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RESUMEN

La respuesta inmune puede clasificarse en tipos Thl o Th2, en funcidn del patrdn de
citocinas secretado. El mecanismo dltimo que modula la predominancia de uno u otro tipo de
respuesta es hasta ahora desconocido. Recientemente se ba sugerido que las células presentadoras
de antigeno podrian participar como importantes modnladores de 1a polarizacion de la respuesta
inmune hacia alguno de estos dos subtipos. En la infeccion murina con cisticercos de Taema
erassiceps hay una polarizacion de la respuesta inmune de Thl a Th2; en etapas tempranas de la
infeccidn hay una repuesta inmune tipo Thl que restringe el crecimiento parasitario y en etapas
cronicas hay una repuesta tipo Th2 que facilita el establecimiento del pardsito. En este estudio, se
busco determinar si el tipo de respuesta inmune que se genera {Thi o Th2) a lo large de uma
infeccion con el cisticerco de T, crassiceps, pudiera estar relacionada con el estado de activacion
de los macrdfagos (Mo). Se utilizaron ratones BALB/c sanos como control ¢ inoculados con 25
cisticercos de 7. crassiceps. A las 2, 4, 6, 8 v 12 semanas de infeccion, se les extrajeron las celulas
del exudado peritoneal, de Ias que se seleccionaron las células adherentes (M¢). Se les midi6 la
expresion de moléculas B7-1 y B7-2 (FACS), sc estimularon con LPS para determinar la
produccion m vitro de citocinas (ELISA), dxido nitrico (NO) v prostaglandinz E2. Ademds se
evalué su capacidad para presentar antigeno al cocultiver M¢ con linfocitos TCD4~ sensibilizados
con KLH y medir la linfoproliferacion en respuesta a este mismo antigeno, Los resultados de este
trzbajo muestran que a las ocho y doce semanas de infeccion hay un clare incremento en el
nimero de parasitos. Hay aurnentos en a expresién de moléculas B7.2 y en la produccion de [L-6,
IL-12 y PGE-2, y una gran disminucién en la produccién de NO en los M¢ provenientes de fases
avanzadas de la infeccion (8 y 12 semanas) con respecto a los M¢ de ratones no infectados v con
infecciones tempranas 2 y 4 semanas de infeccién). La capacidad de los M¢ para inducir
linfoprohferacion disminuvé sigmficativamente a partir de la semana 4 de infeccion y continud
disminuvendo al menos hasta la semana 12 Podemos concluir que el estado de activacion de los
M -tanto en lo que se refiere a la expresidon de moléculas en su superficie (B7-2) como a la
secrecion de moléculas al medio- v su capacidad para activar linfocitos, varian notablemente
como resultade de la cronicidad de la infeccién, al menos en el modelo murino de cisticercosis.
Esto sugiere que existen cambios en los M¢ a la largo de una infeccién cromica, y que estos
cambios observados podrian participar en la modulacion de 1a polarizacién de la respuests inmune
hacia los subtipos Th]l o Th2 Conocer con mavor detalle 1as condiciones de polarizacién de la
respuesta inmune permitird en un futwro manipularia para beneficio de la humamidad.



INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias constituyen un grave problema de salud publica a
nivel mundial. Los parasitos son Jos agentes causantes de mayor morbilidad v mortalidad
en muchos paises en vias de desarrollo. Se calcula que aproximadamente 30% de la
poblacion mundial presenta algin tipo de parasitosis. La magnitud que ha alcanzado este
problema de salud piblica es la razén principal del interés que hay por la inmunidad a
parasitos, ¥ es por esto también gue se desarrolld la inmunoparasitologia como un derivado
de la inmunologia cuye fin es el de estudiar v conocer a profundidad las interacciones
parasito-hospedero a nivel inmunologico (Abbas, Lichtman v Pober, 1997).

En una relacion balanceada hospedero-parasito. el parasito no pone en nesgo el
bienestar del grueso de la poblacién de hospederos, por lo menos en la etapa pre-
reproductiva. Algunos escritos de inmunologia de hace 20 6 30 afios abarcan Ja nocién
evolutiva de ‘hospedero muerto — pardsito muerto”, junto con especulaciones sobre como
pueden los pardsitos establecer una Tesidencia permanente en  hospederos
inmunocompetentes Esta sene de observaciones despertaron una duda, si los parasitos que
establecen 1nfecciones crénicas son realmente inmunogénicos o no. Métodos seroléemcos y
otras pruebas subsecuentes demostraron que todos los parasitos son inmunogénicos. Las
razones por las cuales las ifecciones parasitarias persisten se encuentran en Ja evolucién
de las complejas mteracciones entre las tacticas de evasién del parasito y las medidas de

represahia del hospedero (Mitchell, 1991).



Las infecciones parasitanas causadas por helmintos constifuyen un constante
riesgo, particularmente en las regiones tropicales y subtropicales de paises en vias de
desarrollo {Maizels et al, 1993; Rodriguez et al, 1999). Estas infecciones som,
generalmente, cronicas y persisten en el individuo durante largos periodos de iiempo,
durante el cual. el hospedero no es capaz de generar una respuesta inmune protectora a
pesar de la constante exposicidn al pardsito. Los helmintos son casi siempre patdgenos
extracetulares v su ciclo de vida requiere de la existencia de un hospedero intermediario o
por lo menos un estadio a través del suelo o el agea. Debido a que presentan ciclos de vida
complejos, con antigenos esiadio-especificos, el control inmunolégico de estas
enfermedades presenta muchos problemas (Terrazas, 1998). La patogenicidad de estos
parasitos tiene distintos nivejes. esta vanacion se debe a diversas causas. 1z via de entrada,
el estadio de infeccién, lz localizacion anatémica del parasito, la cronicidad de la infeccidn
v la cantidad de individuos que parasitan al hospedero La capacidad de los helmintos para
infectar a su hospedero durante largos periodos de tiempo, a pesar de ser reconocidos y
atacados por el sistema mmune. constituve una de las principales preguntas a resoiver en
este campo. Por esto, el desarrolle de vacunas contra este tipo de pardsitos constituye un
objetivo imporiznte en los paises con altos indices de incidencia de este tipo de
infecciones Sin embargo, por tratarse de organtsmos complejos, s necesaric conocer a
detalle cuales son los mecanismos inmunoldgicos que estdn involucrados en la
susceptibilidad o resistencia al parasito, asi como las formas mediante las cuales, este
evade o resiste la respuesta inmune (Terrazas, 1998).

Los mecanismos que utilizan estos pardsitos parz establecerse, temporal o

permanentemente, ¢n un hospedere inmunoldgicamente competente son muy complejos.



Algunos, manipulan la respuesta inmune para favorecer su establecimiento ¢ incluso
pueden llegar a aprovechar las sustancias “dafiinas™ secretadas por las células del sistema
inmune para su desarrollo o para el paso de una fase de su cicle de vida a otra (Amiri et al,
1992). Actualmente, se sabe gue el resultado de muchas parasitosis en términos de
resistencia o susceptibilidad puede depender directamente del patrén de citocimas que
presentan las diferentes subpoblaciones de linfocitos T CD4” involucradas en la respuesta
inmune antiparasitaria y por lo tanto también del estado de activacion de las células

presentadoras de antigeno que activan a dichos linfocitos.

Sistema v Respuesta Inmune.

El sistema inmune es el encargado de la proteccion del organismo a sustancias v
microorganismos ajenos a él. Esta constituido por un conjunto de drganos, células y
moléculas que son reguladas por diferentes procesos de manera coordinada ¥ colectiva Por
otra parte, la respussta inmune consta de un conjunto de mecanismos homeostaticos
coordinados cuvo destino es el de eliminar microorganismos patogenos v otras sustancias
exbgenas con capacidad antigémica (Lewin,1995. Abbas, 1997; Roitt, 1998). Se entiende
por inmunidad como [a proteccién contra enfermedades infecciosas, las cuales implican
una serie de reacciones que s presentan en un organismo en contra de sustancias y
microorganismos entrafios como son bacterias, virus, hongos. macromoléculas (proteinas y
polisacaridos) entre otras Las diversas células que constituyen al sistema jnmune, se
encuentran distribwidas en todo el organismo, acumulandose predominantemente en los
organos linforreticulares, tales como, ganolios hnfaticos, bazo, médula dsea, timo ¥ los

1ejidos finfordes asociados a las mucosas de los intestmo v del sisiema gento-urinario asi



como del arbol respiratoric. Esta diversidad de células al asociarse con diferentes
factores moleculares, participan en el desarrollo y funcionamiento de este sistema como es
el caso del plasma, citocinas, hormonas, iones y moléculas nutrtivas, los cuales, en
conjunto, son responsables de realizar los eventos de la respuesta inmune y constifuven al
sistema inmune. Todas las células que intervienen en la respuesta inmune se originan de
células madres hematopovéticas totipotenciales (Fig. 1).

El sistema inmune ha evolucionado para proteger a los organismos de las
condiciones ambientales adversas a las que han sido sometidos La razén de sery Ia
importancia del sistema inmune es el de distinguir lo propio de lo zjeno (Abbas, 1997)

Para que un organismo pueda sobrevivir se requiere de la capacidad y habilidad de
montar una respuesta inmune contra lo ajeno, diferenciidndolo de lo propio. La capacidad
de defensa gue presenta un organismo zl momento del comtacto con ofro organismo
pardsito ¢ antigeno, s la culminacién de un conjunto complejo y altamente organizado de
interacctones tanto celulares como moleculares entre el sistema inmune v el resto del

cuerpo (David v Huston, 1597).
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Fig 1. Arbol hematepoyéctice. Durame el desarrollo hematapoyético, los diferentes linajes celulares se denvan
de una misma célula madre hematopovetica fa cual tiene {a caractenstica de ser totipotencial Existen factores y
sehales que participan en la maduracion de los diferentes linajes celulares hematopovecticos generando
microambientes necesarios para la determinacion y diferenciacion de cada una de los lingjes celulares CFU=
Unidad formadora colonial, TL = Imerleucina, GM-CSF= Factor estimulador de colonias de gramulocitos

La parte celular de! sistema inmune representada por los leucocitos incluye
granulocitos, células presentadoras de antigeno (APC) v hnfocitos. El conjunto de
granulocitos, también conocidos como polimorfonucleares abarca a2 los neutréfilos, los
eosindfilos, baséfilos y masiocitos. Los neurdfilos, los monocitos y los macrdfagos son
importantes en el procesamiento de antigenos, ademas de participar en la respuesta
inflamatoria (especialmente en contra de bacterias y enfermedades relacionadas con la
activacion de algunas vias del complemento). Los macrofagos y monocitos también

participan en la respuesta wnmune adquirida, en la cual, participan junto com las
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poblaciones celulares antes mencionadas, asi como células de Langerhans, de Kupffer
(cuya funcion es encomtrar v procesar ef anticeno en la piel v en el higado,
respectivamente} y células dendriticas foliculares, que se localizan predominantemente en
tejidos linfoides v son las céiulas con mayor potencial para presentar antigeno. Toda esta
estipe celular expresa dos tipos de moléculas denominadas Complejo Mavor de
Histecompatibilidad (MHC), con dos clases clase [ v II, el cual sitve para presentar el
antigeno previamente procesado a través de mecanismos intracelulares estableciendo el
reconocimiento de los diferentes antigénos para los receptores de las células T (TCR).
Dicho complejo molecular es el encargado de presentar al antigeno, el cual fue
previamente procesado por ias APC ya sea en un contexto de MHC de clase 1 (péptidos
generados en el citosol} o de clase I (peptidos procesados en endosomas y lisosomas
derivados de endocitosis v son generalmente exdgenos) con una unién por jo general no-
covalente (Abbas, 1997, Watts, 1997, Stites. 1996). Tanto la expresion de molecuias MHC
como lz presentacién de antigenos procesados sobre éstas determina, si los linfocstos
interaccionan ¢ no CONtra sustancias U organismos extrafios (Abbas, 1997). Entonces, la
poblacion encargada de mediar la inmunidad principaimente estd representada y controlada
por los fagocitos (macréfagos v monocrtos), células dendriticas y hinfocitos (David, 1997;
Rissoan et al, 1999)
La poblacién de linfocitos se divide en tres grandes grupos: a) linfocitos T, b)
linfocitos B v ¢) células asesinas naturales o NK {del inglés. Natura] Killers) (Lewis D y

Harriman. 1996).




Los receptores de las célufas T tienen la funcién de unirse a los antigenos
procesados (en péptidos pequefios), expuestos propiamente por las células presentadoras de
antigeno {APC), como por ejemplo, los macrofagos, (Brodsky y Cuarghardi, 1551).

En el case de las células B se diferencian fenotipicamente de las células T por ta
expresién de moléculas iransmembranales en su superficie celular denominadas
inmunoglobulinas (Ig), estas, pueden unirse de manera independientemente a un antigeno
no procesado por células APC (Schartz, 1992). Estas células (aungue no son APC por
excelencia) también pueden procesar v presentar Ag en ¢l contexto de moléculas MHC.

Las céiulas NK, son un grupo celular que morfolégicamente parecen linfocitos
largos y granulares que se diferencian de los T y B porgue carecen de ¢l receptor de células
T (TCR) o IgG transmembranales respectivamente, en su lugar, presentan moléculas de
superficie como CD16 (FcvRIIL, receptor para inmunoglobulinas de la subclase 12G) y
CD36 (molécula de adicion celular-1) (Trincheri, 1989), mientras que las células T y B
tienen la capacidad de establecer una respuesta inmune clonal especifica, las células Nk
proveen una respuesta inmune no especifica directa citotéxica en contra de infecciones
virales y células tumorales. (Fearon, 1996).

La poblacién de células T dependiendo de su actividad bioldgica, ha side dividida
en dos subclases de células: células con actividad citotoxica -Te- (del inglés T cytotoxic
cell), y eélulas cooperadoras o ayudadoras -Th- (del inglés:T helper cells) Estas células
presentan marcadores de superficie caracteristicos conocidos como CD4" y CD§+ (Godfrey
v Zlotnik, 1993), éstas ultimas tienen la capacidad de reconocer y destruir células

infectadas por virus, cooperar con los hinfocitos B en la produccién de anticuerpos a través
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de ia expresion del receptor CD40L. Las células TCD4+ son responsables de funciones

cooperadoras en el control de la respuesta inmune (Seder y Le Gross, 1995).

Macrofagos

A mediados del siglo XXX e embridlogo ruso Elie Metchnikoff, haciendo
investigaciones sobre el origen del mesodermo, comenzé a dilucidar las complejas
funciones de la célula fagocitica e hizo un detallado seguimento de estas funciones a lo
largo del desarrollo embrionario asi como de ia escala filogenética. En un principio con el
fin de conocer su funcién en el desarrollo ontogénico, v después como parte de una teoria a
la que Namo “fisiologia de la inflamacion™ Sus observaciones demostraron que aunque los
fagocitos cumplen un papel muricional en animales “inferiores™, no lo hacen asi en
aquellos animales que presentan un intestino. Asi, Metchnikoff combind diversas
observaciones obtemdas de estudios en embriologia, microbiologia y patologia para crear
una nueva teoria de fa mmmunidad. En ella propone que el fagocito “la célula que come”
mantiene su funcion filogenética primordiat como defensor del organismo, y no como un
simple sistema nutncional, La hipdtesis de Metchmkoff va aun mas alla, ya que su
propostio era el de definir los mecanismos evolutivos responsables de la teoria de Darwin,
A partir de esto propone que la inmuradad es un proceso “definitorio” del organismo que se
acompaiia del subordinado proceso de la proteccion, definitorio debido a que la inmunidad
constituve ¢l mecanismo principal para definir Jo propio v diferenciarlo de fo extradic Por
lo tanio, los procesos inmunitanos mas tempranos son aquetlos que dirigen el desarrollo

cmbrienario, y solamente cuando ¢l orgamismo madura se utilizen €505 MSMOS
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mecanismos para defenderto de patogenos invasores. Metchinkoff, entonces, considera
a la célula fagocitica como la célula armonizante durante el desarrollo ya que media las
reacciones que permiten la conjuncion de elementos celulares potencialmente discordantes
(Tauber, 1994). El sistema fagocitico mononuclear constituve la segunda mayor poblacidn
del células del sistema inmune v consta de células con un ancestro comin o progenitor
mieloide que da origen a 5 lineas celulares (Fig. 1): la eritroide, que posteriormente da
origen a los ertitrocitos; la de los megacariocitos, que dan lugar a Ias plaguetas; el
progenitor de basofilos; el de eosindfilos v el progenitor Hlamado granulocito-monocito,
que da origen 1anto a neutréfilos coino a monocitos (Abbas Lichtman y Pober, 1997). Los
monocitos salen de la médula dsea y entran al torrente sanguineo. Unz vez que estos
monocitos entran a tejides, maduran v se transforman en macréfagos (Mé). Estos pueden
ser activados por una gran variedad de estimulos y pueden adquirir diferentes morfologias
Los Mo se encuentran en todos los organos v tejidos comectivos y fagocitan particulas
extrafias como microbios, macromoléculas e inciuso tejidos del propio organismo que se
encuentren lesionados o muertos (Abbas, Lichtman y Pober, 1997). Se cree que el
reconocimiento de sustancias exirafias se da por receptores de fosfolipidos v azucares, sin
embargo los reecanismos precisos aiin no se conocen. Los Md también fagocitan particufas
cubiertas con proteinas que pusden provenir de respuesias inmunes especificas ¢ inatas.
Estas células, ademas, tienen la capacidad de secretar enzimas, oxigeno reactivo y dxido
nitrico que sirven para destruir microbios v controlar la diseminacién de infecciones.
También producen citocinas que reclutan otras células, especialmente linfoeitos T CD4™ y
neutrofilos Uno de los mas importantes mductores de este lipo de respuesta es un

componente de la pared celular de las bacterias gramnegativas (Frosch et al, 1997)
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lamado endotoxina {lipopolisacarido LPS) que se une a la molécula de superficie
CD14 del Mg. Sin embargo, quizi la mas importante de las funciones de los M¢ es la
capacidad que estos tienen para presentar antigenos extrafios en su superficie de una forma
tal que este puede ser reconocido por linfocitos T especificos para ese antigeno. Al mismo
tiempo producen diferentes citocinas (especificamente 1L-6, TL-10, IL-1 e IL-12) que
modulan la proliferacion v diferenciacion de las células T (Abbas, Lichtman y Pober,
1997).
Estudios recientes en inmunologia han enfatizado en la idea de que los macrofzgos
juegan un papel critico en e} sistema inmune, tanto como reguladores de la homeostasis asi

como de células efectoras duranie una infeccion (Celada v Nathan, 1994).

Citocinas

Las citocinas son moléculas de comunicacion que juegan un papel esencial en la
interaccion célula-célula que 2 su vez es importante en el control del equilibrio del sistema
wmmune. La falla en alguna de estas citocinas generalmente desencadena desordenes
patolégeos de muchos tipos. inecluyendo vanas enfermedades inmunoinflamatorias En un
principio se crevod que los linfocitos y los monocitos eran los unicos tipos celulares que las
producian, por lo que se les denomind linfocinas y monocinas respectivamente. Sm
embarge, posteriores investigaciones demostraron que estas moléculas biologicamente
activas tenian su fuente de produccion en muchos otros tipos celulares (a excepeién de IL-
2) v por lo 1anto se les dio un nombre mas apropiado, citocinas (Gupta, 1988). Estas
moléculas ¢jercen sus funciones biologicas a través de la union con receptores especificos

en la superficie de sus células blanco. Gran parie de las ciiocinas ¥ sus receplores ya s¢
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encuentran identificados a nivel molecular. Algunos estudios con moléculas
recombinantes y sus anticuerpos han revelado que las caracteristicas de las citocinas son su
pleiotropismo funcional y su redundancia Esto debido a que en un principio se creia que
cada citocina ejercia un efecto especifico en cada célula blanco. Sin embargo este no es el
caso, de hecho, la mayoria de las citocinas presentan una gran variedad de efectos
bioldgices en diferentes tejidos y células. La IL-6 es e} gjemplo tipico de una citocina
multifuncional (Kishimoto et al, 1992; 1994). Originalmente se identificé como un factor
de diferenciacién de células B que participa en la maduracion final para la transformacion
de células B en células productoras de anticuerpos. Sin embargo, estudios subsecuentes
demostraron que no solo funciomz en el sistema inmune sino también en el
hematopoyético, enddcrino, hepatico e incluso el nervioso. Las citocinas también acitian de
una forma redundante, es decir, diferentes citocinas pueden actuar er un mismo tipo celular
para mediar efectos similares, por ejemplo. al igual que la [L-6 también 1a IL-2, IL4, IL-5,
IFN-y v varias ofras citocinas tienen la capacidad de inducir iz produccion de anticuerpos

en células B (Kishimoto et al, 1994).

Oxido nitrice.

En 1987, Furgchott e Igmarro propusieron que ¢} factor de relajamiento derivado del
endotelio (EDRF) debia ser dxido nitnco (NO} o alguna molécula refacionada con este. La
primera demostracion directa de la secrecidn de NO en células de mamiferos se observd en
el endotelio vascular donde juega un importante papel en el control del tono vascular v
agregacion plaquetaria. Desde entonces, a secrecion de NO se ha demostrado en muchos

1ej1dos, Para los inmundlogos la caracteristica mas impartante del NO es su induccién en
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células endoteliales, macréfagos, neurdfilos v hepatocitos tras la estimulacion con
TNF-o. ¢ IFN-y. Los macrofagos producen nitrito (NO,)) v nitrato (NG5} derivados de L-
arginina y su produccién s inhibida por analogos estructurales como la NC-monometil-L-
arginina (;~-NMMA) (Fig 2a). Se ha demostrado que el NO se sintetiza a partir de uno de
los atomos terminales guamdino-nitrégeno de la L-arginina. La enzima responsable de la
sintesis de NO (NO sintetasa) es citosélica, dependiente de NADPH, Entre las funciones
del NO en el sistemna inmune destacan : la actividad de ataque no-especifico contra células
tumorales mediado por IFN-v v LPS {Hibbs et al, 1987). actividad citostitica contra los
patozenos Cryptococcus neoformans v Toxoplasma gondii (Granger et al, 1986). Se ha
comprobado la importancia del NO en otras infecciones parasitarias, principalmente en la
leishmaniasis y trypanosomiasis. Los macrofagos peritonezles de ratén estimulados,
vitre, con IFN-y v en presencia de LPS, cond:ciones que promueven la produccion de NO,
son eficientes leishmanicidas, actividad gue puede ser inhibida con la adicién de ;-NMMA
(Liewy Cox, 1991}
Los mecanismos por los cuales se Heva a cabo la actividad tdxica no-especifica del
NO no estan del todo claros, sin embargo s¢ ha postulado que el NO reacciona con los
grupos Fe-S, resultando en la formacion de complejos merro-nitrosit (Fig. 2b) que causan Ja
inactivacién v degradacion de los grupos prosiéticos Fe-S de Ja aconitasa y de los
complgjos I y II de la cadena de transporte de electrones de la mitocondna.
Altemativamente, ¢l NO puede reaccionar con el radical O, para formar el anidn
peroxinitrito (ONOG™) que se protona raptdamente para formar el radical hidroxilo HO v el
radical libre estable NO. (Fiz 2c). Los radicales hidroxilo son altamente reactnos, v

pueden combinarse con casi todas las moléculas de las células vivas (Liew v Cox, 1991),
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O, NO citruiina

Simetasa

(a)

L-arginina NO-
-NMMA

S
{b) NO- + enzima [4Fe—48S] — enzima ~ \Fe/
~Ne 7 N

N=0
S =

N=0O

(¢} O, +NO-— ONOO +H* S ONGCOH
~ HO-+NO; — NO;+H*

Fig 2. La generacion del NO vy ios posibles mecanismos de su actividad microbicida (a) Sintesis del NO
catalizada por la NO sintetasa e mhibida por el analogo de la L-arginina, L-NMMA (b) El NO puede
reacgionar con grupos Fe-S formando grupes Hierro-Nitrosil inactivando 3 degradando grupos prostéticos Fe-
$ de diversas enzimas (¢} Alternatiamente e NO puede reaccionar con O, para formar HO altamente
reactivo

Prostaglandinzg £2.

Las prostaglandinas (PG) son acidos grasos poliinsaturados v oxigenados que
contienen una estructura de anillo ciclopentano, se producen por la accién que gjerce la

enzima ciclooxigenasa sobre ¢! acido araquiddnico liberade de la membrana celular. Las
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PG mas estudiadas son las pertenecienies al grupo o serie E (i.e. PGE, y PGE;). Las
PGE son sintetizadas por macrofagos, células dendriticas foliculares y fibroblastos como
producto principal del metabolismo del acido araquidonico. Las PGE pueden ser inducidas
por una pgran variedad de estimulos membranales que incluyen IL-1, TNF-a,
entrecruzamiento de receptores Fe, LPS v componentes de la cascada del complemento.
Existe la nocion de que las PG son supresores del sistema inmune, esto debido 2 que
estudios n vitro han demostrado su habilidad para inhibir la mitogénesis de las células T,
1a produccion de I1.-2 v la sintesis de anticuerpos IgM en células B. Los efectos mhibiterios
de la PGE resultan de su unién a un receptor que estimula la produccion del segundo
mensajero 3°, 57 adenosin monofosfato ciclico (cAMP). El incremento en la concentracién
de este compuesto trae consigo una importante reduccion en la actividad de ciertos eventos
celulares v humorales. Esto ha contribuido a que se cree el concepto de que la PGE es
umcamente una molécula inmunosupresora (Phipps et al, 1991).

Sin embargo, otros experimentos han demostrade que la PGE al activar a} cAMP
puede gjercer un efecto estimulante en la produccién de 1gE e 1gG1 por parte de las células
B, esto cuando sinergiza con la actividad del LPS e IL-4. Es importante considerar,
también, el efecto de estas moléculas sobre las células T. Se ha comprobade que los
agentes que mcrementan las concentraciones de ¢AMP, incluyendo la PGE,, pueden ser
utilizados como marcadores de las sefiales que llevan a Ja diferenciacion de las células Th
hacia los subtipos Th1 o Th2. Se ha visto que existe un patron de respuesta consistente” La
PGE. al igual que otros agentes que elevan los miveles de cAMP, propician un considerable
decremento ¢n la produccion de IL-2 ¢ [FN-y en células del subtipo Thl, por ¢l contrario,

no s¢ han obsen ado cfectos inhititorios de estas moléculas sobre 12 produccién de IL-4 en
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células del subtipo Th2 e inclusive se ha demostrado que las PGE junto con el cAMP
estimulan la produccion de IL-5 en estas mismas células. Se ha visto que ¢l cAMP actia
disminuyendo los niveles de! mRNA que codifica para IL-2 inhibiendo la produccién de
esta citocina, no asi con la IL-4. La PGE no solo afecta el balance de IL-2 e IL-4, también
afecta de manerz considerable la produccion de IFN-y. Esta citocina, importante para la
regulacidn de las moléculas del MHC clase II es inhibida de manera considerable por la
PGE Podemos decir entonces que el efecto neto de la PGE producida por una APC, seria
el promover la estimulacion de células Th2 productoras de L4 e IL-5 ¢ inhibir la

proliferacion de las células Th1 (Phipps et al, 1991).

Mecanismos de polarizacion de los linfocitos Th hacia una respuesta inmune de tipo

Thi o Th2

Para comprender la diferenciacion de la respuesta inmune hacia el tipo Thl o Th2
es importante comprender el papel de las células presentadoras de antigeno (pricipaimente
macréfagos v células dendriticas). asi como sus productos de secrecion y las citocinas que
participan en los mecanismos de polarizacién de los linfocitos T CD4”. Los linfocitos T
CD4” forman el grupo denominado “células colaboradoras™ (T helper-Th) debido a su
capacidad de iniciar y regular la respuesta inmune, de mediar las respuestas efectoras
antigeno-especificas asi como regular el estado de activacion de otros leucocitos
{Goodman, 1983) Los mecanismos capaces de encender, amplificar o apagar una respuesta

inmune celular, aon no han sido totalmente estudiados. En los altimos afios se ha dadoe gran
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importancia al papel que desempefian las diferentes citocinas en el desarrollo de la
respuestz inmune y en el destino de las células T CD4” virgenes que hen sido activadas por
un antigeno. Por lo anterior, Mossman y Coffman observaron que la estimulacidn
antigénica repetida en células T CD4™ mm vuro, tesultaba en el desarrollo de un patrén
especifico de citocinas que, invaniablemente, caja en uno de dos tipos de subpoblaciones de
células T. A partir de esto se concluyé que la poblacién de células T CD4" se subdivide en
los subtipos Thi o Th2 tanto por su funcién come por su perfil de produccion de citocinas
(Mossman v Coffman, 1986, 1987)

Las células del subt:ipo Thl producen altos niveles de [L-2, IFN-v, I1-18 vy
linfotoxina (TNF-$) v son responsables de la inmunidad mediada por células, asi mismo
inducen ia activacidn de macrofagos, células T CD8” citotdxicas, células NK y promueven
las reacciones de hipersensibilidad retardada (DTH).

Por otro lado las células del subtipo Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-6, [L-10 e IL-13_ son
capaces de generar ¥ mantener una respuesta inmune humoral (mediada por anticuerpos),
con proliferacion v diferenciacion de linfocitos B, produccidn de anticuerpos
(principalmente 1gG1 ¢ IgE), inmumdad de las mucosas por células cebadas, inducen la
diferenciacion v proliferacidn de eosinéfilos v facilitan ta produccion de IgA.

Una vez diferenciadas, estas dos subpoblaciones celulares se regulan negativamente
una a la otra por medio de la accidn de las dierentes citocinas que producen EI IFN-y tiene
la capacidad de mhibir la prolhiferacion de las céiulas Th2, las producciones de I1L-4 ¢ IL-10,
Iz produccion de IL-10 provenicnte de macrdfagos v el reclutamiento de eosindfilos

Mientras que 1L.-4, IL-10 e IL-13 inhiben la accién del IFN-y sobre sus células blanco e
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incluso tienen la capacidad de inhibir la produccion de IFN-y por células del subtipo

Th1 (Fiorentino et al, 1991).

En las investigaciones que se han enfocade a definir cudl es el factor determinante

para la polarizacion de las células Th hacia alguno de las subpoblaciones celulares Thi o
Th2 tras ¢l reconocimiento de un antigeno, se han hecho experimentos, tanto i vitro como
m vivp, unlizando diversos modelos de infeccion (bacterias, virus y parasitos) Todos estos
estudios coinciden en que la participaciéon de las subpoblaciones Tht y Th2 son
fundamentales para el resuitado finral de wna infeccion. $in embargo, el mecanismo
mediante el cual una célula T CD4” se diferencia hacia el tipo Thi o Th2 tras el estimulo
antigénico, no es aun del todo conocido. Se ha propuesto que las caracteristicas genéticas
de] individuo como ¢l complejo mavor de histocompatibilidad (MHC), estan mvolucrados
en la diferencizci6n de estas células (Lindsay v Vijay, 1996, Murray, 1998), sin embargo,
existen otros factores que pudieran :nfluir de manera importante en la polarizacién de la
respuesta mmune’

* Natoraleza del antigeno: A finales de los ochentas se empezaron a realizar estudios
enfocados a analizar el papel de la estructura del antigenc en Ja generacidn de
diferentes respuestas inmunes que generaran resistencia o susceptibilidad. Uno de los
primeros trzbajos donde se usaron péptidos modificados, fue en el modelo murino de
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), en el cual se ha rteconocido
universalmente como células autopatogénicas a las células Thl. Los experimentos
descritos en cste modelo demuestran que el pépudo de miehna basica Ac 1-11 (MBP
Acl-1T), gue gencra la encefalomiclitis, es capaz de proteger contra {a enfermedad con

¢l cambio de un solo residue de aminoicido (Wraith et al, 1989) En su momento se
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creyo que este efecto se debia a un bloqueo del MHC, pero subsecuentes analisis
demostraron que este no era el caso para todos los péptidos (Smilek et al, 1991;
Wauben et al, 1989). La identificacidn de diferentes antigenos modificados, los cuales,
antagonizan (De Magisiris et al, 1992), anergizan (Sloan et al, 1993} o parcialmente
activan (Evaveld, 1991} clonas de células T, sugiere que probablemente haya una cierta
habilidad de estos antigenos para afectar la diferenciacion de células T hacia uno de los
dos subtipos celulares. Esto fue comprobade de forma parcial usande amigenos
modificados con diferentes afimdades por las moléculas del MHC; en estos
experimentos se modificaban residuos que afectaban la umidn al MHC, pero se
conservaban aquellos que interactuaban con el recepior de Jas células T (TCR). Los
resultados demostraron que la inmunizacion con péptidos de baja afinidad inducian una
respuesta inmune caracterizada por la produccién de citocinas tipo Th2, mientras que el
uso de ligandos de alta afinidad incrementaba la produccion de IFN-y m vive (Kumar et
al, 1995} En un estudio analogo se encontro que los péptidos de baja afinidad inducian
un incremento en [a concentracion de anticuerpos tipo 1eG1 (Th2) v que Jos ligandos de
altz afinidad inducian mavor concentracién de anticuerpos 1gG2a (Thl) (Chaturved,
1996). Parece ser que la manipulacion del nivel de unién de un complejo péptide-MHC
reconocido por células T puede nfluir en el fenotipo de las segundas, Existen mas
trabzjos {Constaant, 1995; Hosken, 1995, Nicholson, 1993) que apoyan que la
polarizacidn de la respuesta mmune hacia los 1zpos Thl o Th2 esta mediada por el tipo
de antigeno, independientemente de que estas repuestas sean o ne protecloras (Scoit,

1991).




* Via de entrada del antigeno: Desde Tos afios ochenta ya se mencionaba que la via
de exposicion al antigeno en el hospedero era un factor determinante de la severidad y
el curso que tomaban algunas infecciones (Van den Eertweg et al, 1992). Un claro
eremplo de esto se encuentra en el trabajo de Nabors v colaboradores en 1995, donde se
reporta que [a leishmaniasis varia en su severidad si e] parasito es inoclado a nivel del
cojinete plantar, por via nasal, dtica o en diferentes zonas de! abdomen Iniciaimente,
este se tratd de explicar considerando ciertas variables del sitio como som: la
temperatura local de la piel, la microvasculatura linfatica o la distribucién de las
téhulas de Langerhans. Sin embargo en un trabajo posterior se demostro ta influencia
del sitio de inoculacién de un pardsito (Lershmama major) sobre el tipo de respuesta
montada Se comprobé que los ratones F1 (BALB/c x C57BL/6) que eran inoculados en
la piel dorsal desarrollaban una enfermedad progresiva con una respuesta 1ipo Th2,
mientras que los inoculados en el cofinete plantar sanaban y presentaban una respuesta
tipo Thl, la cudl se sabe. es requerida para )a reststencia en contra de este parasito. Por
otro lado, recientemente, se ha dado gran importancia al lugar en que se aloja el
patdgeno, asi, de los trabajos reahzados con infecciones parasitarias se ha llegado a
concluir que para algunos agentes infecciosos, fundamentalmente virus v parasitos
intracelulares como Leshmama major (Reiner et al, 1994), Afvcobacterium
tubercudosts (Martin, 1995), Plasmodmm sp (Stevenson y Tam, 1993), la respuesta
inmune dependieme de Thi provee proteccion (Gessnar et al, 1993; Miralles et al,
1694; Kemp et al, 1993}, en tanto una respuesta inmune mediada por Th2 es ineficiente
v en ocasiones hasta facihiadora {Pearce, 1995). Por ¢l contrario. otras infecciones,

fundamentalmente aquellas causadas por bacterias y algunos parasitos extracelulares,
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principalmente helmintos intraintestinales como Trickuris muris (Else v Grencis,
1991), Trichinella spiralis (Grencis et al, 1991; Pond et al, 1989) y Necaror americanus
(Pritchard, 1995) una respuesta dependiente de Th2 es capaz de establecer proteccion.
Todo parece indicar, entonces, que la polarizacion de la respuesta inmune hacia los
tipos Thl o Th2 se ve influida tanto por la via de entradz como por el alojamiento del
antigeno.

Dosis administrada del antigeno: Desde hace aproximadamente 20 afios se sabe que la
dosis de antigeno que reta 2 un organismo puede determinar la clase de respuesta
inmune, ya sea hacia una inmunidad celular o humoral Estudios mas recientes sugieren
que diferentes células T CD4" efectoras pueden producir diferentes citocrnas
dependiendo de 1a dosis de antigeno usada Se ha observado que dosis bajas promueven
la respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) al estimular €] desarrollo de células
Thi, mientras que dosis altas inducen la produccién de anticuerpos debido a un
incremento en Iz produccidn de citocinas tipo Th2 (Bancroft et al, 1994). Un ejemplo
se abserva con la disminucidn de la sensibilidad de ratones BALR/C a L. major tras una
Inyeccion Imicial con un pequefio pumero de pardsitos. Estos ratones resultaron
Tesistentes a pequedios indculos de L. major. pero ademés tamén fueron resistentes
cuando se les retd 4 meses después con dosis de pardsitos que normmalmente serian
letales Estos ratones desarrollaron una inmumidad mediada por células caracterizada
por un predomimo de IFN-v. v no una respuesta de [L-4, la cudl se monta normalmente
ante esle parasito (Bretscher, 1992). En posteriores experimentos se observé que una
cepa de ratones (BALB/K) que normalmente monia una respuesta tipo Th2 que provee

resistencia en comtra de T2 muris se puede \olver susceptible @ se le infecta con dosts
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bajas de este parasito (< 40 huevos). En este caso se registré una baja produccién de
citocinas del tipo Th2 (IL4, IL-5 e IL-9) v una elevada produccién del tipo Th1 (IFN-y)
(Bancroft et al, 1994} que en estudios previos se habia asociado a la susceptibilidad. En
ambos casos se cree que [as bases inmunoldgicas que explican el fendmeno estin
relacionadas a una dramatica alteraciéon en la respuesta de las células T CD4*
directamente dependiente de la dosis de antigeno. En los dos casos se involucraban
antigenos complejos, por lo que se podria asociar la presencia de diferentes péptidos,
cuvas densidades virarian segin la dosts de antigeno administrada, a las alteraciones en
el tipo de respuesta. Esta serie de observaciones concuerdan con otras que afirman que
el nivel de activacion de las células presentadoras de antigeno influye en el fenotipo
que desarrollan fas células T CD4™ (Nicholsen ¥ Kuchroo, 1996). Asi, tenemos que a
bajas dosts de antigeno, se promuee el incremento dz la subpoblacion de células Thl
mientras que a dosis altas aumentan las Th2

Crouicidad del estimulo. Existen algunas evidencias en enfermedades y/o infecciones
crénicas de que un estimulo persistente contribuve al cambio de una respuesta tipo Thl
a una de tipo Th2 {Gorezyns, 1995) En el caso de las infecciones parasitarias existen
algunos ejemplos, como es el de la infeccion munna por Brugia malavi, en 1a cual se ha
reportado que durante las dos primeras semanas después de la inoculacion del parasito
se presenta un perfll de citocinas tipo Thl (altos niveles de IFN-v), pero después de 21
dias se da un incremento significativo en la produccién de 1.4 e IL-5 con una clara
disminucion del {FN-v, la cudl es dependiente de 1L-10 (Pearlman, 1993} Otro ¢laro
¢jemplo se observa en el modele experrmental murino de cisticercosis, donde también
s¢ ha observado un cambio secuencizl de wna respuesta Thl a una respuesta Th2
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conforme avanza la infeccion (Terrazas et al, 1998). En ambos casos queda claro que
la cromicidad del estimulo promueve el cambio de una respuesta a 1z otra.
Microambiente de citocinas: Actualmente existe un consenso general que reconoce
gue ¢l principal estimulo para Iz polarizacién de la respuesta inmune hacia Thl o Th2
son las citocinas, por si mismas determinan la diferenciacion de las células T virgenes v
probablemente de memoria. Aungue son varas ia citocinas que intervienen en la
Tespuesta inmune, s¢ ha observade que tanto parz ratones come para humanos la
presencia de la [L-12, la cual es sintetizada principalmente por células presentadoras de
antigeno, como macrofagos monocitos y células dendriticas (Magram et al, 1994),
promueve la diferenciacion de las células ThO hacia Thl pues induce la secrecion de
IFN-y en c€lulas T activadas. Mientras que Ja presencia de [L-4 induce la diferenciacion
hacia el subtipo Th? (Afonso et al, 1994), va que regula de manera negativa la
tespuesta Thl de manera indirecta, dado que afecta la funcién de las células
presentadoras de antigeno (Pearlman, 1993). Tanto la IL-12 como la IL-4, parecen ser
las citocinas mas importantes que regulan la diferenciacion  hacia alguno de los
subtipos celulares cuando se encuentran presentes en las elapas tempranas de una
respuesta inmune (Micholson » Kuchroo, 1996).

Las células presentadoras de antigeno (CPA). Gajewsky y colaboradores (1991)
publicaron evidencias que afirman que la proliferacidn de los tipos celulares Th] 1 Th2
se ve mfluenciada por el tipo de células que les presentan el antigeno. Asi, clonas de
céluias Thl v Th2 especificas para ovoalbimina (OVA) proliferan diferencialmente
segan el tipo de CPA Los resultados obtenidos demostraron que las células adherentes

imacrofagos v células dendriticas) inducenr cficientemente la proliferacion de células
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Thl pero no de las Th2. Por oo lado, los linfocites B tienden z inducir la
proliferacion de las células Th? pero no la de las Thi. Aim no se tiene una explicacién
completa de esto, sin embargo existe la posibilidad de que las diferentes CPA expresen
cofactores especializados necesarios para la éptima proliferacion de un tipo celular,
pero no para ¢l otro. Es decir que Thi y Th2 tienen distimios requerimientos para
reconocer la sefial de proliferacion provista por las diferentes CPA.

Recientemente, se ha observado que ias células dendriticas constituven una
importante poblacién de CPA. gue influye de manera definitiva en la polarizacion
inicial de Jas subpoblaciones de linfocitos T CD4™. a partir de estas cbservaciones se
han esiablecido dos poblaciones de células dendriticas dependiendo del tipo de
respuesia que inducen, a estas subpoblaciones se les ha denominade DC1 y DC2, las
cuales, polarizan a la respuesta inmune hacia Thl y Th2 respectivamente (Rissoan et
al, 1999).

Modulacidn de los receptores celulares: Se ha propuesto que otro factor importante en
la polarizacién de la respuesta inmune radica en moléculas coestimuladoras, que son
capaces de completar el estimulo de las células T. en conjunto con el reconocimiento
de un antigeno unido al MHC de la CPA. Diversos estudios sugieren que en ciertos
modelos de enfermedades autornmunes el blequeo de B7-1 v B7-2 puede afectar el
curso de la enfermedad (Kuchroo et al, 1995; Racke et al, 1995 Lenschow et al, 1995),
esto es apovado por otros estudios que sugieren que ei bloqueo de meléculas como
CD4, CD30 y CD2 afecta el fenotipo de las células Th y por lo tanto también la
susceptibilidad a nfecciones Otra hipotesis proponce que la diferenciacion de una

c¢lula ThO hacia Th] o Th2 depende de manera importante de la mowilizacion de caicio
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{Ca™") intracelular. Comparando clonas del subtipo Th! con otras Th2, demostraron
que las células Th2 no acoplan Ca®* de manera “aleatoria”, mientras gue las Thi si lo
hacen (Gajewsky et al, 1990, 1994). En posteriores experimentos se demostré que a
pesar de que todas Jas células ThO estin acopladas a la via del Ca™, solo las que se
encuventran en condiciones generadoras de Thi son capaces de amplificar esta via de
sefializacién, mientras que las que se someten a condiciones del tipo Th2 pierden

selectivamente la habilidad para usarla (Sloan-Lancaster et al, 1993),

Moléculas coestimuladoras B7-1 v B7-2

El reconocimiento del antigeno por las células Th requiere de la presencia de
células presentadoras de antigeno (CPA). Esto debido al hecho de que las céhulas T no
tienen lz capacidad de reacciopar contra antigenos (Ag) procedentes de proteina intacta,
solo recopocen aquellos que havan sido procesados v expuestos en la superficie de las
CPA Esta presentacién requiere de la presencia de pequefios péptides unidos al Complejo
Mayor de Histocompatibalidad (MHC), la interaccion del complejo MHC/Ag con el
receptor de las células T (TCR/CD3) constituye la inica forma en que las células T pueden
reconocer antigenos. La interaccidn entre el complejo TCR/CD3 v el complejo MHC/Ag en
la CPA constituve una estructura que genera unz sefial de activacion para las células T. Sin
embargo, la interaccion entre el complejo MHC/Ag en la CPA y el TCR CD4/CDS8 en la
célula T no cs suficiente para generar una activacion completa de la céiula {June, 1994),
para que la scial sea completa se requiere de moléculas coestimuladoras en la CPA que
mteractien con sus ligandos cn la superficie de la célula T Dos de las moléculas

coestimuladoras mas conocidas y estudiadas son B7-1 (CDSOY y B7-2 (CD86) que se
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encueniran en l2 membrana de las CPA y estén directamente relacionadas con la
segunda sefial que requiere Ia célula T para su activacion (Harding, 1992). Esta serie de
sefiales activadoras se dan por medic de la ruta Ca™ ciclofilina‘calcineurina y esta mediada
por tirosin cinasas (PTK's) asociadas a receptores (P56I"TE y P59%) ¢ incluye a: proteinas
asociadas al complejo TCR/CD3-CD4 (ZAP-70 v SHC): proteinas asociadas {pl20/130) al
dominio 2 {SH2} de las PTK’s y proteinas asociadas (P! 3-cinesa) al domimo 3 de las
PTK’s (SH3). Esta ruta resulta en la activacién de las PTK's que fosforilan al motrvo
CD28,nmyr (Rudd et al, 1994). Esta sefializacion induce Ia estabilizacion del mRNA de
varias hinfocinas seguida por un incremento en la transcripeidn (Fraser et al, 1991). Esta
activacion esta dada por la union de CD28 al dominio SH2 de la subunidad p85 de ia PI 3-
cinasa por medio de su motivo citoplasmico pFAXM previamente fosforilado mediante la
activacion del complejo TCR/CD3-CD4. Esta union de CD28 induce el reclutamiento de PI
3-cinasa ¥ da como resultado la produccién de IL-2 asi como la activacién de la sintesis de
DNA (Rudd et al, 1994).

Las moléculas B7-1 y B7-2 son mmembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas (1g) y estan compuestas por un dominio sencillo del tipo V de Ig v otro
dominio sencille del tipo C2 de Ig, ambos extracelulares, La comparacién entre las
secuencias de aminoacidos demuestra una relacion distante entre B7-1 \ B7-2, sin embargo
se sabe que existen algunas similitudes a nivel estructural EI cDNA de B7-2 en raton fue
aislado, y aparentz estar intimamente relacionado con su homdlogo en humanos, esta
homelogia se presenta principalmente en los domimios tipo Ig. y existe poca similitud en
los dominios citoplasmicos, lo cudl sugiere que las proteinas B7 no tienen una imporante

funcion de transduccidn de sehales, simo que acllan unicamente como ligandos En un
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principio se pensoé que B7-1 era un recepior que se expresaba solamente en células B,
sin embargo, estudios mas recientes indican que tanto B7-1 como B7-2 se expresan
también en macréfagos/monocitos, células dendriticas v linfocitos T activados. Se ha
demostrado también que las citocinas juegan un papel fimdamental en la expresion de las
moléculas B7, parece ser que IL-2 e [L-4 promueven la expresion de B7-1 en células B
estimuladas mientras que I1 -7 induce su expresién en células T (June et al, 1994). Por otro
lado se ha propuesio que el IFN-yinduce el aumento de la expresion de B7-2 en
macrofagos de médula dsea mfectados m virro con Trypanosoma cruzi (Frosch et al, 19971

Estas moléculas expresadas sobre la superficie de las CPA se unen a CD28§ yio
CTLA-4 en células T (June ez al, 1994, Lenschow et al, 1996), cuando esta interaccion se
presenta induce la activacion de las células T, sin embargo si la interaccion no se da el
resultado es la anergia y/o apoptosis de las ¢élulas T (June et al, 1994)

Por otro lado, las moléculas CD28 » CTLA-4 pertenecen z la familiz de genes
CD28 y muestrar un 31% de :dentidad entre ¢1las a nivel de la secuencia de aminoacidos,
ambas presentan dominios extracelulares del tipo V de Ig, un dommio transmembranal y un
domunio intracelular altamente conservado. Se ha probado que CD28 se expresa en todas
las celulas T, va sea en reposo o activadas, mientras que CTLA-4 solo se ha identificado en
células T activadas A pesar de Ia marcada similitud entre los domnios intracelulares de
CD28 y CTLA-4, aun no se ha establecido el papel funcional de CTLA-4. Se ha sugerido
que l2 unidn de su ligando provoca la inhibicién de sefiales megativas induciendo el
aumcnto de Jas proliferacion de las células T (June et al, 1994).

Como va se menciond anteriormente. es necesario que haya otras sefiales para que

se de uma corrccta activacion de las células T, entre estas destacan las moléculas
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coestimuladoras v las sebales inducidas por las citocimas que producen las CPA
Deniro de este coniexto, los Mé juegan un papel fundamental como fuente de citocinas
tempranas con capacidad de modificar de manera importante ¢l subsecuente desarrollo de
la respuesta inmune En particular, las citocinas presentes durante la diferenciacion de las
células T influven en la capacidad de los linfocitos Th para diferenciarse hacia Thi o Th2
Los Mp, al ser estimulados, pueden producir citocinas que afecten directamente esta
diferenciacion, ya que son una fuente muy importante de IL-6, I-10 e IL-12 Se sabe que ia
IL-12 se produce rdpidamente después de una mmfeccion, probablemente como respuesta
directa al contacto de la célula fapocitica con el patdgeno (bacteria, parasito, toxina, efc... )
influyendo de esta forma sobre el desarrolio posterior de la respuesta inmune. Otra citoctna
que es producida en grandes cantidades por ios M¢ es la IL-6. Ia cudl ha sido recientemente
mvolucrada er los proceses de diferenciacion de los linfocitos ThO hacia Th2 (Rincén et al,
1997). Por otro lado la IL-1Q se caractenza por ser una citocina autorreguladora de la
actividad del Mo aunque es probable que también participe en mecamsmos de tegulacion
de otras células inmumtanas: recientemente se ha descrite que la IL-10 puede inhibir la
produceion de IL-12, gjerciendo, por lo tanio, una accion autocnna sobre el mismo M.

Por otro lado, los Mg, como células presentadoras de antipeno, tienen una
mfluencia sobre ef desarrollo de la respuesta inmune, no solo por las citocinas producidas
en respuesta a un estimulo, sino también por las moléculas coestimuladoras (B7-1 y B7-2)
que expresan en su superficie. Recientemente, se ha desatado un gran auge en el estudio de
las interacciones entre estas moléculas v sus ligandos CD28/CTLA-4 en células T, esto
debido a que s¢ ha demostrado que estas moléculas mmfiuven cualitativamente en la
diferenciacion de las celulas T CD4” por ser determinantes en el grado de activacion de
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esfas, v cuantitativamente por su infivencia en el perfil de citocinas producidas por los
linfocitos Th una vez que han sido activados. Los resultades, en general, resultan
conradictonos en cuanto a lg importancia de estas moléculas en el desarrolle de una
respuesta inmune tipo Th1 o Th2 . Se ha demostrado que la repetida estimulacion de CD28
induce el desarrollo de una respuesta tipo Th2 (King et al, 1995) Demtro de este contexto,
varios expenimentos que han analizado z participacion de B7-1 y B7-2 en la polarizacion
de la respuesta inmune arrojan también datos comtradictorios. Vanos grupos de
investigacién han sugerido que el blequeo de B7-1 promueve la diferenciacion de la
respuesta mmmune hacia Th2 en 12 encefalomielitis autoinmune experimental {(Nicholson vy
Kuchreo, 1996) disminuyendo la intensidad de la enfermedad, también se ha propuesto que
¢} bloqueo de esta moiécula mhibe significativamente la proliferacion de ias células Th en
general (Agrewala et al, 1998). Por el contrario, en ¢l modele muring experimental de
diabetes autoinmune, el bloqueo de B7-2 induce la proteccion que es mediada por una
respuesta tipo Th2, mientras que ¢l bloqueo de fa interaccion de B7-1 con su ligando
aurnemta ja intensidad de la enfermedad que es mediada por una respuesta tipo Thl
{Lenschow et al, 1996). En enfermedades alérgicas el bloqueo de B7-2 con un anticuerpo
monoclanal inhibe el desarrollo de una respuesta tipo Th2 (Keane-Myers et al, 1998) Por
otro lado en rawnes infectados por nematodos el blogueo de B7-1 o B7-2 no modifica el
desarrollo de 12 respuestz inmune (Greenwald et al, 1997).
Se ha sugendo que la sobre expresién de B7-2 precede a la expresion de B7-1 en
linfocitos B v células dendriticas w1 vurro, en realidad no hay muches trabajes que se hayan
abocado a estudiar la expresion de estas molécutas de membrana en CPA profesionales

durante el desarrollo de una respuesta inmune 77 vivo {Gause et al, 1998).



El desempefio de estas moiéculas coestimuladoras en la polarizacion de la
respuesta inmune ha sido estudiado en sistemas que presentan ambos tipos de respusstas
(Thi/Th2) a io largo de la enfermedad v no se ha enfatizado en los cambios de distintos
factores que podrian influir en la polanizacion de la respuestz v que también podrian
wnfluenciar la sobreexpresion de alguna de estas moléculas. Como sabemos, en el modelo
murino de cisticercosis se desarrollan respuestas altamente polanzadas (Terrazas et al,
1998), este fendmeno favorece el estudio de las molécuias B7-1 v B7-2 duranie el
desarrollo de la respuesta inmune; esto resulta de gran importancia, ya que hasta la fecha
no hay mvestigaciones que hayan examinado la cinética de expresion de B7-1 y B7-2
durante la transicion de un tipo de respuesta a otra iz vive. Los trabajos que existen sobre
alteraciones de la expresion de estas moléculas en aigunas enfermedades infecciosas han
sido realizados m vitro v su efecto sobre ia respuesta inmune no ha sido estudiade (Frosch

et al, 1997; Veccharelh et al, 1998).
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MODELO EXPERIMENTAL

Taenia crassiceps

La cisticercosis es una enfermedad causada por el estadio iarval de los céstodos de
la familia Taeniidae que afecta a muchos mamiferos, que actian como hospederos
intermediarios, incluyendo al hombre. Los hospederos intermediarios adquieren las larvas
{cistcercos) por la ingesta de huevos infecciosos procedentes def céstodo adulto (Villa ¥
Kuhn, 1996)

La cisticercosts por Tuema solusm representa un problema socioeconémice y de
salud publica importante en Latincemérica. Asiz y Africa (Mahajan, 1982). En México, al
igual que en otros paises en vias de desarrollo, las condiciones que favorecen su desarrolio
estan presemes de manera permanente, mas del 40% de la carne de puerco que se consume
€n nuestro pais proviene de sitios donde las condiciones de higiene son muy pobres, las
inspecciones madecuadas y donde las costumbres msalubres prevalecen (Mazdn-Rubio,
1991; Valdez et al, 1994) El ciclo de vida de este pardsito incluye una etapa larval que
puede desarrollarse tanto en el cerdo como en el hombre v el ciclo se completa cuando el
hombre ingiers carne de puerco infectada Por lo tante, la cisticercosis porcina, es
indispensable para mantener el ciclo de vida. Esto, ofrece la postbilidad de interferir con
este ciclo modificando la prevalencia de la cisticercosis porcmna por medio de la
vacunacion (Valdez et al, 1994),

En las investigaciones enfocadas a reconocer jos mecanismos inmunes de la cisncercosis se

usa como modeio de nvesugacion, ta cisticercosis experimental murina por fuemw
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crassiceps. El valor de este sistemz se observa en la reactividad antigénica cruzada
entre ambos céstodos (Ramos-Kuri et al, 1992}, en el hecho de que los dos ciclos de vida
son muy similares y la alta taza de crecimiento de este parasito en la cavidad penioneal de
los ratones (Larralde et al., 1988, 1989).

Este modelo ha sido utilizado en el laboratorio va que en el se puede estudiar la
participacion de factores inmunoldgicos, genéticos v sexuales asociados a lz resistencia v
susceptibilidad. Esie modelo ha stdo muy itil para el esiudio de importantes factores
biolégicos asociados al desarrolio de la infeccion por T.crassiceps, tales como la expresion
del MHC (Fragoso et al, 1998) o el microambiente hormonal existente durante la mfeccion
(Terrazas et al, 1994; Larralde et al. 1995)

En este caso ef modelo experimental murino de cisticercosis por T. crassiceps fue
utilizado no solo por su facilidad de manejo v alta similitud con la infeccion por cisticercos
de T. solrum, sino también por el hecho de que esta infeccion presenta durante sus etapas
tempranas una respuesta mmmune transitoria del tipo Thi (caracterizada por alios niveles de
IL-2, IFN-y y anticuerpos del upo lgG2a) asociada a una baja taza de reproduccién det
parasito. Conforme Ja infeccion avanza, esta respuesia se va convirtiendo en una respuesta
tipo Th2? mas permanente y enérgica {caracterizada por altos miveles de IL-4, IL-6, IL-10. v
anticuerpos 1gG2b ¢ 12G1) que se asociz con una inmunosupresion generalizada y un
mcremento en la taza de reproduccion del pardsito {Terrazas et al, 1998} El ciclo de vida

de T. crassiceps de muestra en la figura 3
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Fig 3 Se muestra el ciclo de vida natural de 7. crassiceps asi como la forma de generar ia infeccion
experimental en el laboratorio El paresito es un Platyhelminto cuyo estadio adulto se da en el intestino de ia
ZOIT4 TOJA europea y norteamencana Los huevecillos son producidos en el intestino y liberados al medio en ias
heces fecaies, los roedores adquieren la infeccion por medio de Iz ingesta En elios se desarrolia Ja etapa larval
(Cysncercuy longicolhs) o aisticerco que se reproduce asexualmente por gemacion El ciclo se cierra cuando el
ra16m es consumide nuevamenie por una zorra (Brusca y Brusca, 1990, Toledo, 1997). Este parasito puede ser
utilizado con fines expenmentales ya que puede mantenerse facilmente en diferentes cepas de ratones por pases
intraperitoneales (i p } usando cisticercos de tamafio menor 2 2mm, s gemas, provenientes de ralopes con
menos de 3 meses de infeccion
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JUST

Se ha comprobado tanto in vitro
ambiemnte de citocinas tipo Thl o Th2 fa
virgenes hacia alguno de los dos subtip
imporianie considerar que las citocinas -
diferenciadas y total o parcialmente activ:
produccién diferencial de estas crtocin
Actualmente se sabe que algunos factores
PGEZ2. que son producidos por las CPA, st
de las céinlas ThO hacia Thi o Th2, sin em
pricticamente desconocidos,

Si consideramos que aigunos de lo:
polanzacion de fa respuesta son derivado
células presentadoras de antigeno, especifl
de inicio v mantemmiento de la expresn
caracteristicas de las respuestas tipo Thl o

Existen antecedentes que apovan la
de la membrana de los macréfagos suffe
dependiendo del estado de activactén de
modificaciones podrian ser uno de los
mduccion de la polarizacion de la respue

1997 Keane-Myers ¢t al, 1998)



Por lo amerior, resulta interesante estudiar la participacion de los macréfagos
en los mecanismos de regulacién ¢ induccién de la polarizacién de la respuestz inmupe en
una infeceién parasitaria.

Debide a que el modelo murino de cisticercosis por T crassiceps presenta una
respuesta altamente polarizada que en un principio se caractenza por ser del tipo Thl y
conforme la infeccion se hace crénica se comvierte en unaz tespuesta upe Th2, resuha
atractivo el estudio de las modi—ﬁcamones tanto de las moiéculas de membrana como de
otros productos generados por macréfagos en el desarrollo de la estimulacion antigénica v

la polanzacién de las células T CD4" hacia Thl v Th2.



OBJETIVOS

General

Determinar v analizar lz importancia de los cambios en el estado de activacion de fos
macrofagos, en la polarizacion de la respuesta inmune de Thl a Th? en una infeccion

por cisticercos de 7. crassiceps

Particulares

*

Determinar la produccion de factores solubles (IL-6, IL-12, PGE2 y NQ), secretados
por macréfagos peritoneales obtenidos en diferentes tiempos de infeccion v

relacionarlos con la carga parasitana

Anahizar 1a expresion de moléculas coestimuladoras de membrana (B7-1 y B7-2) en

macrofagos a diferentes tiempos de infeccion

Determinar la capacidad general de los macrofagos con diferentes estados de activacion

para estimular la activacion de los linfocitos T CD4™.



HIPOTESIS

Debido a que la activacion de los hofocitos ThO es resultade directo de la
interaccidn de estos con células presentadoras de antigeno (CPA), las modificaciones que
las CPA puedan sufrir como resultado de una infeccién crénica (huperestimutacion) podrian
Jugar un papel importanie en los mecanismos de polarizacion que determinan el tipo de

respuesta Inmune que ha de desarrollarse durante unz infeccidn crémca.
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METODOLOGIA

Animales. S¢ utilizaron ratones BALB/c hembras (susceptibles a T, crassiceps) de 6-3

semanas de edad.

Pardsitos. Se utilizo el modele experimental murino de Taema crass:ceps, cepa ORF
(crecimiento rapido), los cuales han side mantenidos por pases sucesivos en ratones

BALB/c por inyecciones intraperfioneales

Infeccién por I. crassiceps. Los ratones fueron imoculados con 15 cisticercos de T
crassiceps por via intrapentoneal (1.p.) con jennga de Iml para insulina v usando como
vehiculo 0.3-0.4 ml de PBS. Colateralmente a los grupos de ratones infectados, como
controles se usaron ratones sanos de la mismz edad v mantenidos en las mismas

condicrones del bioterio,

Obtenciér de macréfagos peritoneales. Los macrofagos se obtuvieron de la cavidad
peritoneal de ratones sanos y con 2, 4. 6, 8 y 12 semanas de infeccion por el cisticerco de 7.
crassiceps. Brevemente, a los animales sanos se ies mocularon i.p.3 ml de medio de
tioghcolato al 3%, esténl. para inducir Ja migracién de macréfagos hacia la cavidad
pentoneal, 4 dias mas tarde fueron sacrificados por dislocacion cervical. Se les invectaron
1 p.5 m{ de solucién de Hank's {Vitro) estéri] fria, se procedid a la extraccion de las células
con una jennga en condiciones de estenilidad, Estas célufas se lavaron dos veces con
solucion de Hank's v se lisaron los eritrocitos con un chogue osmoético inducido con NH.CI

esténl. Las células se contaron y s ajustaron: a 1x10° cels./ml, postenormente se sembré 1

4/



ml de esta suspensidn celular en placas de 24 pozos {para medir citocinas) {Costar) y de 96
pozos {para medir proliferacion) (Costar), se incubaron 2 horas a 37°C vy 5% de CO,,
transcurridas, se lavaron los cultivos con medio RPMI-1640 (Vitro) suplementado con 10%
de suero fetal bovino, 100 pug/ml de estreptomicina, 1% de aminoacidos esenciaies, 25 mM
de buffer Hepes y 0.5% de glutamina (Todo Gibco-BRL) para eliminar las células no
adherentes. Se comprobd que las células adherentes se constituian en un 90% por
macréfagos de acuerdo con la tincion de esterasa especifica.

Los macrofagos de los animales infectados se obtuvieron de la forma anteriormeme
descrita, solo que para estos o se utilizd ¢l medio de tioglicolato debido a que la misma

presencia de cisticercos induce la migracion de los macrofagos.

Deteccion de moléculas de membrana en macrofagos.

¢ Deteccidn de B7-1 y B7-2 por FACS. Se analizé por citometria de flujo 1a presenciz de
las moléculas coestimuladoras de membrana B7-1 v B7-2 en ios macréfagos
pentoneales de los animales sanos asi como de los ratones con 2, 4, ¢, v 8 semanas de
infeccion  Estos macrofagos se obtuvieron v ajustaron como se¢ menciond antes, se
sembraron en placas de 24 pozos (Costar) se incubaron toda la noche a 37°C y 5% de
CO,, postenormente fueron retirados con un gendarme de plastico y se procesaron para
su andlisis por FACS. Se utilizaron anticuerpos monoclonales ant B7-1 v ann B7-2 IgG
de rata anti-ratén (Pharmingen) de acuerdo z las especificaciones de Jos productores
Como segundo anticuerpo se utihizod anti-IgG de rata marcado con FITC (Sigma), este

ultimo sirvié como control de pegado inespecifico, en Ja ausencia del primer anticuerpo



Obtencién de linfocitos de bazo, Se utilizargn ratones sanos (st infeccion) los cuales
fueron inmunizados i.p. con 100 pg/mi de XLH 3 veces en 3 semanas (las primeras dos
inmunizaciones se hicieron con adyuvante de Freund -Gibeo BRL- 1:2 para potenciar el
efecto, la tercera se hizo con PBS como vehiculo) antes de ser sacrificados por dislocacion
cervical. En condiciones de esterilidad se obtuvo el bazo de los animales. Las células se
obtuvieron por perfusion, inyectando 5 mi de solucién de Hank's fria a través del bazo, los
eritrocitos se eliminaren por chogue osmético inducido por NH.Cl durante 3 minutos. Las
células se resuspendieron en 1 ml de medio RPME-1640 suplementado Se deterrmuné el
nimero total v la viabilidad celular por exclusion del colorante vital azul tnpano en camare

de Neubauer para posteriormente separar Ja fraccion de células T CD4™.

Obtencién de Tas células T CD4", A partir de las células obtenidas de bazo se procedié a
separar las células T CD4” de la siguiente manera Se determind el nlimero total de células
en la cdmara de Neubauer y se lavaron con buffer de separacion (PBS-BSA 3% y 2mM de
EDTA}. Cada 1x10’ células se resuspendieron en 90 pi de buffer de separacién frio y se
agregaron 10 u de anticuerpos anti-CD4 ™ unidos a microesferas magnéticas (MACS-CD4™)
y se incubaron de 15 a 20 mnutos a 4°C. Se lavaron nuevamente con 10 veces su volumen,
Se desechd el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 500 ul de buffer de separacion.
Inmediatamente después se pasé la suspensién celular por una cotumna sobre un separador
magnético (VanoMACS). en donde se pegaron las células positivas CD4", se dejaron eluir
las c€lulas negativas Antes de que terminara de cluir, se agregaron 500 ui de buffer de
separzacion frio. Se repiid la operacion 2 veces. Se quitd la columna del campo magnético v

se colectaron las celulas en un twbo esténl agregando 500 pl de buffer de separacion. Se
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centrifugaron las células 2 2500 rpm y se resuspendieron er 1 ml de medio RPMI-1640.
Finalmente se ajustaron a 1x10° ceis/ml. Una alicuota s apartd para determinar la pureza
de las CD4" por medic de un ensayo de inmunofluorescencia (FACS) con anticuerpo anti-

CD4™ marcado con FITC. Obteniendose alrededor de 90% de céiulas CD4™,

Linfoproliferacién in vitro de células T CD4", De la fraccion obtenida de células CD4” se
sembraron 100 pl de cada muestra por triplicado en placas de cultivo de 96 pozos (Costar)
previamente cubiertas con macréfagos provenientes de ios diferentes grupos de ratones con
diferenies tiempos de mnfeccion a los cuales se les estimulé 2 hotas antes con 100 ug/ml de
KLH para que lo procesen y lo presenten, los cocultivos se incubaron 2 37°C en 5% de CO;
durante 5 dias Durante las (ltimas 18 horas de cultive, las céluias fueron marcadas con 0.5
uCi de timidina trittada CH-TDR) (New England Nuclear) en 10 ul de medio RPMI-1640
suplementado. Postenormente. as células se cosecharon en papel de fibra de widno
{Wallac} y se procesaron para determinar la incorporacion de radioactividad en las células
estimuladas y basales. La capacidad de proliferacion fue cuantificada por medio de ia
siguiente formula,

CPM de células estimuladas - CPM de células basales.

Peteccion y evaluacion de citocinas. La produccion de IL-6 e [L-12 se evaluaron en los
sobrenadantes de los cultivos por medio de la técnica de ELISA-sandwich, utilizando
placas de 96 pozos (ElA/RIA High Binding, Costar) sensibilizadas con 100 pl de
anticuerpo de captura ( purified anti-mouse 1L-6, 1L-12 —Pharmingen-) diluido en buffer de

bicarbonate pH 8 2 en una concentracion de 2 pg/ml Se incubaron toda la noche a 4°C
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Tras Ja incubacién se lavaron dos veces con PBS-Tween 0.05% (PBS-T). Postenormente
se blogqueé con PBS-BSA 3% (100 pl por pozo) vy se incubd dos horas a iemperatura
ambiente, Se lavaron dos veces con PBS-T y s¢ puso la curva de interleucinas con citocinas
recombinantes murinas (recombmant 11-6, [L-12 —Pharmingen-) comenzande con una
concentracion de 4000 pg/ml v diluvendo ocho veces (1.2). Se incubé toda la noche a 4°C.
Tras la incubacion se lavaron cuatro veces con PBS-T y se agregd el segundo anticuerpo
biotinilado (biotin IL-6, IL-12 ~Pharmingen-} diluide en PBS-BSA a una concentracién de
1 pg/ml v se agregaron 100 ul por pozo Se incubé a 37°t3 durante 1 hora tras la cudl se
tavé seis veces con PBS-T. Se agregaron 100 ul por pozo de estreptoavidina/peroxidasa
diluidz 1:4000 en PBS-BSA. Se incubo a 37°C por 30 minutos v se lavd ocho veces con
PBS-T. Se revelé con sustrato ABTS (100 11l por pozo) durante 30 minutos. Las placas

fueron lexdas 2 405 nm en un jector de ELISA (Metertech § 960).

Induccién de factores solubles de macrofagos. Ademas de utilizar a los macrofagos como
células presentadoras de antipeno v productoras de citocinas se analizaron también para ver
si su perfil de activacion presentaba alteraciones en ios diferentes tiempos de infeccion,
midiendo para ello ia produccion de difercntes factores como: Prostaglandina E2 (PGE2) v
NO; como un indicador de la produceién de éxido niteo. Los macréfagos fueron tratados
y sembrados como se describi6 anteriormente. Luego, fueron estimulados con 10 pg/ml de
hpopolisacarido (LPS) (Sigma) v 24 horas después se cosecharon los sobrenadantes para

medir los niveles de los factores antes mencionados



Deteccién de éxide nitrico (NO2} por reactivo de Greiss. La deteccién de dxado nitrice
se realizd en todos los sobrenadantes de los macrofagos. Ef ensayo consistio en preparar
dos soluciones por separade, solucion A v solucién B (Sol. A. 0.1% dihidrocioruro de
naftildietiienediamma en agua destilada v Sol. B 5% de sulfanilarmda en HiaPO, ai 5%).
Povo antes de realizar el ensayo, se mezclaron la solucién A v B en igual volumen, para asi
obtener el reactivo de Greiss. En una placa de 96 pozos {Costar) se puso una curva de
NaNO: como control y referencia para extrapolar concentraciones, se agregaron 100 ul en
cada pozo por duplicado de cada una de las concentraciones (10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.315,
0.0155 mM), para las muestras también se pusieron 100-ul de] sobrenadanie Se agregaron
a todos Jos pozos 70 wl del reactivo de Greiss Se incubaron 2 temperatura ambiente por 10
minuzos. La reaccion eolorimétrica se detecté a 550 nm en un espectrofotémetro (Technika)

(Miglioring et al, 1991}

Deteccion de PGE2. En los mismos sobrenadantes del cultivo de los macréfagos se
determinaron los miveles de PGE2 por medio de un ensayoe inmunoenzimatico (Kit de

Cayman Chemical) siguiendo las especificaciones del los produciores.

Analisis estadistico. Las comparaciones entre los diferentes grupos considerados en esie
trabajo se llevaron a cabo mediante la U de Mann-Wintney Se consideraron significativas

las comparaciones cuyos valores de P fueran < 0.05.
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RESULTADOS

Cinética del crecimiento parasitario. Con el fin de demostrar ia cronicidad de la
infeccion causada pos T.crassiceps y tratar de establecer una relacion entre la actividad de
los macrofagos v Iz mtensidad de la parasitemia, se conto el numero de cisticercos alojados
en la cavidad peritoneal de cada uno de los ratones sacrificados, 2 diferentes tetmpos ; a las
2.4, 6,8y 12 semanas después de la infeccidn. Dicho conteo fue realizado post-mortem

por medio de un lavade peritoneal (Figura 4)
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Figurn 4. Cinetica de ia parasitemia por I.crassiceps en ratones de diferentes tiempos de infeccion (0, 2. 4.6,
8y 12 semanas) Los datos que se ilustran representan ¢l promedio +/- ES de al menos 9 ratones por grupo en
cada punto de la cmética, *p < 0.05 con respecto al grupo precedente

Los resultados de la cinética muestran un periodo de bajo crecimiento parasitario
gue abarca las primeras 2 semanas, sin embargo a partir de la cuarta semana se observa un
ligero aumento en ¢l crecimienio parasitario. En este tiempo €] organismo presenta una
cierta resistencia al parasito (menor numero de cisticercos) Sm embargo la carga

parasitaria contnua incrementandose hacia niveles estadisticamente  significativos
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(semamas 6 y § p < 0.05), de manera que el crecinuento parasitarioa las & semanas se
encuentra en niveles por encima de 500 cisticercos por raton. Sin embargo, el crecimiento
parasitario aumenta de manera considerable a partir de la octava semana (p < 0.05)
llegando & niveles mavores de 2000 cisticercos después de 12 semanas de infeccion (p <
0.05), es en este tiempo en el que se observa uma clara susceptibilidad de los ratones al
parasito ye que muestran un incremento dréstico no solo en el nimero de paréasitos alojados
en la cavidad pertoneal smo también en ia tasa de crecimiento de estos. A partir de estos
resuliados se sugiere que los macrofagos obtenidos de cada uno de los diferentes tiempos

de la nfeccion podrian presentar un fenotipo y una funcionahidad diferente.

Expresién de moléculas coestimuladoras B7-1 v B7-2. Se amalizé la expresion de
moléculas coestimuladoras B7-1 y B7-2 en la membrana de macréfagos extraidos de
ratones no infectados v con diferentes tiempos de infeccion (2, 4, 6, 8 y 12 semanas) con el
fin de determunar el efecto de la infeccion cronica por el cisticerce de T. crassiceps en la
expresion de dichas moléculas, Para esto se obtuvieron céiulas de la cavidad peritoneal de
ratones con diferentes nempos de infeccion Se incubaron durante 2 horas para
posteriormenie obtener solo las células adhendas (M¢) que tras un periodo de 24 horas de
ncubacion sin estimulo m virro fueron despegadas de la placa y marcadas con anticuerpos
especificos para su analisis por citometria de fle {FACS-Scan).

Los resuitados de este analisis se presentan en la figura 5
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Figura 5. Expresion de las moléculas coestimuladoras B7-1 v B7-2 en Mg peritoneales sin estimular obtenidos
de ratones sanos y con 2, 4, 6 y § semanas de infeccion con el cisticerco de T crawsicepy Las mediociones se
hicieron por medio de un anahsis de citometna de flujo (FACS-Scan) Cada histograma representa 1 indiwdoo
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La figura 5 muestra los histogramas parz las moléculas coestimuladoras B7-1 y B7-
7. 1a molécula coestmuladora B7-1 no presentd cambios significativos en su expresion a fo
largo de la parasitemia ya que su expresion en la membrana de los macrofagos se mantuvo
constante en todos los tiempos de infeccion. Por otro lado, 1z moiécula coestimuladora B7-
2 mantiene sus niveles de expresion basales en la infeccidn temprana hasta fa cuarta
semana de mnfeccion, sin embargo 2 partir de la semana 6 B7-2 presento cambios
impartantes, o solo con respecio a las infecciones tempranas sino también con respecto a
la expresion de B7-1, los cambios se registraron de manera clara en macrofagos extraidos
de ratones con 6 semanas de infeccion en los que B7-2 mostrd una sobreexpresion en la
membrana de esas células. Esta sobreexpresion de B7-2 se observo mas claramente en las
infecciones Tas avanzadas. En macrofagos provementes de ratones con 8 y 12 semanas de
infeccion se observo un claro incremento en la intensidad de fivorescencia (desplazamento
del histograma hacia la derecha. L2 curva indica una expresién mucho mayor que la
observada en ratones sanos y ratones con nfecciones tempranas (2 y 4 semanas). Este
desplazamiento es bastante grande tomando en cuenta que la escala es una escala
logaritmica v por lo 1anto cada grado del eje de las abscisas es exponencialmente mayor
que el antenor. El incremento en la expresion de B7-2 fue de 4 a 7 veces mayor en fos
macrofagos de infecciones avanzadas, que aquellos obtemdos de los animales sanos o de

poco tiempo de infeccion.

Produccion in vitre de citocinas (IL-6 ¢ IL-12) por macréfagos peritoneales. Para

establecer ¢l patron de citocinas producidas por los macrofages peritoneales obtemidos de
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ratones sanos v con diferentes tiempos de mfeccion y relacionarlas con ¢l estado de
activacion de los macrofagos, se realizaron cultivos celulares de macréfagos obtenidos de
ratones sanos y con 2, 4, 6, 8 y 12 semanas de infeccion. En todos los casos fueron
estimulados con LPS v se obmvieron los sobrenadantes a las 48 horas a los cuales se les

determind 1a concentracion de cada una de estas citocinas por medio de la téenice de

ELISA-Sandwich.
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Figura 6. Produccion mr viro de IL-6 (A) e IL-12 (B) en macrofagos estimulados con LPS provenientes de
ratones BALB/C sanos v con diferentes tiempos de infeceion (2, 4, 6, 8 v 12 semanias) Las barras representan
& promedio v ef ES de al menos 9 anmales por grupo & = p < 0.0F con respecte @ los macrofagos
provementes de ratones sanos (0), b = p < 0 05 con respecto al resto de los wrupos,
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la figura 64, se observo que ta produccion de IL-6
en respuesta 2 LPS fue alta incluso en macréfagos provementes de amimales sanos
(control), donde se observaron concentraciones de hasta 5000 pg/ml. este mismo mivel de
respuesta se observo durante los tiempos cortos de nfeccién (2 v 4 semanas), sin embargo
esta produccidn se incrementé de manera significativa a partir de la sexta semana de
infecci6n v este incremento se mantuve haste las infecciones crénicas (& y 12 semanas)
siendo la diferencia de estas estadisticamente significativa (p< 0.05) con respecto al control
v a las etapas tempranas de la infeccion.

En el caso de la T.-12 se observo que, al igual que la IL-6, hay una produccion
diferencial de dicha citocina. En la figura 6B se observan mwveles basales bajos en
macrofagos procedentes de ratones sin infeccién, gue se mantienen similares cuando ia
infeccion lleva 2 semanas, sin embargo observamos un claro decremento en la produccion
de esta citocina hacia las 4 v 6 semanas de infeccion, llegando a niveles por debajo de ios
animaies sanos (p < 0.05), posteriormente s¢ observd un aumento muy significativo en los
niveles de IL-12 a partir de Ia semana § que se mantiene incluso hasta la semana 12 (p <
0.05 con repecto al control, a las 2 y 2 las 4 semanas de infeccion)

Cabe destacar que. temporalmente, ambas citocinas s¢ comportan de manera
similar, donde las etapas tempranas de la infeccion, los macréfagos, presentan niveles
basales. caracteristicamente bajos. de produccion en respuesta a un estimulo, sin embargo
es importante destacar que los niveles de IL-12 disminuven significativamente en

macrofagos de tatones con 4 y 6 semanas de infeccién Por el contrano la IL-6 muestra
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niveles basales similares a Jos observados en etapas tempranas de ia infeccion, los cuales se

incrementan hasta las infecciones de 6 semanas.

Produccién ir vitre de Oxide Nitrico per macrofages peritoneales. El NO es un
importante microbicida secretado rapidamente por macréfagos y algunas otras células tras
un estimulo antigénico en presencia de IFN-y. Para evaluar el efecto de una infeccién
cranica sobre la capacidad de los macrofagos para responder inéspecificamente se midid la
produccion i vetro de NO por macrofagos pertoneales obtemidos de ratones no infectados
ycon 2, 4, 6, 8 v 12 semanas de infeccién, esnmulados cor LPS Dicha determinacion fue

realizada por el método de Greiss. Los resultados s¢ muestran en la figura 7

-
20
s -
= B
g
104 . .
= Ml M
1 T
0 =i } 2 $ + ]

Figura 7 Produccion s viiro de NO por macrofagos peritoneales extraidos de ratones no infectados (0) y con
2. 4.6, %y 12 semanas de infeccion en respuesta 2 LPS La concentracion se mdio en relacion directa con la
concentracton de nirmios en sobrenadanies por medio de reactivo de Greiss Las barras muestran el promedio v
el ES de al menos ¢ animales por grupo * p < 0.05 con respecto a ratones sin infeccion (0}
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Los resultados obtenidos para la produccion in vitro de NO mmestran una produccién basal
de aproximadamente 30 UM en ratones no infectados, esta produccién disminuye rapida v
significativamente con respecto al los ratones no infectados (p< 005) 2 partir de las 2
semanas de infeccién donde va se observa un decremento de hasta tres veces del valor de
los animales sanos Esta disminucion en la produccién de NO se mantiene a partir de ese
momento y durante todo el curso de le infeccion, mostrande valores significativamente
bajos, con Tespecto a los ratones sanos (p < 0.05), en la concentracién de dicha molécula
parz los macrofagos obtemdos de ratones con 4, 6 v § semanas de infeccién. Como
podemos ver los resultados alcanzan los niveles mas bajos en la produccion de NO en la
semana 12 (p < 0.05), justamente cuando se alcanza el mvel mas alto de crecimiento

parasitario.

Produccion de Prostaglandina E2. Para determinar si realmenie existe una inhibicion de
la actividad macrofagica inducida por la infeceidn cronica del cisticerce de T crassiceps se
mdi6 la produccion de prostagiandina E2, que es un producto caracteristice de procesos
celulares inhibitorios y quc ademas ha sido postulada como un factor importante para la
inhibicion de la respuesta tipo Thl favoreciendo la diferenciacién hacta una respuesta tipo
Th2. Esto s¢ hizo en los sobrenadantes obtemdos de cultivos de macrofagos estimulados
con LPS provementes de ratones sanos v con 2, 4, 6. 8 y 12 semanas de infeccion La
deteccion de PGE-2 se realizdé por medio de un ensavo inmunoenzimdtico Los resultados

se rmuestran en la figura 8.
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Fizura 8 Produccion m vitro de Prostaglandina E2 por macréfagos estimutados con LPS extraidos de ratones
sanos y con 2. 4, 6, 8 v 12 semanas de wnfeccidn La concentracion de PGE2 en sobrenadantes de culuve se
midié por medio de un epsayo inmunoenzimatico (Kit de Cayvman Chemical) Las barras representan el
promedio v ES de al menos 3 animales por grupe. a = p < 0.05 con respecto al control. b = p <005 con
respecto al resto de los grupos.

Los tesultados de la produccion de PGE2 fueron bastante claros, se detectaron
niveles bajos en macrofagos extraidos de ratones sanos (menos de 20000 pg/ml), esta
produccién se mantuvo constante en los cultivos de macréfagos provenientes de ratones en
tiempos cortos de la infeccion (2, 4 v 6 semanas), en cambio las infecciones mas avanzadas
{8 ¥ 12 semanas) mostraron tn incremento sigmificativo (p < 0.05} con respecto tanto a los

raiones sin infeccién como a ratones de 2, 4 y 6 semanas de infeccion.

Linfoproliferacion in vitro. Con la finzlidad de evaluar el efecto del cambio diferencial en
el estado de activacion de los macrdfagos, inducido por la infeccidn crémica con el
cisicerco de 1. crassiceps. sobre el estado general de la respuesta inmune, se anahzd la

capacidad de los macrofagos obtenidos en los diferentes tiempos de infeccion para activar
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a linfocitos T CD4" “virgenes™, se realizé un ensayo de linfoproliferacion in vire que
consistié en realizar cocultivos de macréfegos peritoneales obtenidos de ratones en
diferentes hempos de infeccion (0, 2,4, 6 v 12 semanas) v linfocitos T CD4™ provenientes
de ratones sanos previamente inmunizados con KLH. Los macréfagos fueron sembrados y
estimulados con KLH, como antigeno, con el fin de que fuera este presentado a las células
Th, promoviendo su activacion. La proliferacion fue medida 5 dias después como resultado
de la incorporacion de PPH)-TER, la cudl fue agregada a los cocultivos tras 4 dias de

incubacién. Los resultados obtenidos se observan en la figura 9.
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Figura 9. La respuesta proliferativa de hinfocitos T CD4" estimulados con KLH preseniado mi virre por
macrofagos peritoneales extraidos de ratones sanos v en diferentes tiempos de infeccion {2, 4, 6 y 12 semanas)
La tasa de proliferacidn se evalué por incorporacion de [H'] TdR. Las barras representan ¢! promedio y el £§
de al menos 9 amimales por grupe a = p < 0 05 con respecto a los macrofagos provenientes de ratones sanos o
control (0). b= p < 005 con respecto al resto de los grupos
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La figura 9 muestra que la linfoproliferacién fue negativamente afectada por la cronicidad
de la infeccion, esta disminucion se observé claramente a partir de las infecciones de 4
semanas que mosiraron un decremento estadisticamente significativo (p < (.05) con
respecio al grupo control (O semanas), esta disminucion en la capacidad de proliferacion de
los linfocitos T CD4" es de mas del 50% (menos de 3000 cpm), este mismo patron de
comporiamiento se mantuvo en Ia sexta semana de infeccién, correlacionando ambos
resultados con una etapa de lento pero constante incremento en ¢! nimero de paras:tos
como se observa en la figura 1. Este decremento en la linfoproliferacion alcanzd sus
niveles mas bajos en la mfeccién mas avanzada (12 semanas) que muestra niveles de
incorporacion por debajo de las 1500 cpm (73% menos que los arumales sanos), siendo
este resultado estadisticamente significative (p < 0.05) no solo con respecto al control sino
también con respecto a los tiempos de infeccidn cortos. Es umportante sefialar este
fendmeno va que correlaciona de manera importanie con la carga parasitaria de 1os ratones
de este mismo tiempo de infeccidn, pues es justamente en este tiempo en ¢l que la carga
parasitarta se dispara drasticamente como puede observarse en la figura 4. Puede
observarse gue existe una relacion inversa entre los datos obtermmdos para la carga
parasitaria (figura 4) y los arrojados por la linfoproliferacién (fgura 9), donde 2 medida
gue se incrementa el nimero de pardsitos, la capacidad de los macréfagos de inducir una

activacion en las células Th disminuye en una razén muy similar.
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DISCUSION

Existen diversos factores que pueden alterar una respuesta inmune polanzandola
hacia Th1 o Th2 , modificando asi el curso de una infeccion. Estos factores son maltiples y
algunos desconocidos, sin embargo existen algunos que estan bien descritos, estos son:
naturaleza del antigeno (Wraith et al, 1989 ; DeMagistris et al, 1992 ; Kumar et al, 1995),
dosis antigénica (Valderrama, 1999), via de entrada del antigeno (Van den Eertweg et al,
1992), microambi¢nte de citocinas (Afonso et al, 1994 . Magram et al, 1996), células
presentadoras de antigeno (Gajewsky et al, 1991; Rissoan et al, 1999) y moléculas
coestimuladoras (June et al, 1994 : Lenschow et al, 1996). Esta serie de factores juegan un
papel fundamental en el desarrollo de la respuesta inmune y por lo tanto en la
susceptibilidad o resistencia a cualguier tipo de reto inmunolégico.

Dos de estos factores, las células presentadoras de antipeno y las moléculas
coestimuladoras se encuentran intimamente ligados debido a que ambos se asocian al
momenio de inducir la activacién del linfocito Th, a través de Ja presentacidn directa del
antigeno en el MHC asi como !a secrecion de citocinas v otros factores. Por otro lado, las
moléculas coestimuladoras presentes en la superficie de las células preseniadoras de
antigeno son indispensables para el correcto procesamiento de la sefal activadora en ¢l
linfocito Th.

Por Jo antenor, este trabajo se enfocd a realizar un amphio andlisis del efecto de una

nfeccién crémcea causada por el cisticerco de T crassiceps sobre da acuivacion peneral de
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los macréfagos peritoneales v la expresion de sus moléculas coestimuladeras. En Ia
cisticercosis experimental murina causada por 7. crassiceps se sabe que existe una
respuesta inmune polarizada, la cudl va de Thl en etapas tempranas hacia una tipo Th2 en
etapas mas avanzadas de 12 infeccion (Terrazas, 1998). Por ese se buscéd relacionar estos
cambios inmunoldgicos, el tiempo de infeccidén y la carga parasitaria con posibles
alteraciones en el estado general de activacion de los macréfagos.

Para realizar este anahs1s s¢ tomaron en cuenta varios parametros considerados
importantes marcadores de la actividad de los macréfagos asi como de su cepacidad para
inducir cambics en el desarrollo de una respuestz inmune. Estos parametros fueron: La
produccion de las citocinas [1-12 ¢ IL-6 inductoras de respuestas tipo Thl y Th2
respectivamente (Romagnani, 1997), la expresion de las moléculas coestimuladoras B7-1 v
B7-2, la produccion de dxido nitrico como marcador de la actividad microbicida del
macrofago, la produccién de prostaglandina E2 como un factor caracteristico de una sefial
inhibidora de la activacién celular v la capacidad para inducir linfoproliferaciéon como una
sefizl de la habilidad de los macréfagos para activar a las células T CD4"

A partir de los resultados obtemdos, se puede apreciar que efectivamente existen
alteraciones muy importantes sobre el estado general de la activacién de los mactdfagos
como resultado de la cromceidad de la infeccién con el cisticerco de 77 crassiceps. Dichas
alteraciones se dan a distintos niveles, desde los puramente morfolégicos, en los cuales se
destaca la mayor expansion de las células obtenidas de ratones de infecciones tardias (8 v
12 semanas) y una morfologia menos expandida para los macréfagos provenientes de

ratones sanos v con infecciones empranas {2 v 4 semanas) (datos no mostrados). Esta
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observacién concuerda con observacionmes anteriores donde se deseriben cambios
morfoldgicos de los macréfagos cuando estos son cultivados en presencia o ausencia de IL-
13, que ha sido previamente descrita como una citocina caracteristica de una respuesia tipo
Th2 (Doherty et al, 1993). Existen diferencias también a nivel funcional en la produccion
diferencial de citocinas, expresion de moléculas coestinuladoras de membrana, produccion
de factores microbicidas, produccion de factores inhibidores de la actividad celular y
finalmente como resultado de todo lo anterior, alteraciones en la capacidad para activar a
linfocitos T CD4™.

La cinética de la parasiternia observada en la figura 4 muestra el aumento en el
niimero de cisticercos registrados para cada uno de los tiempos de infeccion, estos datos
muestran un aumento lente pero constante durante las pnmeras semanas de infeccion (2, 4
v 6) o cual nos indica una etapa de “control de la enfermedad™ dentro de ciertos limites,
esto debido a la presencia de una respuesta tipo Thl protectora que cambia posteriormente
hacia unta Th2 facilitadora (Terrazas et al, 1998) Por lo anterior, se podria inferir que los
macrofagos obtenidos de estos tiempos de infeccion seran macrofagos provenientes de una
respuesta inmune protectora y con capacidad de inducir una respuesta tipo Thl o mixta,
Por otro lado los ratones de infecciones cronicas (8 y 12 semanas) muestran niveles altos de
crecimiento parasitario, en especial cabe destacar el importante aumento observado entre la
octava y duodecima semanas. A partir de esto, cabria pensar que los macréfagos que sean
extraidos de ratones con eslas caracteristicas provendran de upa respuesta immune mas
facilitadora del establecimiento parasitario y que por lo tanto tengan un perfil de activacién

acorde al que presentarian denire de un microambiente tipo Th2.
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Los efectos de la mfeccion sobre la expresién de moléculas coestimuladoras B7-2
(Figurz 5) en la membrana de los macrofagos son muy claros, se caracterizan por una
sobreexpresion de estas moléculas en macrofagos extraidos de ratones con infecciones
avanzadas (6, 8 y 12 semanas), esto indica una posible alteracion en las funciones del
macrofago como céiula presentadora de antigeno, que podria también influir en el
desarrollo general de una respuesta inmune, como resultado de lz cromcidad de la
infeccion, debido a que las moléculas coestimuladoras son importantes reguladores para la
comrects presentacion del antigeno de parte de la céiula presentadora hacia las células T
CD4" tienen un papel fundamental en esta interaccién tanto para la activacion de la célula
T como también para la polarizacion de la misma hacia alguna de las dos subpoblaciones
caracteristicas {Thl o Th2} Aunque faltan realizar algunos estudios para poder hacer una
aseveracion, puede especuiarse con base en estos resultados que las moléculas
coestimuladoras B7 (en este caso B7-2) se reguian de manera diferencial, resultando en una
sefial importante, en particular para la activacion y polanzacion de las subpoblaciones de
iinfocitos Th v en general para el desarrolio de la respuesta inmune. Esto ha sido postulado
va en diversos estudios en los que se analiza el papel de estas moléculas en iz polarizacion
y desarrolio de la respuesta inmune (Nicholson y Kuchroe, 1996 . Lenschow et al, 1996),
muchos de estos estudios establecen relaciones directas entre la sobreexpresion de alguna o
ambas moléculas v la activacién de alguna de Jas dos subpoblaciones de linfocitos Th
{Keane-Mvers e1 al, 1998) Sin embargo el modelo utilizado en este trabajo permite
relacionar de manera mas precisa el momento en que se da el cambio en la expresion de

estas moléculas con ] “momento inmunolégico™ que presenta el orgamsmo, esto debido a
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los estudios previos realizados con respecto a los tiempos en que s¢ desarollan los dos
tipos de respuesta (Thl y Th2) en el modelo de la cisticercosis murina (Terrazas et al,
1998).

Con respecto a Ja produccién de citocinas observada en la figura 6, exisien también
diferencias importantes aungue no tan claras como las observadas para la expresion de
maléculas coestimuladoras. Existe un claro aumento en la produccion tanto de IL-6 como
de IL-12 conforme la infeccién se hace cronica. En cuanto a la produccion de [L-6 (figura
6A) hay una clara diferencia entre los macréfagos extraidos del peritenco de ratones con
infecciones avanzadas (6, 8 y 12 semanas) y aquellos provenientes de ratomes sanos v de
infecciones tempranas (2 v 4 semanas). Esto concuerda con los reportes de la literatura
{Thomson, 1992} donde se describe a la IL-6 como una citocina caracteristica de una
respuesta tipo Th2, que en e} caso de ia cisticercosis murina se presenta a partir de Ja cuarta
semana con la respuesta mixta v continua hasta el término de la infeccion (Terrazas et ai,
1998). Asi, los macréfagos peritoneales de ratones con infecciones avanzadas,
efectivamente producen niveles mas altos de IL-6 3 por lo tanto podrian contribuir al
desarrollo de un microambiente de citocinas tipe Th2, que, como se ha comprobado en
diversos trabajos {Romagnam. 1997} influye de manera importante para el desarrollo de
una tespuesta tipo Th2. Es importante también destacar que esta contmbucién de los
macrofagos al desarrollo de una respuesta tipo Th2 por medio de 1a alta produccién de IL-6
correlaciona de manera importante con los datos mostrados en la figura 4 donde se observa
que Ja carga parasitaria trene su mayor meremento entre Ja octava y duodecima semanas,

cuando segun lo reportado en la literatura (Terrazas ¢t al, 1998) va existe una respucsia ipo
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Th2 bien establecida. Por todo lo anterior es posible que la cronicidad de la infeccién con
el cisticerco de T. crassiceps provogue un incremento en el patron de IL-6 producida por
los macrofagos que puede caracterizarlos no solo como una imporiante fuente de esia
citocina sino también como inductores de una respuesta tipo Th2.

Los resultados mostrados en Ja figura 6B indican que, af igual que la IL-6, ja IL-12
muestra cambios en su patrén de produccién dependiendo del tiempo de infeccion del que
provengan. En este caso los cambios se dan desde !a cuarta semana donde hay una
disminucién significativa en la produccidn de IL-12, con respectt a los macrofagos
normales v los de las primeras dos semanas de infeccion, la cual se mantiene hasta la
semana &, esto puede mostrar 1a existencia de un periodo corto de inhibicién de dicha
citocmna justo en los tiempos que reporta la literatura como de repuesta mixta en ¢! modeto
munno de cisticercosis, es decir. al momento donde disminuve la respuesta tipo Thl y se
incrementan las concentraciones de citocinas tipo Th2 {Temrazas et al, 1998). Es
importante destacar que la IL-12 es una citocina muy importante para el inicio de la
respuesta tipo Thl en etapas muy 1empranas de una infeccidn (Romagnani, 1997}, los datos
de ja figura 3B muestran que los mactdfagos provenientes de ratones sanos y de 2 semanas
de infeccion, es decir cuando se inicia la respuesta tipo Thi, estimulados con LPS muestran
concentraciones relativamente altas de IL-12 en comparacién con las observadas para 4 v 6
semanas. Sin embargo, los macrofagos provenientes de ratones con infecciones de 8y 12
semanas estimulados con LPS aumentan de manera considerable su producctén de IL-12,
no obstante en este tiempo la respuesta Th2 1a se encuenira bien establecida. La IL-12

podria ya no consttuir un factor importante en lz polanzacién de las subpoblaciones de
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células Th debido a2 las mayores concentraciones de IL-6 y por lo tanto no hay necesidad
para inhibir su produccion O bien podria indicar solo una hiperactivacién de estas células
ante el estimule antigénico constante gue implica la infeccion cronica. Sin embargo quedan
aun por definirse los factores que promueven este comportamiento en una citocina, que al
ser inductora de uma respuesta Thl, no debeda aumentar en macrdfagos extraidos de
ratones donde se ha caracterizado una respuesta tipo Th2.

El NO constituye un importante factor de ataque inmespecifico en contra de
patégenos que invaden ¢l organismo, una de sus principales fuentes de produccion se
encuentra en los macrdfagos que son las células que participan en las primeras
interacciones patdgeno-hospedero. Por su misma inespecificidad, ¢l NO se caracteriza por
ser un recurso poco confiable. esto por su agresividad no solo contra elementos ajenos al
organismo sino también contra elementos propios. Por esto, los resultados observados en la
figura 7 muestran que la produccion basal de NO observada en macréfagos exiraidos de
tatones sanos estimulados con LPS disminuve considerablemente inchuso 2 semanas
después del inicic de a infecc:on v continda en niveles bajos a o largo de la misma como
resultado, probablemente, de mecanismos de regulacidn negativa que actiian de manera
rapida y eficiente y que, una vez establecida la infeccidn, solo permiten secreciones
limitadas de dicho factor para evitar dafios importantes al propio hospedero. Sin embargo,
esta disminucion en la produccion de NO podria afectar la susceptibilidad a patdgenos
intracelulares como se ha reportado recientemente (Rodriguez et al, 1999).

Estos mecarismos de inhibicién del NQ podrian ser multiples, sin embargo el mas

conocido v estudiado es el ejercido por ¢l L-NMMA que actia directamente sobre la
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enzima Oxido Nitrico Sintetasa inhibiendo su accioén (Liew y Cox, 1991). A pesar de lo
anterior no es posible establecer especificamente cual es el mecanismo que establece dicha
inhibicién en el caso de fa infeccién con el cisticerco de 7. crassiceps. Lo que st queda
claro es que existe una disminuci6n significativa en los niveles de produccién del NO en
macrofagos, esto como resultado directo de la cronicided de la infeccion. Lo anterior
implica la existencia de una regulacion diferencial, no solo en los factores de sefializacion
(moléculas coestimuladoras y ciiocinas), sino también en la capacidad microbicida de los
macrofagos a lo largo de la infeccion Los resultados en la produccion de NO en
macrofagos estimulados con LPS comelacionan ademads con la mmpesibilidad del
organismo paTA MONMAr y manienel una respuesta capaz, no solo de eliminar al pardsito,
sino de controlar el crecimiento parasitario como se puede observar en la figura 4.

La prostaglandina E-2 (PGE-2) se ha caracterizado, de manera general, como un
importante [nductor de sefiales de intubicion celular por su capacidad para inducir la
produccidén intracelular de cAMP que constituse un importante regulador negativo de
ciertos eventos celulares (Phipps et al. 1991). De manera mas especifica, s¢ ha demostrado
que la PGE-2 es muy importante para el desarrollo de los eventos de regulacion de la
respuesta mmune, se sabe por ejemplo que esta molécula es capaz de inhibir Ja produceidn
tanto de -2 como de IFN-y (mductores de Ja respuesta tipo Thl), asi como de estimular la
produccion de [gE. IeG1 e IL-5 (productos de una respuesta tipo Th2) (Phipps et al, 1991 .
Kapsenberg et al, 1998}, Por otro lado se ha demostrado que Ja PGE-2 ¢s capaz de inhibir
de manera importame 1a capacidad hinfoprohiferativa de las células T CD4" (Terrazas et al,

1999), Los resultados oblenidos en este trabajo (Figura 8) muestran un aumento
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significativo en la produccidn iz vitro de PGE-2 en macrdfagos estimulados con LPS
provenientes de infecciones avanzadas (8 y 12 semanas). Esto indica que, como se habia
mencionade antes, existe una regulacidn diferencial en la produccién de diversos factores
como resultado de la infeccion crénica que podrian asociarse a los estados inmunologicos
previamente reportados (Villa v Khun, 1996 ; Terrazas, 1999) En este caso, aun mas claro
que los anteriores, los macrofagos de infecciones cronicas presentaron un incremento €n la
produccion de PGE-2 probablemente con el fin de inducir tanto sefiales de inhibicién a
otras células como a ellos mismos, asi como para inducir y mantener sefiales de activacion
para regular el desarrollo de ia respuestz inmune. Lo anterior puede correlacionarse de
manera importante no solo con la carga parasitania observada en la figura 4 sino también
con la sobreexpresion de moléculas coestimuladoras B7-2 (Figura 5) v con el incremento
claro en la produccién de IL-6 (Figura 6A), este ultimo relacionado con lo mencionado
amieriormente sobre la capacidad de la PGE-2 para inducir v mantener una inhibicion sobre
la subpoblacién de células Thl \ por lo tanto incrementar Ja actividad de Ja subpoblacidn
de células Th2. La capacidad inhibitoria de la PGE-2 también puede ser correlacionada con
los resuttados obtenidos para hnfoproliferacion (Figura 9), donde los macrofagos
provenientes de infecciones de 12 semanas, en }os cuales al ser estimulados con LPS existe
el mas alto mivel en la produccion de PGE-2, muestran una marcada disminucién en la
capacidad de inducir la proliferacion de células T CD4”. Estos datos pueden asociarse con
trabajos antenores, donde se ha reconocido 2 la PGE-2 como un inhibidor de la respuesta
proliferativa. Ademas recientemente se ha demostrado 1z participacién de 1a PGE-2 en la

susceptibilidad al cisticerco de T crassiceps {Terrazas et al, 1999). Aqui se demuestra que
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los macrofagos peritoneales son una importante fuente de este facior lo cual puede
relacionarse con la induccion v mantenimiento de las respuestas Thl o Th2 y la
susceptibilidad al cisticerco,

Probablemente, como resultado de todo lo anterior, los macrofagos extraidos de
ratones con diferentes tiempos de infeccidn presentaron diferente capacidad para inducir la
proliferacién especifica m viroe de linfocitos T CD4” obtenidos de ratones sanos
inmunizados con KLH Los resultados observados en la figura 9 muestran marcadas
diferencias en la respuesta proliferativa de las células Th, a um estimulo antigénico
presentado por macréfagos provementes de diferentes tiempos de infeccidn, es decir, los
macrofagos provenientes de ratones con mayor tiempo de infeccion tienen unz menor
capacidad de inducir la proliferacion de células T CD4™ que los macréfagos provenientes
de ratones sanos o con tiempos de infeccion cortos Estos resuitados se tornan mas
Impactantes si se toma en cuenta gue [a Gnica vanable de este experimente es el tiempo de
infeecidn del cual son obtenidos los macrdfagos que funcionan como APC v no el de los
linfocatos T CD47, Esta disminucion en la capacidad de inducir linfoproliferacion sugiere
la existencia de uno o varios cambios en el estado de activacién de los macréfagos
inducidos por el efecto créomeo de la cisticercosis. Estos resultados también sugieren una
correiacion con el aumento observado en la carga parasitaria, debido a la posible existencia
de una inmunosupresion local o a la seerecidn de factores del propio parasito que pudseran
inducir cambios en el estado general de activacion de tos macrofagos, que a su vez facilita

¢l establecimiento v crecumiento del pardsito.
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Finalmente, dentro del contexto de la polarizacion de la respuesta inmune,
recientemente ha sido descrita la posible existencia de APC (principalmente células
dendriticas) que especificamente inducen la polarizacién de la respuesta hacia Thi,
{lamadas DC1, mientras que otras inducen una respuesta tipo Th2, conocidas como DC2
{Rissoas et al, 1999), estas “diferentes” poblaciones de APC presentan diferentes patrones
de citocinas v diferentes marcadores de membrana, sin embargo estos resultados han sido
obtenidos unicamente ;1 viro PoT lo que el desarrollo especiifico de cada una es aun
desconocido. Los resultados obtenidos en esta tesis apoyan la existencia de estas diferentes
poblaciones de APC, pero coniraro a que existen per se. NUestros datos indican que este
npo de células pueden ser inducibles {al menos en este modelo experimental) ¥ claramente
definidas. por ejemplo los macrofagos provenientes de animales sanos 0 de infecciones
fempranas expresaran niveles normales de B7-1 y B7-2. produccién normal de L-12 ¥
bzjos niveles de [L-6 ¥ PGE-2. a su vez induciran una buena respuesta proliferativa en
linfocitos T CD4". En cambio aquellos macrofagos obtemdos de infecciones cronicas
presentaran alta expresion de B7-2, altos niveles de U6 ¥ PGE-2 asociados a una baja
respuesta proliferativa en linfocitos T CD4". Estas diferencias morfologicas, fenotipicas y
funcionales de los macréfagos pueden asociarse con la respuesta inmune predominante al
momento de extraerlos de hospederos nfectados (Th1 en infecciones de corto tiempo ; Th2
en infecciones cronicas), indicando la posible existencia i vivo de APC inductoras de Thl
e inductoras de Th2. pero que pueden ser moduladas por la persistencia de un estimulo

ant1génico.
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La manera en que se lleva a cabo la polarizacion de la respuesta inmune ha sido un
teina de intensa investigacién en los Gltimos diez afios, esto ha generado diversas opmiones
acerca del 0 los mecanismos mas importantes para el desarrollo de dicho fenémeno. Este
comportamiento de la respuesta inmune tiene profundas implicaciones en Ia salud de los
individuos, pues una respuesta que oo es regulada adecuadamente puede generar o facilitar
el desarrollo de patologias. Por lo anterior, la importancia de este trabajo radica en Iz
posibilidad de conoger de manera mas profunda e! comportamiento de uno de los
imecanismos capaces de regular la respuesta inmune durante el desarrollo de una infeccion
in vivo. Este mecanismo, €l estado de activacion de las células presentadoras de antigeno,
habia sido estudiado antenormente, sin embargo solo se habian analizado factores aislados
del mismo, en el presente trabajo se buscd analizar de manera integral su conducta en el
desarrollo de la respuesta inmune. Esto con el fin de evaluar su importancia y de ser
posible utilizar ] conocimiento obtenido para su aplicacién en el desarrollo de métodos
tanto profilacticos como de aplicacién en enfermedades va desarrolladas. El conocimiento
adquirido a partir de esie trabajo nos permitira modular el desarrolio de la respuesta
mmune por medio de la modificacién de uno o varios parimetros propios de la activacion
de las células presentadoras de antigeno con ¢l fin de polarizar la respuesta inmune hacia

alguno de los dos tipos (Thl o Th2) segiin sez el requenimiento de la patologia.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir lo siguiente

El estado general de activacién de los macrofagos se altera como resultado directo de la
cromcidad de la infeccion en el modelo murino de cisticercosis, lo que sugiere una
importante correlacion entre estos v 1a regulacidn de la respuesta inmune

La molécula coestimuladora B7-2 se sobreexpresa en la membrana de los macrofagos
conforme la infeccién se toma cronica.

La produccién m virro de citocinas (IL-12 e IL-6) por macrofagos estimulados con LPS
se ajtera conforme avanza la infeccion,

La actividad microbicida de los macrdfagos caracterizada por la produccion w viire de
NO disminuye desde etapas tempranas de la infeccion.

La inhibicion celular y la induccion de Ja respuesta inmune tipo Th2 mediadas por la
produccion PGE-2 se incrementa en macréfagos de infecciones cronicas.

La capacidad de los macrofagos para inducir linfoproliferacion disminuye conforme la

cisticercosis se hace ¢crdnica
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