
mientras que en el caso de la [IL-4 e IL-10, los niveles registrados fueron practicamente
nulos, indicando que existio un perfil de respuesta tipo Thl, lo cual no correspondio con la
baja proliferacion, los altos niveles de 1gG 1, pero bajos de 1gG2a y con una carga parasitaria
que presentd un namero intermedio entre todos los grupos experimentales (Fig. 6, Tabla II).
Este comportamiento mixto dentro de los factores evaluados durante la parasitosis pudo
haber influido para que este grupo haya proveido de una respuesta intermedia, ya que este
grupo proporciond cierto grado de respuesta inicial tipo Thl y a su vez un tipo Th2,
indicando que pudo atacar con la primera respuesta algunos factores del cisticerco que
contribuyen en su crecimiento y establecimiento y la segunda favorecio alguno de estos.

Por otra parte, ei grupo tratado con dosis U, presentd una respuesta de tipo Th2 mas
evidente desde etapas tempranas de la infeccion, debido al efecto producido por el uso de la

dosis Unica, la cual coincide con lo reportado ya que este tipo de dosificacion induce una



respuesta tipo Th2 (Rook., 1994; Brancroft et al., 1994, Hosken et al, 1995: Romagnani,
1998).

La cinética de IFN-y en este grupo, presentd inicialmente niveles considerables
aunque bajos niveles de [L-4 (segunda semana de infeccion), indicando una Tespuesta inicial
Thl evidente la cual, a la cuarta semana de infeccién vird este perfil ya que el perfil de
citocinas aumento para la [L-4 hasta la octava semana de manera significativa dominando
hasta la Gltima semana de infeccion, mientras que aunque en estos mismos momentos de
infeccion los niveles de IFN- y sufrieron una caida, estos volvieron a incrementarse, siendo
similares a los presentados por la IL-4, indicando nuevamente que en suero existio un perfil
de citocinas mixto pero dominando una respuesta del tipo Th2, esto asociado €On una carga
parasitaria considerable e inclusive similar a la del grupo control. Por otra parte en el caso de
las citocinas producidas por los linfocitos de este grupo, estas presentaron un microambiente
rico de IL-4 ¢ IL-10 que el de la IL-2 e IFN- y durante la cuarta y hasta la octava semana de
infeccion, ademas se vio acompafiada de los niveles mas altos de 1gG1 y bajos de 1gG2a con
una baja respuesta proliferativa en respuesta a Con-A desde la segunda y hasta la octava
semana de infeccion perfilando asi evidentemente una respuesta tipo Th2, que inicio mucho
mas temprano que la de los demis grupos debido al uso de la alta dosis y sin una
administracion de manera permanente como fueron tratados los demas grupos, indujo una
respuesta del tipo Th2 (Rook., 1994; Brancroft et al, 1994, Hosken et al, 1995,
Romagnani, 1998)

Considerando que se ha reportado para otras infecciones parasitarias como la
Leishmaniasis, que ¢l uso de bajas dosis de antigeno inducen una respuesta de tipo Thi,

protectora {(Bretscher, et al., 1994), posiblemente esto haya ocurrido en ¢l caso de la
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cisticercosis experimental murina causada por 7. crassiceps, al ser tratada principalmente
con las dosis -/+ y +/- las cuales, aunque no permitieron eliminar completamente la
infeccion, al menos no permitieron que el parasito se desarrollara de manera Optima como se
esperaba. En el caso de la dosis tnica (U), ésta permitié un mejor desarrollo parasitario
debido a que no favorecio la aparicion de una respuesta tipo Thl temprana, en cambio,
favorecio a que se presentara mas tempranamente una respuesta inmune tipo Th2, lo cual
coincide algunos reportes (Liblau et al., 1995; Romagnani, 1998), en los que menciona que
el uso de dosis altas de antigeno inducen claramente una respuesta tipo Th2

Enel caso de la dosis constante (CTE), se obtuvo un desarrolio parasitario similar al
grupo tratado con dosis Gnica, pero menor al grupo control, indicando de cierta manera que
el tratamiento con este tipo de dosis posiblemente determiné un tipo de respuesta mixia, la
cual, permitio que existieran las condiciones inmunolégicas para el crecimiento del parasito.
Por la dosis utilizada, pero por otra parte, la cronicidad del estimulo igual a la de los grupos
tratados con dosis +/- y -/+, pudo haber influido en el grado de proteccion que tuvo este
grupo, aunque no se elimind totalmente la parasitosis, debido a que es uno de los grupos que
mayor namero de parasitos presento (Fig. 4, Tabla 11). Todos los factores anteriormente
descritos jugaron un papel importante de manera conjugada en la resistencia y al mismo
tiempo, en fa susceptibilidad de este grupo.

Recientemente Terrazas y colaboradores (1998), han reportado que la respuesta
protectora necesaria para disminuir el crecimiento del parasito es una respuesta de tipo Thl,
mientras que una respuesta Th2 facilita el establecimiento el crecimiento de este, por lo que
al conseguir que se haya presentado una respuesta tipo Thi en los organismos debido al uso

de las bajas dosis, asi como de la administracién permanente, se establecio una respuesta que
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se caracteriza en ser mas prolongada con respecto al tiempo de duracion de una respuesta
normal, lo que, permitié una mayor proteccion en contra de la parasitosis.

Por todo lo anterior, es importante sefialar que los resultados de este trabajo
muestran que el uso de diferentes dosis antigénicas pueden inducir tipos de respuesta
diferentes y que estos a su vez pueden prolongarse en su tiempo de accién y/o apagarse,
dando lugar a otro tipo de respuesta que puede ser o no benéfica o no para el organismo.
Por lo tanto, es posible manipular la respuesta inmune con el uso de dosis antigénicas
administradas a diferentes concentraciones. Es importante mencionar que es necesario
protongar el tiempo de infeccion para poder evaluar mucho mejor el efecto de los diferentes
tratamientos y trabajar con dosis de menor concentracion para ver si el efecto de proteccion
se ve incrementado, ademas de trabajar también con dosis altas pero administradas de
manera constante.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, permiten proponer nuevas
estrategias de tratamiento para esta parasitosis la cual podia ser combinada con otros
tratamientos para tener una mejor respuesta en contra del parasito y utilizarla en el caso de

otras parasitosis como es el caso de la cisticercosis porcina,
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CONCLUSIONES.

Con base a los resultados obtenidos en esta tesis se concluye lo siguiente:

! Existe una respuesta inmune secuencial causada por el cisticerco de Taenia crassiceps
con una clara respuesta tipo Thl inicial culminando con una tipo Th2 en etapas crénicas
de la infeccion.

2. La respuesta inmune tipo Thi se encuentra ampliamente relacionada con la proteccion
del hospedero por medio de la restriccion del crecimiento parasitario, mientras que una
respuesta tipo Th2 es favorable y permite el crecimiento y la instalacion optima det
mismo.

3. FEl uso de una misma cantidad de antigeno administrada de manera fraccionada
(diferentes concentraciones} en diferentes tiempos, influye tanto en el tiempo de
activacion de la respuesta inmune como en su polarizacion.

4. El uso de bajas dosis de antigeno inducen un tipo de respuesta Thl, con una duracidn

mas prolongada de lo normal proporcicnando asi un mayor grado de proteccion en
contra de la cisticercosts experimental.

5 El uso de dosis 2ltas a bajas administradas durante diferentes intervalos de tiempo
inducen también una respuesta tipo Thi

6 Las dosis altas administradas constantemente inducen una respuesta de tipo mixta pero
con un perfil dominante tipo Th2

7. El tratamiento de dosis alta y unica inducen evidentemente una respuesta Th2, a cual

aparecio mas rempranamente faciiitando de este modo el establecimiento del parasito.
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