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RESUMEN

El modelo experimental por Taenia crassiceps ha sido ampliamente utilizado
para orientar el estudio de la parasitosis por Taenia sofium. Si bien se ha avanzado en
la descripcidon de la respuesta inmune inducida por el cisticerco de 7. crassiceps, aun
se desconocen los mecanismos inmunoldgicos involucrados en la resistencial/
susceptibilidad a ésta parasitosis

En esta tesis, se describen celulas y moléculas del sistema inmune involucrados
en el control de la cisticercosis murina. Los resultados principales indican que las
células CD4" son fundamentales en la resistencia a la parasitosis, mas
predominantemente fa subpoblacion TCRaf* que la TCRy8". La infeccidn se desarrolla
con mayor eficiencia en ratones BALB/CAnN (Qa-2-), induciendo una disminucién de
linfocitos T CD4+ y CD8+, TCRaf, especificamente la subpoblacién TCR VB2~
modificaciones que no se observan en ratones naturalmente mas resistentes, BALB/cJ
(Qa-2+). También se reporta un fendmeno apoptdtico inducido por la estimulacion con
antigenos del parasito, que afecta especificamente células CD4” y CD19”, y se discute
su relevancia en la interaccién huésped - parasito.

Los resultados presentados en esta tesis permiten proponer algunos de los
mecanismos inmunocldgicos involucrados en la resistencia/susceptibilidad a la

cisticercosis por 7. crassiceps.



INTRODUCCION

La cisticercosis causada por Taenia sofium es una parasitosis que afecta a
humanos y cerdos y es endémica en paises en vias de desarrollo, donde prevalecen
las condiciones que favorecen su transmision, tales como: falta de higiene, fecalismo
al aire libre, crianza rustica de cerdos y consumo de carne sin la inspeccidn sanitaria

adecuada.

Debido a ia importancia de la cisticercosis en la salud humana y en la
porcicultura en México, ésta ha sido objeto de numerosos estudios relacionados con
aspectos clinicos (Shanley, et al., 1980), patolégicos (Restrepo, et al., 1996, Sekhar, et
al., 1997), inmunologicos (Wilms, et al., 1980; Rojas, et al., 1999; Cardona, et al., 1999:
Arechavaleta, et al., 1998), genéticos (Huerta, et al., 2000; Fragoso, et al., 1996 y 1998;
Sciutto, et al., 1995; Del Brutto, et al., 1991), asi como en el diagnéstico (Shiguekawa,
et al., 2000; Hernandez, et al., 2000; Sciutto, et al., 1998), tratamiento (Del Brutto, et al.,
2000; Gogna, et al., 1996; Singhi, et al., 2000; Garcia Dominguez, et al., 1991; Huerta,
et al., 2000) y prevencion ( Malagén-Valdéz, et al., 1999). Considerando las
dificultades econdémicas y experimentales, asi como las limitaciones éticas implicadas
en experimentacion con cerdos o humanos, en los ultimos afios se ha utilizado la
cisticercosis experimental murina causada por Taenia crassiceps como un modelo de

cisticercosis con el cual orientar la investigacion de la cisticercosis por 7. sofium .

T. crassiceps (Freeman, 1962) es un platelminto de la clase Cestoda, que se
encuentra comunmente en el intestino del zorro rojo de Europa y Norteamerica. Si bien

el zorro es el hospedero mas comun, también se han encontrado en otros canidos
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como; coyotes y perros. El gusano mide aproximadamente 70 a 140 mm de largo y 2.4
mm de ancho. Presenta un escolex constituido por cuatro ventosas y un rostelo o
corona formado por dos anillos de 32 a 36 ganchos rostelares. E! gusano alcanza ia
edad madura después de seis semanas de haber ingresado en el intestino de canidos
(Freeman, 1962). El estado larvario de 7. crassiceps es el Cysticercus longicollis, y sus
hospederos son pequerios roedores, los cuales adquieren la infeccion al ingerir los
huevos presentes en las heces de canidos infectados. Los huevos pueden
transformarse en cisticercos en los roedores localizandose preferenciaimente en la
cavidad pleural y tejido subcutaneo, y solo ocasionalmente en la cavidad peritoneal. El
ciclo de vida se compieta cuando un roedor infectado con cisticercos es ingerido por un
cénido (Fig 1).

Existen diferentes variedades de 7. crassiceps que se han reproducido a partir
de aislados de animales naturalmente infectados: a) La cepa KBS que presenta
anormalidades en el escolex y es posible que no sea infectiva para canidos; b) La cepa
TOI obtenida por Freeman (1962) a partir de la infeccion natural de marmotas
(Marmota monax); c) La cepa ERS, obtenida por una infeccidén en ratas a partir de
parasitos de raton; d) La cepa HYG aislada a partir de ratones infectados con huevos
de una taenia obtenida de una zorra; e) la cepa DEB, aislada de un ojo humano y f) La
cepa ORF, usada comunmente en nuestro laboratorio. Esta ultima es una variedad
anormal debido a que raramente produce escolex , lo que se ha acentuado conforme la
cepa se ha transferido de ratdén en ratdén (Dorais and Esch, 1969), por lo cual no es
infectiva para su hospedero definitivo. Ademas, se ha determinado que esta cepa

presenta aberraciones cromosémicas (Smith, et al., 1972).
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i Reproduccion por gemacion

in vivo
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Fig. 1. Ciclo de vida de Taenia crassiceps



Este parasito se reproduce rapidamente por gemacion polar muitipte en ia cavidad
peritoneal de ratones, ofreciendo asi una importante fuente de antigenos obtenidos en
condiciones experimentales controladas. T. crassiceps presenta algunas similitudes
con 7. sofium, con base en las cuales, se ha considerado como modelo experimental
que permita intensificar el estudio de la cisticercosis por T.sofium. Entre las similitudes
mas importantes figuran:

A) El ciclo de vida de T. crassiceps es similar al de T. sofium, ambos parasitos
tienen un huésped intermediario y un huésped definitivo en su ciclo de vida.

B) Los cisticercos, como las taenias de ambas especies presentan una
estructura macroscopica similar, con algunas particularidades: los cisticercos y la taenia
de T. crassiceps son mas pequefos. Los cisticercos se diferencian ademas por
presentar la capacidad de reproducirse por gemacién. Esta caracteristica es la que
permite cultivarios en el laboratorio.

C) Existe una extensa similitud antigénica entre ambos parasitos Esto pudiera
permitir el reemplazo de los antigenos de 7. solium por los de T. crassiceps con fines
diagnosticos en cisticercosis humana, sin detrimento en la sensibilidad ni en la
especificidad de los ensayos (Larralde, et al., 1988), con la ventaja de que los
antigenos murinos pueden obtenerse en condiciones controladas y sistematicas, o que
aumenta la reproducibilidad de los ensayos.

D) Los antigenos de T. crassiceps y de T. sofium, inducen proteccion cruzada.
Se ha observado que los antigenos de T. crassiceps son capaces de proteger contra la
cisticercosis porcina v viceversa (Sciutto, et al., 1990; 1995).

Estas similitudes, aunadas a los bajos riesgos gue implica la utilizacion del

parasito murino en [a salud humana, y la facilidad para reproducirlo en e! laboratorio,
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han estimulado el estudic de esta cisticercosis murina. Su mayor conocimiento ha
permitido orientar y favorecer el estudio de la cisticercosis por 7. sofium tanto en el
hombre como en el cerdo, especialmente en el desarrollo de una vacuna contra la
cisticercosis porcina.

La cisticercosis en el ratén es una parasitosis de tipo crénico, no mata a su
huésped aun cuande continua multiplicandose hasta que la carga parasitaria supera al
peso del propio ratéon después de meses de infeccidn. A consecuencia de las
infecciones cronicas, hay presencia de antigenos circulantes, estimulacion antigénica
continua, estados de inmunosupresion temporales y formacién de complejos inmunes.
En este tipo de parasitosis es caracteristico la presencia de altos niveles de
inmunoglobulinas, principalmente IgE (Ozeretskovskaia, 2000).

Con respecto a la respuesta inmune asociada a |a cisticercosis murina, se sabe
que cursa con altos niveles de eosinofilia y leucocitosis con una importante disminucion
de las células cebadas en el peritonea de ratones inoculados con el parasito (Freeman,
1964). Enratones BALB/c infectados con 7. crassiceps, se ha mostrado que la
infeccion cronica induce una forma de inmunosupresion, reflejada por una disminucion
de la capacidad proliferativa in vitro a concanavalina A ¢ anticuerpos anti CD3 de
células esplénicas provenientes de ratones infectados (Sciutto, et al., 1995). En
estudios recientes se ha descrito que la parasitosis induce una respuesta inmunologica
de tipo Th1 tempranamente después de la infeccion (7 dias) cuando el crecimiento y
reproduccion de los parasitos es limitado. Esta respuesta Th1 se cambia
progresivamente a una respuesta ThZ conforme aumenta la cantidad de parasitos en
este compartimento y la infeccién se hace crénica (Terrazas, et al., 1998; Villa, et

al.,1996). Con base en estas observaciones se ha propuesto que una respuesta



temprana de tipo Th1 es capaz de controlar el crecimiento de los parasitos, mientras
gue una respuesta tardia de tipo Th2 es compatible con la reproduccion y permisividad
para la reproduccion del parasito. Otros reportes sefialan que durante el curse de la
infeccidn participa una respuesta inmune mixta Th1/Th2 con produccién de altos
niveles de INF-y e IL-4 (Toenges, st al., 1999). Estas diferencias pueden deberse a las
diferentes condiciones experimentales utilizadas al respecto de las cepas de ratones
singénicos, dosis de desafio, tiempo y técnica de infeccion, etc. Es probabie que tanto
la respuesta inmune asociada a la parasitosis como la composicion genética del
hospedero jueguen un papel fundamental en la patologia de esta enfermedad, aunque
muchos de los mecanismos involucradoes son aun desconocidos.

Otro factor importante que probablemente intervenga en la regulacion de la
respuesta inmune, son las hormonas sexuales. Ha sido mostrado que existe un eje
hipotalamo-hipéfisis-génadas-timo, que puede interaccionar con elementos del sistema
inmune {Grossman, 1985). En este sentido, se ha determinado que en la cisticercosis
murina inducida por 7. crassiceps, las hembras son mas susceptibles a la infeccién que
los machos (Huerta, et al.,1992) y que dentro de una misma cepa, existen también
variaciones individuales en la resistencia a la parasitosis. Diferentes estudios
realizados en nuestro laboratorio, han mostrado que estas diferencias en
susceptibilidad son determinadas genéticamente (Sciutto, et al., 1991; Fragoso, et al.,
1996). Los resultados obtenidos senalan que las cepas de fondo genetico C57BL/GJ
son altamente resistentes a la parasitosis, mientras que [as cepas que presentan un
fondo genetico BALB tienen diferentes grados de susceptibilidad. Las cepas
congénitas recombinantes en H2 (BALB/K y BALB/B) resuitaron mas resistentes que la

cepa BALB/cANN, y dentro de las sublineas de la cepa BALB/c, BALB/BydJ presentd



una susceptibilidad intermedia, mientras que BALB/cANN resultd ser la mas
susceptible. Un resultade que orientd la busqueda de factores genéticos involucrados
en la resistencia fue el hallazgo de que la sublinea BALB/cJ resultd altamente
resistente en términos de la cantidad de cisticercos obtenidos después de 30 dias de
infeccidn (Tabia 1). Cabe sefialar que el criterio de clasificar una cepa como resistente
o susceptible se definid después de numerosos estudios de cinética de la parasitosis
en diferentes cepas murinas, con base al nimero de cisticercos recuperados 30 dias
después de ia infeccion intraperitoneal con 10 cisticercos/raton. La mayor resistencia
observada en BALB/cJ resulté de especial interés considerando que se ha reportado
gue esta cepa presenta solo algunas diferencias conocidas con respecto a las demas
sublineas BALB/c. Entre ellas se reportan que en BALBc¢/J hay mayores niveles de o-
fetoproteina en ios animales adultos, niveles elevados de 3 enzimas que participan en
la biosintesis de catecolaminas; tirosina hidroxilasa, dopamina $-hidroxilasa y
feniletanolamina N-metil transferasa (probablemente asociadas con el comportamiento
agresivo de esta cepa) y los genes funcionalmente activos que codifican para la
proteina no clasica de histocompatibilidad (MHC clase Ib) denominada Qa-2 (Roderick,
et al., 1985).

La proteina Qa-2 puede ser codificada por un conjunto de 4 genes de la
subregion Qa (Q6, Q7, Q8 y Q9) y es expresada en noédulos linfoides, bazo, timo,
médula dsea e higado. Los mayores niveles de expresion se reportan en linfocitos T

activados y en menor grado por linfocitos By T inmaduros. En relacién a



TABLA 1. Resistance of BALB/c substrains and BALB H-2 congenic mice to
infection to with Taenia crassiceps cisticerci.

H2 * Parasite L.oad

Strain Haplotype Female Male
Qa-2

BALB/cANN D - 122.1 +8.07° 30.29 + 2.15°
BALB/cByJ D - 31.1 +4.80° 4.46 +1.84°
BALB/cJ D + 10.2 +2.98° 0.39 + 0.16°
BALB/B B * 23.7 + 3.76° 0.53 +0.27°
BALB/K K -

27.7 + 5.49° 0°

* Mean number + Standard error of the number of cysticerci recovered 30 days
after challenge with 10 parasites/mouse.

ab.c.d e data labeled with the same letter are not significant different from each
other, whereas those with different letters are significantly different (P < 0.01).

{Tomado de Fragoso, et al, Parasitology, 1996).



su estructura, ésta glicoproteina presenta 3 dominios globulares tipo inmunogiobulina,
(cadena o) la cual esta asociada a una molécutla de B2-microglobulina y como todos los
antigenos no clasicos, exhibe un polimorfismo extremadamente bajo (Stroynowski,
1995).

Considerando a Qa-2 como un probable candidato relacionado con la resistencia
a la cisticercosis murina, se abservo en retrocruzas de F1 (BALB/cCANNXBALB/cJ) x
BALB/cANN que la expresion de Qa-2 se asociaba a una menor cantidad de parasitos.
La asociacion entre Qa-2 y la resistencia se confirmoé a través de la transferencia del
gene Q9 (Fragoso, et al., 1998).

La asociacién de esta proteina con una funcidn en ia capacidad de controlar la
extension de esta parasitosis resulta de especial interés, considerando que adn no
existen funciones claramente establecidas y asociadas a Qa-2. Entre las
observaciones realizadas al respecto de esta proteina figuran las siguientes: se ha
reportado que puede ser sintetizada como una molécula anclada a la membrana celular
(40kDa) y en forma soluble (39 kDa). La capacidad de liberarla utilizando fosfolipasa C,
indica la presencia de un anciaje transmembranal de tipo glicolipidico (especificamente
fosfatidil- inositol). La forma soluble de Qa-2 se incrementa después de estimular los
linfocitos T con mitdgenos, tales como la concanavalina A. Cada uno de los genes que
codifican esta proteina (6,Q7,Q8 y Q19), son muy similares entre si y pueden originar
tanto la forma soluble como la anclada a la membrana. Sin embargo, la mayor parte de
la proteina Qa-2 expresada en la superficie membranal es codificada por los genes Q7
y Q9 (Mellor, et al , 1985; Stroynowski, et al. , 1987).

En relacion a su funcidn, existen evidencias que sugieren que esta proteina

pudiera tener funciones inmunoldgicas. Estudios realizados con la forma soluble de
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Qa-2, han mostrado que esta molécula es capaz de unirse a un grupo de 200 péptidos
pequefios de aproximadamente 9 aminoacidos, derivados de proteinas intracelulares,
fo que sugiere que como otras moléculas clase I, Qa-2 podria funcionar como molécula
presentadora de antigenos sintetizados endogenamente (Tabaczewski, et al.,1997;
Joyce, et al.,, 1994). Por otro iado, se ha encontrado que a través de Qa-2 se pueden
inducir sefiales de activacion cuando celulas Qa-2+ son estimuladas con anticuerpos
dirigidos especificamente conira el dominio o3 de la proteina Qa-2. Sin embargo, la
proliferacién inducida a través de Qa-2 requiere de una sehal secundaria, producida por
un anticuerpo entrecruzador y/o por sustancias mitogénicas como €l PMA (Phorbol 12
myristate 13 acetate). Este proceso solo se ha observado en la estimulacion de células
purificadas CD4" pero no en células CD8" (Hahn, et al., 1992). Cuando células Qa-2" y
Qa-2" son especificamente estimuladas a través de la molécula CD3, se induce
proliferacion en ambas poblaciones, sugiriendo que Qa-2 tiene un papel secundario en
la activacion, después de una primera estimulacion por ef complejo CD3/TCR {Hahn
and Soloski, 1989). Sin embargo, Amiyaran, et al. (1995) utilizando anticuerpos
dirigidos hacia las porciones a1 y 02 de Ja-2 y contra otras porciones del MCH clase |,
observaron un efecto inhibitorio sobre la estimulacion inducida a través del CD3. Esto
sugiere que las secuencias lipoproteicas transmembranales y‘ citoplasmaticas
(fosfatidil-inositol) de la proteina Qa-2 no son necesarias para producir un efecto de
activacién o inhibicion celular, siendo los dominios extracelulares los mas importantes
en la generacion de sefales para inducir efectos bioldgicos. Adicionalmente, existen
reportes en los que se ha descrito que la molécula Qa-2 es la misma proteina
codificada por el gen Ped, la cual tiene un papel funcional muy importante durante la

etapa embrionaria en el raton (Warner, et al., 1998, McElhinny, et al., 2000).
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Considerando que, la proteina Qa-2 es capaz de unir y presentar peptidos a las
células T, como lo hacen las moléculas clasicas del MHC, que se pueden inducir
sefiales de activacion a través de esta molécula, que Qa-2 estd asociada a la
resistencia a la parasitosis y que se expresa tempranamente durante el desarrollo
embrionario, consideramos que las diferencias en susceptibilidad o resistencia a la
cisticercosis por T. crassiceps puedan ser resuttado de la capacidad de Qa-2 para
influir en ciertas funciones inmunolégicas, tales como eventos de seleccidn linfocitaria o
quiza funcionando como una molécula co-estimuladora.

En esta tesis se evallan estas posibilidades estudiando la respuesta inmune
inducida por |a cisticercosis en una cepa susceptibie (BALB/CANN, Qa-2") y otra
relativamente resistente (BALB/cJ, Qa-2") y se determinan cuales son los componentes
criticos de la respuesta inmune para el control de la parasitosis por 7. crassiceps a
través del uso de ratones Knock out.

Los resultados obtenidos en este estudio podrian ser de utilidad para orientar el
estudio de los mecanismos inmunologicos involucrados en la resistencia y/o
susceptibilidad a |a cisticecosis por T. sofium, asi, como en el desarrollo de nuevas

estrategias para el control de esta enfermedad.



OBJETIVO
. ESTUDIAR LOS MECANISMOS INMUNOLOGICOS ASOCIADOS ALA
RESISTENCIA / SUSCEPTIBILIDAD A LA CISTICERCOSIS MURINA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

. Determinar la importancia de diferentes moléculas del sistema inmunociégico en la

parasitosis, utilizando ratones “knock out” con fondo genético BS.

. Determinar las subpoblaciones de linfocitos T que participan en la respuesta
inmunolégica en contra del parasito en las cepas Qa-2" y Qa2’, en ratones con

fondo genetico BALB/c

. Determinar los isotipos inmunoglobulinas y citocinas que participan en la respuesta

inmunoldgica en contra del parasito.

. Determinar la importancia de las células Qa-2" en la resistencia a |a cisticercosis

murina por 7. crassiceps, a través de |la creacion de ratones quimeras.

. Determinar si un proceso de muerte celular (Apoptosis) estd involucrado en la

susceptibilidad a la parasitosis por T. crassiceps.



MATERIALES Y METODOS

Ratones

Se utilizaron 2 cepas de ratones diferentes en su grado de susceptibilidad a la infeccion
por Taenia crassiceps , BALB/cANN (AnN, susceptible) v BALB/cJ (Jax, resistente). Los
“stocks” originales fueron donados por Michae! Bevan (Seattle University) y por el
National Institute for Medical Research, Animal Center, London Engiand,

respectivamente. Ambas cepas han sido manienidas en nuestro instituto.

Parasitos e Infeccion

L.a cepa ORF de T. crassiceps {Zeder, 1800) (Rudoiphi 1810), aislada por Freeman
(Freeman, 1862) y suministrada por B. Enders (Behringwerke, Marburg, Germany) ha
sido mantenida por pasajes intraperitoneales seriados en ratones hembra BALB/CANN
durante 12 afos el Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Los parasitos
utilizados para la infeccidn se obtuvieron de la cavidad peritoneai de ratones con una
infeccion de 60 dias, lavados 3 veces con una solucion amortiguadora de fosfatos
(PBS). Se seleccionaron los pardsitos con un diametro de aproximadamente 10mm y
se utilzaron 10 por raton en todos los experimentos de infeccidn. En algunos

experimentos se utilizaron tanto ratones de 6 dias, como de 30 dias de infeccion.

Obtencidon de antigenos totales del cisticerco de Taenia crassiceps (TcAg)

Los antigenos solubles de cisticercos de 7. crassiceps, se obtuvieron segiin el
siguiente protocolo; fos cisticercos se extrajeron del peritoneo de ratones hembras
infectadas durante 1-2 meses, se lavaron 5 veces con PBS frio (4°C) Despugés, se

resuspendieron en PBS vy se centrifugaron a 25,600 rpm por 60 min. a 4 °C. El



sobrenadante se recupero, se esterilizd por filtracion a través de un filtro millipore (poro
de 2um), y se determiné la concentracién de proteina utilizando 1a técnica de Bradford
(Bio-Rad, Hercules, CA). Se prepararon alicuotas y se almacenaron a —20 °C hasta

SU uUso.

OCbtencion de ratones guimeras

Para la obtencion de las quimeras, se irradiaron ratones hembras BALB/CANN (Qa-2%)
y BALB/cJ (Qa-2"), con una dosis subletal tnica de 800 Rads con una fuente de '¥Cs.
{Gammacell 1000 Elite Nordion International Inc., con una dosis central de 4.05Gy /
min), los cuales sirvieron como receptores. Para la reconstitucion celular, las células
de meduta 6sea fueron obtenidas de la tibia y peroné de ratones sanos (donadores) de
las mismas cepas de ratones, se tavaron 3 veces con PBS a 4°C y se ajustaron a una
densidad de 1 x 10%células / ml. Los ratones irradiados fueron reconstituidos
inmediatamente, inyectandoles por via intravenosa (vena coxigea) 2-5 x 10° células
de médula dsea, resuspendidas en 0.2ml de PBS. Los ratones reconstituidos se
dejaron reposar por 25 dias y después se infectaron por via intraperitoneal con 10
cisticercos de T. crassiceps. Después de 30 dias de la infeccion, los ratones se
sangraron y se verifico |a efectividad de la reconstitucién celular por andlisis de
citometria de flujo, determinando la presencia de la proteina Qa-2. A los 60 dias de
infeccion los ratones se sacrificaron y se determind la carga parasitaria en cada raton.
Todos los ratones recibieron pretratamiento con antibidtico (2 mg/m! sulfato de
neomicina, Sigma) durante todo el experimento en el agua del bebedero, desde 10

dias antes de comenzar el experimento. Se hicieron los siguientes quimeras: cJ—cJ,

AnN-—AnN and c¢J—AnN (Donador-»>Receptor).
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Ensayc de Proliferacion

Se obtuvieron esplenocitos de ratones al sexto dia de la infeccion y de sus controles no
infectados. Las células se cultivaron en medio de cuitivo RPMI 1640 (Gibco,
Gaithersburg, Md), suplementado con L-glutamina (0.2 mM), 2-mercaptoethanot (0.05
mM), aminoacidos no esenciales (0.01 mM), penicilina (100 U / m!), estreptomicina (100
ug / mb)y Suero Bovino Fetal 10 % (FBS). Las células se estimularon con
Concanavalina A (5 ug / mi) o antigenos totales de 7. crassiceps (10 ng / ml). Se
incubaron a 37 °C en una atmodsfera humeda con 5% de CO,, en microplacas de
fondo plano, a una concentracion final de 2 x 10° células/ 200 pl de volumen final.
Despueés de 72 hr, se afadié 1 uCi por pozo [methyl~3H] Thymidine (Amersham, Life,
Science, U. K), después de 18 h se cosecharon y las cuentas por minuto (cpm) se
cuantificaron en un contador de centelieo [1205 B-plate liquid scintillation counter
(Wallac Oy, 20101 Turku 10, Finland)]. Todos los ensayos se realizaron por triplicado
de cada una de las muestras individuales provenientes de grupos de 3-4 ratones por
grupo. Los datos se expresan como la media = error estandar de las cuentas por
minuto {(cpm) de cada grupo experimental. Los sobrenadantes de los cultivos celulares
se colectaron después de 72 h de estimulacion. bajo condiciones estériles para la
determinacién de citocinas (IL-2, IFNv. IL4 e IL-10) por la técnica de ELISA, utilizando
un kit comercial, y siguiendo las recomendaciones de los fabricantes (PharMingen, San

Diego, Ca).



Anticuerpos monoclonales

Los siguientes anticuerpos monoclonales bictinilados utilizados fueron: anti-TCR V2
(B20.6), VB3 (KJ25), VB4 (KT4), VB5.1, 5.2 (MR9-4), V6 (RR4-7), VB7 (TR310), VB8
(F23.1), VB9 (MR10-2), Vp10° (B21.5), VB11 (RR3-15), V12 (MR11-1), V13 (MR12-3)
y V314 (14-2), los cuales fueron donados por la Dra. Marcia A. Blackman del St. Jude
Children’s Research Hospital, Memphis, TN, USA. El conjugado de estreptoavidina-
Quantun Red™ fue utilizado para reveiar los anticuerpos biotinilados. Los anticuerpos
anti-CD4 PE (RM4-5) , anti-CD8 FITC (563-6.7), anti-CD3 CyChrome(clone 145-2C11),
anti-TCRyS FITC (GL3) y anti-TCRap FITC{H57-587) fueron adquiridos en Becton

Dickinson (San José, Cal.).

Obtencion de la suspension celular y analisis citofluorométrico (FACS)

Las células espiénicas de ratones BALB/c susceptibles y resistentes se cosecharon
después de ser cultivadas durante 3 dias en medio (RPMI) o antigenos del cisticerco
de Taenia crassiceps. La expresion de CD8 y CD4 se determind a traveés de la tincidn
con anticuerpos anti-CD8 PE ¢ anti-CD4 FITC respectivamente. Al mismo tiempo, se
tifieron células con el anticuerpo control del mismo isotipo, para determinar Ia tincion
inespecifica en las células. Brevemente, ias células fueron lavadas con PBS
conteniendo 10% de suero bovino fetal inactivado y azida de sodio (0.02 %), despues
se incubaron con el anticuerpo correspondiente a 4°C, 30 min. Posteriormente, las
células se lavaron y se resuspendieron en una solucion isotonica conteniendo
formaldehido al 3 %. Las muestras fueron analizadas por citometria de flujo
(FACScan, Becton Dickinson, Palo Alto, CA). Los resultados se expresaron como

porcentaje de células positivas. En todos los experimentos, se usaron células de
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ratones no infectados v de infectados durante 6 dias. Para determinar el efecto in vivo
en la distribucion de las células que expresan un determinado tipo de TCR VB, los
esplenocitos se obtuvieron a los 6 dias de infeccidn y se tifieron como se indicd
anteriormente. Para el analisis de las células T CD4+ o CD8+ se adquirieron 10,000
eventos. Los resultados fueron reportados como porcentaje de células teflidas.

Para evaluar la reconstitucion celular en las quimeras y del fendémeno en si, se
utilizaron anticuerpos biotinilados anti-Qa-2, y el conjugado de estreptoavidina-

Quantun Red™ para revelar los anticuerpos biotinilados.

Obtencion de las células y condiciones de cultivo para los ensayos de apoptosis
Los esplenocitos de ratones no infectados e infectados de 30 dias se obtuvieron
asépticamente y se maceraron en 3 ml de medio de cultivo RPMI 1640 frio (4°C). Se
prepard una suspension celular a través de aspirar y expulsar varias veces, utilizando
primero una jeringa con una aguja del no. 23 y después una del no. 26. Las células
mononucleares (CMN) fueron purificadas por centrifugacion, utilizando un gradiende
de densidad con Ficoll-Histopaque (Sigma, Diagnostics Inc., St Louis, MO, USA). Las
CMN se lavaron 3 veces con PBS fric (4°C), se contaron y se ajusto la densidad
celular a 1 x 10° células / mi, después se cultivaron en frascos de cultivo (10 mi /
frasco), se incubaron en ausencia o presencia de antigenos de T. crassiceps (10 ug /
ml) a 37°C en una atmosfera humeda al 5% de CO- . Estas células se utilizaron para

detectar apoptosis por distintas técnicas.
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Deteccion por citofluorometria de células apoptdéticas a través de 1a tincién con
Annexina-V y Yodure de propidio

Se realizaron dobles marcajes con Annexina-V y yoduro de propidio, de acuerdo a la
técnica sugerida por el proveedor del Kit (Roche Molecular Biochemical, USA), con
pequefias modificaciones. La Annexina-V es una proteina con alta afinidad por la
fosfatidilserina, la cual es ampliamente utilizada para detectar células en apoptosis. En
este estudio, utilizamos la Annexina-V recombinante acoplada a FITC (Roche
Molecular Biochemical, USA) para determinar la apoptosis en CMN de ratones
BALB/cANN no infectados e infectados (30 dias), después de la estimulacién in vitro
con antigenos de T. crassiceps. Brevemente, las CMN (1-2 x 10° células/ml) se favaron
3 veces con PBS frio (4°C) y se resuspendieron en 200 pl de una solucion de pegado
comercial (Roche Molecular Biochemical, USA) conteniendo 2 pl de Annexina-V
(FITC). Se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente. Antes del analisis por
citometria de flujo se afiadid 1l de yoduro de propidio, para descartar las células que
mueren por necrosis. Las muestras se adquirieron en un citbmetro de flujo (FACScan
Becton Dickinson, Palo Alto, Calif.). Para determinar el fenotipo de las células en
apoptosis, se realizaron dobles tinciones, utilizando 1ug / 100u! / 10° células de cada
uno de los siguientes anticuerpos anti raton; anti-CD8 PE (57-6.7), anti-CD4 CyChrome
(GK1.5) y anti CD19 PE (1D3) (Pharmingen, San Diego, Calif.) y la Annexina-V FITC.

Un minimo de 10,000 células de cada muestra fueron analizadas
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Deteccién de apoptosis a través del analisis de la fragmentacion de ADN por
electroforesis en gel de agarosa

La fragmentacion de ADN ha sido utilizado como un marcador bioguimico de
apoptosis, debido a que una vez que las células han fragmentado su ADN, estan
destinadas a morir, y no hay mecanismos de rescate para eliminar la sefial apoptética.
En este estudio se utilizd esta técnica para evaluar el fendmeno de apoptosis. EI ADN
total de las células fue extraido utilizando el siguiente protocolo; después del periodo
de estimulacién, las células fueron lavadas con PBS y resuspendidas en 500ul de una
solucién de lisis que contiene; 50 nM Tris-HCI, pH=8.0, 10 mM EDTA, 200 mM NaC{,
0.5% SDSy 0.5 mg/mide proteinasa K ( Boehringer-Mannheim) y se incubé a 50°C
durante 2h. Después, se realizd una extraccion de fenol/cloroformo, seguida por una
precipitacion con etanol. El ADN fue disuelto en una solucion de Tris-EDTA (10 mM
Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0) y un tratamiento con ARNasa fue realizado para eliminar el
ARN. Las muestras de ADN fueron cargadas en un gel de agarosa al 1% y se corrio a

5 Vicm durante 4h, despues se visualizd con una tincién con bromuro de etidio.

Deteccion de citocinas por la técnica de ELISA

Se utilizaron microplacas para ELISA (Nunc-immuno™ Plate, Maxisorp™ Surface), las
cuales se sensibilizaron con 1.5 ug / mi de las siguientes citocinas: IFN-y, IL-2, IL-4, e
IL-10. Las citocinas se diluyeron en una solucion amortiguadora de carbonatos
(pH=9.6), se colocaron 100 .l por pozo y las placas se incubaron a 4°C durante 24h.
Despues, las placas se lavaron con una PBS conteniendo Tween-20 al 0.3 %, y se

bloquearon los sitios inespecificos con una solucion de PBS-albumina sérica bovina



(BSA) al 1% durante 60 min. Las muesiras de sobrenadantes de cultivo celulares y
diluciones de concentraciones conocidas de interleucinas recombinates se afiadieron y
se incubaron durante 80 min a temperatura ambiente. Enseguida las placas se lavaron
y se afadieron los anticuerpos anti-interleucinas biotinilados (IFN-y, IL-2, IL-4, e 1L-10),
se incubaron 30 min. Las reacciones positivas fueron detectadas usando el conjugado
de estreptoavidina-peroxidasa (1:2000) durante 30 min a temperatura ambiente. El
TMB (3,5°-5,5"-Tetramethylbenzidine) fue utilizado como sustrato (Sigma, 5mg/ml). La
reaccion de color fue detenida utilizando 50 pi de H2S04 (0.2 N ) y los valores de
absorbancia fueron evaluados a 450 nm en un lector de ELISA (Human GmbH,

Humareader, Mode! 21086).

Deteccion de Isotipos de anticuerpos por la técnica de ELISA

Los titulos de distintos isotipos de anticuerpos fueron evaluados en el suero de
animales infectados y no infectados por la técnica de ELISA, utilizando TcAg como
fuente de antigeno. Brevemente, |as placas de ELISA se sensibilizaron con 100 pl por
pozo de TcAg (1ug/ml), durante toda la noche a 4°C. Se lavaron con PBS-Tween-20
(0.3%) y se bloguearon los sitios inespecificos con PBS-BSA (1%). El suero diluido
1:100 en PBS-Tween fue afadido (100 pl/pozo) e incubado 60 min a 37°C. Las
inmunoglobulinas (lgs) fueron detectadas utilizando 100 il anti-lgs bictinilados (biotin-
conjugated anti-IgG, anti-IgE, anti-IgM, anti-lgG;, anti-lgG2,., Sigma Chemical Co. St
Louis, MQ) diluidos 1:2000 e incubados durante 45 min a 37 °C. |as reacciones
positivas fueron detectadas utilizando estreptoavidina-peroxidasa (1:2000) durante 30

min at 37 °C. ElI TMB (3,5°-5,5"-Tetramethylbenzidine) fue utiizado como sustrato



(Sigma, 5 mg / ml). ). La reaccion de color fue detenida utilizando 50 ul de H2S04 (0.2
N ) y los valores de absorbancia fueron evaluados a 450 nm en un tector de ELISA

(Human GmbH, Humareader, Model 2106).

Analisis estadistico

Las pruebas no-parametricas de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis fueron usadas
para la comparacion estadistica de la carga parasitaria entre grupos de
ratones. Para los ensayos de citometria de flujo y proliferacion linfocitaria, se
realizd la prueba para muestras no-apareadas de Welch's—test (prueba
alternativa de t-test). Para los experimentos de apoptosis, se hicieron
comparaciones estadisticas entre el grupo control y el experimental, utifizando
la prueba de t-student, una P<0.05 é menor fue considerada significativa.
Todas las puebas estadisticas se realizaron utilizando en programa
computacional de GraphPad (Instat Software Program, GraphPad, San Diego,

Cal.).
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RESULTADOS 1.

Resumen del articulo publicado: Las céiulas CD4+TCRaf estan criticamente
involucradas en el control de la cisticercosis murina, en ratones C57BL/6J.

La cisticercosis por 7. crassicesps es una parasitosis que se desarrolla
principalmente en el peritonec de ratones BALB/CARN y en menor grado en ratones
C57BL/6J. Recientemente, se ha descrito que es probable que un mecanismo
inmunoldgico mediado por células T, este involucrado en Ia resistencia en contra de
esta parasitosis. Con el objetivo de tratar de identificar cuales son las células
involucradas en la resistencia a la cisticercosis por 7. crassiceps, utilizamos ratones
C57BL/6J modificados genéticamente (Knock out mice), deficientes en distintas
moléculas de importancia inmunolégica como: CD4, CD8, TCRa, TCRB, TCRS y RAG-
1. Los resultados de este trabajo nos muestran que después de 30 dias de infeccion
se observa un porcentaje de mortalidad en deficientes en; CD4™ (57.2%), TCRB™
(42.9%), RAG-1" (42.9%) y en menor grado en\TCRa"' (28.6%). Interesantemente, en
los ratones BALB/cANN y Silvestres (Wild Type, WT), ni en los ratones deficientes en
CD8y TCRS se observo este fendmeno. En los ratones que presentaron mortalidad,
también se observo una mayor carga parasitaria, en comparacion con los ratones
silvestres. Para evaluar la reactividad inmunoldgica en contra del parasito, se realizaron
experimentos de proliferacidn in vitro de las células esplénicas de los ratones
genéticamente deficientes, e infectados por 30 dias, en los cuales se observo que las
células de los ratones CD8™, TCR&” y WT infectados presentan una respuesta
proliferativa antigeno especifica mayor que los ratones no infectados y que los otros

ratones deficientes CD4™, RAG”, TCRa™ TCREy RAG-17",



Al evaluar la produccion de citocinas en sobrenadantes de esplenocitos
estimulados con antigenos de T. crassiceps, los niveles de citocinas T1 (IL-2, INFy) y
T2 (IL-10, IL-10) se incrementan en esplenacitos de ratones WT infectados mientras los
ratones deficientes en CD8"" y TCRS™, mostraron el mismo patron de produccion de
citocinas que los WT pero en menores niveles. Mientras tanto, en ios ratones TCRo™,
TCRB™ y CD4™ no hay aumento significativo de IL-4, aunque aquellos TCRa™ y CD4™
mostraron aumento en los niveles de IL-2, aunque en menores niveles que el raton WT
infectado. Interesantemente, en los ratones CD4”, TCRo”, TCRP™ y RAG-1" que
resuitaron con un importante indice de mortalidad, no se detecté produccion de
anticuerpos IgG ni IgM, mientras que en los ratones CD8™, TCR8™ y WT infectados si
hubo una importante produccién de estos anticuerpos. En conclusion, las células CD4*
TCR af’ son las mas importantes en la induccién de la proteccion en contra de la
parasitosis por T. crassiceps, participando en el control de |la cantidad de parasitos que
se recuperan después de 30 dias de infeccion, asi como en la sobrevivencia. Mientras
que las células CD8" y las células TCRy8" parecen estar involucradas solo en el
control de la cantidad de parasitos, y no tener un papel importante en el fenémeno de
sobrevivencia a la parasitosis. Ademas la ausencia de las células CD4" 0 TCRap”
altera la viabilidad de los ratones (fenémeno no antes visto). Aunque no se sabe con
certeza cual es la causa de la mortalidad en estos ratones inmunodeficientes, si es bien
conocido que el parasito es capaz de liberar productos biologicos que alteran la
respuesta inmune e incluso inducir la muerte celular, por lo que es posible que estos
productos secretados por el parasito afecten a diferentes células vy tejides, de manera

que se pueda inducir la muerte en estos ratones inmunodeficientes. Tambien es posible



que esios productos liberados por el parasito puedan ser neutralizados por los
anticuerpos producidos por los ratones inmunodeficientes. Sin embargo, los ratones
gue presentaron un indice de mortalidad importante, no producen anticuerpos. Un
haliazgo importante, es el que en estos ratones C57BL/6J inmunodeficientes una
respuesta de tipo T2 parece ser la que esta involucrada en |a resistencia a ia
parasitosis. Los resultados presentados en este trabajo, ayudaran a establecer el papel

de la respuesta inmunoldgica en el control de ia infeccion por T. crassiceps.
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Abstract Taenia crassiceps cysticerci develops in the peritoneal cavity of BALB/cAnN and, to

a lesser extent, of C57BL/6) mice. The mechanisms involved in the immunity to this murine
cysticercosis seem to be mainly mediated by T cells. To further insight into the mechanisms of
cysticercal immunity, the susceptibility of mice deficient in different immunologically relevant
genes was compared to that of the respective wild type (WT). Mice were classified according to
the parasite load and survival after infection: highly susceptible (HS), with an increased parasite
load and mortality rate (CD4™", TCRa.™, TCRB™, RAG1™), susceptible (S), with only increased
parasite load (TCRS™", BALB/cAnN), and relatively resistant (RR), with lower number of
parasites (CD8™", WT). Neither specific proliferative response nor Th2 cytokine or antibody
responses were observed in HS mice. These data strongly suggest that CD4 " TCRaf3” T cells

have a critical role in the control of T. crassiceps murine cysticercosis



Introduction

Taenia crassiceps cysticerci cause a chronic infection in laboratory animals such as mice

(Freeman , 1962 and Smith et al. 1972) and rats (Blair et al. 1976). It can be experimentally
maintained in the peritoneal cavity of mice, where cysticerci reproduce by budding, and where
they can be harvested and individually counted to estimate how susceptible different strains are
(Sciutto et al 1991, Fragoso et al. 1996). T. crassiceps cysticercosis has been used as a suitable
experimental mod.el to study the participation of immunologic (Robinson et al. 1997; Terrazas et
al. 1999 and Tonjes et al. 1999), genetic (Sciutto et al. 1991; Fragoso et al. 1996, 1998) and
gender (Bojalil et al. 1993, Larralde et al. 1995) factors involved in resistance. The initial
characterization of parasite restrictive immunity to T_crassiceps cysticercosis revealed the
relevance of T cells (Hermanek et al. 1989; Sciutto et al. 1995), compared to the bulk of
antibodies which do not clearly control the infection (Villa et al. 1996) More recently, evidence
of an early Th1 response concomitant with a limited parasite growth, which progressively
switched to a more permissive Th2 response has been reported (Terrazas et al. 1998). Efforts
have also been made to determine the role of TCRYS ™ cells in the resistance to T crassiceps
infection (Tonjes et al 1999). To further insight into the mechantsms of cysticercal immunity,
we studied the immunological profile and resistance of different C37BL/6J gene disrupted mice
(GDM). Specifically, we evaluated the role of CD4, CD8, TCRaf and TCRyd in the control of

the establishment and/or progression of the parasitosis.



Materials and methods

Mice

The following GDM strains on a C57BL/6J genetic background, and C57BL/6J WT of 6 to 8
weeks of age were obtained from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME): CD47 (C57BL/6-
Cd4™M&y CD8 " (C57BL/6-Cd8a™ ™M™, TCRa™™ (C57BL/6J-Tera™ ™™ ), TCRB™ (C57BL/6J-
Terb™™Mo™y TCRS ™ (C57BL/6J-Terd™ ™™ and RAG1™™ (CS7BL/6J-Ragl™™M™). Female
BALB/cAnN mice were obtained from The National Cancer Institute (Frederick, MD). C57Bl16]
WT (relative resistant) and BALB/cAnN (comparatively susceptibie), which have been
extensively tested (Sciutto et al. 1991; Fragoso et al. 1996) in their susceptibility to T. crassiceps
were included in each experiment as controls. All mice were housed at The Johns Hopkins
University Schooel of Medicine (Baltimore, MD} animal facilities in microisolators supplied with

sterile food and water under pathogen-free conditions

Parasites and Infection

The ORF strain of Taenia crassiceps (Zeder 1800) Rudolphi 1810, isolated by Freeman, 1962

and supplied by B. Enders (Behringwerke, Marburg, Germany), has been maintained by serial
intraperitoneal passage in BALB/cAnN female mice for 15 years, at the Instituto de
Investigaciones Biomedicas, UNAM. Parasites for infection were harvested from the peritoneal
cavity of mice, 1 to 2 months after inoculation of 10 cysticerci per mouse Parasites were
obtained under sterile conditions and tested for the presence of bacterial and fungi contaminants
Groups of 7 to 8 mice were injected intraperitoneally with 10 small (2 mm in diameter), non-

budding T, crassiceps larvae suspended in phosphate-buffered saline (PBS) Thirty days after



infection, mice were sacrificed and cysts inside the peritoneal cavity were counted. The spleen

of each mouse was removed to obtain splenocytes for proliferation assays.

Preparation of Taenia crassiceps cysticercal antigens (TcAg)

Soluble antigens were recovered from 1. crassiceps cysticerci by the procedure described by
Toledo et al. 1999. Briefly, cysticerci recovered 1-2 months after infection were collected and
extensively washed in ice-cold PBS. Cysticerci were then suspended in a minimal amount of
buffer and centrifuged at 25,000 rpm for 60 min at 4 °C. The supernatant, which included the
mixture of soluble T. crassiceps antigens (TcAg), was recovered. Supernatants were filter-
sterilized and protein concentration was determined by the Lowry assay (Bio-Rad, Hercules,

CA). Aliquots were stored at —20 °C until use.

Proliferation assays

Thirty days after infection spleen cells were obtained and cultured in RPMI-1640 supplemented
with L-glutamine (0.2 mM), pentcillin (100 U/ml), streptomycin (100 pg/ml), fungizone (0.25
ug/ml), non-essential amino acids (0.01 mM), 2-mercaptoethanol (0.05 mM) and fetal bovine
serum (10%). Cells were cuitured in supplemented medium in the absence or presence of TcAg
(10 ug/ml) or concanavalin A (5 ug/mi) at 37°C in CO; humidified atmosphere. in 96-well flat-
bottomed microtiter plates (200 ub/well at a concentration of 1 x 10° cells/ml). After 72 h,
cultured cells were either pulsed (1uCi per well) for [8h with [merin/="H] thymidine {Amersham
Life Science, Little Chalfont, England), or centrifuged and the supernatants collected, aliquoted
and stored at -20 °C to measure cytokines. Pulsed cells were harvested and the incorporated
label was measured by counting in a Model 1205 -plate spectrometer (Wallac) All assays were
performed by triplicate tr all mice that survived after 30 days of infection
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Assessment of cytokine production in infected mice

Previously described ELISA protocols (Terrazas et al. 1999) were used to measure the following
cytokines: IFN-y, IL-2, IL-4, and IL-10 in culture supernatants from TcAg stimulated spleen
cells of infected and non-infected WT mice, as well as from infected GDM. All monoclonal

antibodies and recombinant cytokines were from Pharmingen (San Diego, CA).

Isotype antibodies detection by ELISA

Antibody titers in the sera of infected animals were assessed by indirect ELISA using 7cAg as
the source of antigen. The technique was essentially that described by Terrazas et al. 1998, with
minor modifications. Briefly, after incubation of 100 ul per well of TcAg (11g/ml) overnight at
4°C, the wells were washed and incubated with 100 pl of mouse sera diluted in PBS-Tween
1:100 for 60 min at 37°C. Antibodies were detected with 100 pl of the biotinylated anti-Igs
(biotin-conjugated anti-IgG, anti IgE, anti-IgM, anti-IgGy, anti-1gGz,, Sigma Chemical Co. St
Louis, MO) diluted to optimum concentration (1:2000) and incubated for 45 min at 37 °C.
Bound anti-isotypes were detected using streptoavidin-peroxidase (1:2000) during 30 min at 37
°C. TMB (3,5'-5,5 -Tetramethylbenzidine) was used as substrate (Sigma, Smg/ml). The color
reaction was stopped using 50 pl of 0.2 N H;SO, and absorbance values were measured at 450

nm in an EL1SA reader (Human GmbH, Humareader, Model 2106)
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Statistical analysis.

The statistical significance of number of cysticerci was calculated with the non-parametrical
Mann Whitney U-test. The statistical significance of the difference between mean values of OD
in ELISA and *H-TdR incorporation in cell proliferation assays was obtained with the Welch's
unpaired test. Statistical analyses were performed with the INSTAT program (Graph Pad, San

Diego, CA). Differences were considered significant when P values were less than 0.05.



Results

Mortality of Taenia crassiceps infected RAG-1", CD4™", TCRa™ and

TCRB™ Gene Disrupted Mice

To examine the role of different T cell subsets in controlling cysticercosis infection, T cell
deficient and WT mice were infected and survival of infection was calculated every day during
30 days. As Fig. 1 shows, at day 21 of infection RAG-17", CD4™, TCRa”” and TCRS™ mice
displayed significant mortality. At the end of the experiment (day 30), 57.2 % of CD4” and
RAG-1"", 42.9 % of TCRP"and 28.6 % of TCRa” had died. None of the other mice (TCR™,
CD8", BALB/cAnN and WT infected mice) died before day 30 of infection. These findings
indicate that the absence of CD4, TCRa or TCR3 molecules can lead to a lethal T. crassiceps

infection.

Increased parasite load in CD4”, TCRa” , TCRB and TCRS™ Gene Disrupted Mice

In surviving mice, the parasite load at day 30 of infection was determined in two independent
experiments. Fig 2 shows the individual number of cysticerci recovered from the peritoneal
cavity Variations in parasite load among experiments have been attributed to differences in the
infectivity of each inoculated parasite, and to the specific experimental conditions of each host.
Considering this, Fig 2 (A and B) included the respective WT control as well as the innate
susceptible BALB/cAnN mice As shown in Fig 2A, mice with homozygous disruption of CD4,
TCRB, TCRS or TCRa genes exhibited a significantly higher number of cysticerc than the
C57BL/6) WT mice. The parasite load recovered in TCRo™ (195 + 41.9) mice was similar to
that observed in TCRE™ (292,28 + 31 99} and was statistically higher than in the WT (97 &

58.06) strain Parasite load in TCRB™ (499 20 4 32.60) and CD4™" (547 + 85 11) GDM did not



statistically differ (P > 0.05) from that determined in susceptible BALB/cAnN mice (566.60 =
53.57) (Fig. 2A). Fig. 2B shows that RAG-1" (433.33 + 47.41), did not statistically differ to
respective BALB/cAnN mice (545.28 = 62.65). Interestingly, the number of cysticerci recovered
from CD8” (32.72 + 24 23) GDM was not significantly different to that obtained from
C57BL/6] WT mice (86.57 + 38.62). These findings suggest that CD4"/ TCRaf3 " T cells, but not

CDS8" T cells, are the main effectors in the control of the T. crassiceps infection.

Proliferative response of splenocytes induced by T. crassiceps antigens

To investigate the immune reactivity against T. crassiceps, in infected WT and GDM, the
proliferation of their splenocytes in response to TcAg was assessed. As expected infected WT
mice displayed an increased proliferative response to TcAg (Fig.3). By contrast, no significant
increased proliferative response to TcAg was observed in HS (CD4”, TCRo”, TCRB™" and
RAG-17) as well as in non-infected WT mice. On the other hand a significant rise in the
proliferative response to TcAg was observed in splenocytes from S TCRS™ (Fig. 3A) and RR
CD8™" (Fig 3B) Interestingly, cells from infected mice, mainly those from WT, TCRS™ and
CD8™" showed a significant proliferation in the absence of stimulus. Finally, all infected WT and
GDM showed an increased proliferative response to concanavalin A, except TCRB™ in which

no proliferative response was observed (data not shown)

Cytokine production
In order to determine the profile of cytokine production in spleen cells from T. crassiceps
infected GDM and WT mice. the levels of 1E.-2, [f.-4, 11.-10 and 1FN-v were measured by

ELISA in cell culture supernatants from TcAg stimulated splenocytes. Infection of WT mice



induced a general increase in cytokines production; up to 10 times of the Thl cytokines IL- 2
and IFN-y and Th2 cytokine IL-10 as well as smaller but significant increase in the Th2 cytokine
IL-4 (Fig 4). Similarly, CD8"" mice exhibited high levels in Thl cytokines (IL-2 and INF-y) and
even higher levels of Th2 (IL-4, and IL-10) cytokines than infected WT mice. TCRS™ mice also
had similar levels of Thl cytokines and IL-10 as infected WT mice, but they exhibited low levels
in IL-4 similar as those of non-infected mice. In TCRa™", TCRP™ and CD4™ mice no increase in
IL-4 cytokine was detected with respect to infected WT mice. Interestingly, CD4”™ and TCRa™”

GDM showed a slight increase in IL.-2 similar or in a lesser extent than WT infected mice.

Antibody production

In order to assess the possible role of humoral immune response in T. crassiceps infection the
specific antibodies (IgG, IgGi,1gG2., 1gM, IgE) produced by GDM and WT mice after 30 days
of infection were determined by ELISA. Fig. 5 shows that neither IgG nor IgM anticysticercal
antibodies were detected in the HS CD4”", TCRa™", TCRB™ and RAG-1"" GDM. By contrast,
increased levels of IgG, IgM, and IgG; antibodies were found in the resistant WT and CD8™
mice, as well as in the TCR8™ mice, albeit to a lesser extent. Almost no IgGa, ard only low

levels of IgE were observed in all infected GDM and WT mice (data not shown).



Discussion

This study clearly establishes the relevance of certain T cell subsets in the control of
experimental murine cysticercosis and in the survival of the host. In fact, RAG1™ mice, which
have no mature T or B cells owing to their inability to initiaie TCR VIDJ gene rearrangement
{(Yeung et al. 1993), exhibited high susceptible (HS) phenotype. Our results also show that the
absence of CD4" or TCRaB " cells dramatically alters the host response to Taenia crassiceps
infection. CD4™ and TCRaf™ are not only invoived in controlling the parasite load after the
intraperitoneal infection with T, crassiceps cysticerci, but their absence leads to significant
mortality (28 to 57%). A phenomenon that is not observed in the innate susceptible mice at day
30 of infection. It is very likely that death is caused by T. crassiceps infection, considering that
mice were maintained in pathogen-free conditions, where no opportunistic infection occurs.
Thus, two different parameters are proposed here to classify mice according to their
susceptibility to T. crassiceps infection; survival and parasite load 30 days after infection,
Considering this, CD4 ™", TCRa ", TCRB“" and RAG1™" mice were classified as HS, TCRS “and
BALB/cAnN mice, susceptible (S) and CD$ ~ and C57BL/6J strains relatively resistant (RR).
Interestingly, mortality was observed in those GDM that were unable to develop an antigen-
specific cellular response and antibody production, Although the cause of mice death remains to
be determined, it seems evident that this phenomenon is not related to parasite load, since
BALB/cAnN mice showed a high number of cysticerci but not mortality. In addition we have not
observed significant mortality in hundreds of heavily infected mice of different strains (Sciutto et
al. 1991) 1t is possible that 7. crassiceps release different toxic soluble factors that are not
neutralized in the HS strain mice. In this regard, it has been previously reported that cestodes
release products which down-regulate the host response (Arechavaleta et al 1988, Spolski et al.

2000) and kill T celis i verro (Molinari et al 2000, O'connell et al 2000) Thus, 1t is possible
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that these soluble factor affect different cells and tissues, accounting for mice death. It is also
feasible that those parasite products can only be neutralized by immunocompetent hosts likely
through the antibodies response In agreement with this hypothesis, CD4J', TCRo™", TCRB"'
GDM develop a similar parasite load than susceptible BALB/cAnN mice, but in contrast they do
not develop a significant antibody response after infection. Further studies are needed to confirm
the relevance of neutralizing antibodies in host survival,

Results also show that TCRyS” cells do not play a crucial role in mechanisms leading to
mortality but contribute to the control of parasite growth at 30 days of infection. Similar
experiments have been done by Toenjes et al. 1999, who showed no differences between TCRS™
KO mice and the respective WT mice in their parasite load later during infection (52 days).
These differences are not unexpected since it has been previously reported that mice strains that
exhibit differences in susceptibility early during infection became equally susceptible later,
harboring a high number of parasites.

The high parasite load observed in TCRP™™ with respect to that seen in
TCRa " GDM is of interest It has been described that thymocyte differentiation in
TCRP™ is quite different than in TCRo”™ GDM (Dianda et al. 1996). In fact, TCRB gene
rearrangement or expression is critical for the differentiation of CD4'CD8 thymocytes to
CD4'CD8", while TCRa seems to be irrelevant in this process (Mombaerts et al. 1992). Thus,
differences in the recovered parasite load among these mice could be due to CD4™™ TCRp'
cells that are able to migrate to the periphery in the TCRa' ™~ mice. These CD4'CD8 TCRoB”
cells show many of the physiologic characteristics of conventional T lymphocytes and may limit
the severity of viral infections, perhaps via cytokine-mediated effector mechanisms

(Eichelenberger et al 1995). In addition, CD4'CD8’ T cells, highly represented in TCRo ™ mice
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have revealed to maintain effector functions {Sasahara et al. 1994; Nam et al. 2000), and could
also be involved in the control of the parasitosis. Although in TRCB™ GDM, TCRyS could be
available, these cells can not control the parasitosis by themselves.

Another finding that merits comments is that, with the exception of TCRB™ and RAG-1"
, all mice tested exhibited increased Thl (IL-2/INFy ) cytokines levels. On the other hand, Th2
cytokines (IL-4 and IL-10 ) are importantly increased in the RR (WT and CD8” mice), lightly
increased in the susceptible TCRS™ GDM and almost not modified in the HS (CD4'f', TCRB"',
TCRa™" mice), all compared to non-infected mice. These results suggest that in these CS7BL/6J
GDM the absence of a Th2 type response is associated to conditions of maximum susceptibility
30 days after infection. In contrast to these results, in BALB/cAnN mice it has been shown that
at 30 days of infection a Th2 response which progress with an important increment in the
parasite load (Terrazas et al. 1999). On the basis of these results, it has been proposed that the
Th2 response is inefficient in controlling the parasite growth It is possible that the different
genetic background (B6) of mice employed in these studies accounts for these differences.
Considering these results, further studies will be necessary to further elucidate the relevance of
cytokine profile in the control of the parasitosis.

It should be emphasized that CD8™~ GDM were as resistant as WT mice and induced a
similar immunological profile in terms of cytokines, antibody and levels of specific TcAg
splenocyte proliferation. These data clearly demonstrate that CD8" cells do not play a dominant
role in controlling the parastte load and survival of mice

In summary, our study demonstrates the importance of CD4'TCRaf' as well as the
relative role of TCRYS' cells in controlling the infection by T _crassiceps cysticerci. These

findings help to establish the role of the immure response in controfling 7. crassiceps imfection.
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FIGURE LEGENDS.

Fig 1. C57BL/6] GDM and WT mice were challenged with 10 cysticerci of Taenia crassiceps

and observed daily. Mice surviving 30 days after infection were determined.

Fig 2. Individual number of parasites recovered from infected mice 30 days after intraperitoneal
infection with 10 T crassiceps cysticerci. The bars represent mean parasite number for each
experimental group. The number of cysticerci found in GDM was statistically higher than in

WT mice (¥P < 0.05 ), except for CD8™".

Fig 3. Splenocytes from T. crassiceps infected mice were stimulated 7# vifro with TcAg
(10pg/ml). The bars represent mean * standard deviation (cpm) of 3 to 7 individual mice
without ( [ ) or with TcAg ( | ). The proliferative response of cells from non-infected
WT mice was also included. * Indicates significantly higher values in the absence of 7cAg in

vitro, (P < 0.05) in the same group of mice.

Fig 4. TcAg — stimulated cytokine production by spleen cells from infected mice determined in
the collected culture supernatants obtained 48h-post stimulation, (measured by ELISA). Bars
represent mean + SE for 3 to 7 mice per group. Data are representative of two different

experiments performed in duplicate. * Indicates the values for GDM infected mice significantly
different from values of infected WT mice

(P < 0 03).
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Fig 5. Level of specific T. crassiceps IgG, IgM, and IgG) isotypes measured by ELISA using
TcAg as source of antigen. Bars represent mean + SE for 3 to 7 mice per group at day 30 of

infection. Data are representative of two experiments performed in duplicate. *Indicates levels

statistically higher than in WT mice (P < 0.05).
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RESPUESTA INMUNE DIFERENCIAL ENTRE RATONES BALB/c RESISTENTES Y
SUSCEPTIBLES A LA INFECCION POR T. crassiceps.
Incremento de la resistencia en ratones quimeras.

Para determinar si las células de médula 6sea de ratones resistentes BALB/cJ
son capaces de conferir resistencia en contra de la parasitosis por T. crassiceps, se
crearon ratones quimeras (histocompatibles) por irradiacion, utilizando ratones BALB/cJ
como donadores y BALB/cANN como receptores. Como controles, se irradiaron ratones
BALBcJ y BALB/CANN y se reconstituyeron con celulas de médula dsea provenientes
de ratones BALBcJ y BALB/cANN respectivamente. La Figura 1 muestra el quimerismo
en ratones BALB/cAnN irradiados y reconstituidos con células de BALBcJ determinado
por un analisis citofluorométrico (FACS), después de 30 dias de infeccidn. Como se
muestra en |a Figura 1C, el 28.6% de células CD3 Qa2+ fueron encontradas en lo
ratones reconstituidos cJ—ARNN, contra 36.7% encontradas en la quimera cd-» cJ (Fig.
1B) 0 2.6% en AnN->ANnN (Fig, 1A). Esto nos indica que las células de médula ésea
del ratdon donador, efectivamente lograron instalarse, y madurar en los ratones
receptores irradiados. Los ratones quimera se infectaron y después de 60 dias de
infeccion, se sacrificaron y se evalud la carga parasitaria en cada uno de las quimeras,
la Figura 2 muestra el promedio de la carga parasitaria en cada grupos de quimeras.

Las quimeras cJ—>AnN exhiben una menor carga parasitaria en comparacion con la

quimera AnN—AnN (P<0.05), pero no difiere de las quimeras cJ-»cJ {P>0.05).
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Figura 1. Determinacion del quimerismo, utilizando linfocitos de sangre periférica de
ratones irradiados y reconstituidos con céiulas de médula osea. La expresion de Qa-2
y CD3 fue evaluada por citometria de flujo en los siguientes quimeras: A, AnN/AnN;
B, cd/ed ¥ C, cJ/AnN.
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Figura 2 Evaluacion de la carga parasitaria en ratones quimeras después de 60 dias de
infeccion con cisticercos de T. crassiceps. Las barras representan la media aritmética + la
desviacion estandar del numero de parasitos obtenidos de grupos de 5-8 ratones (cJ—AnN) y
controles (cJ—cJd, AnN—ANN). Diferencias significativas fueron encontradas entre las quimeras

AnN—AnN y cJ—cJ (p < 0.01), y entre AnN-»AnN y c¢J—AnN (p < 0.05).



Proliferacion de linfocitos T y produccion de citocinas en ratones resistentes y
susceptibles.

Debido a que los resultados mostrados anteriormente (Fig. 1), y previas
evidencias que Indican la relevancia de las células T en la resistencia a la cisticercosis
por T. crassiceps, evaluamos la respuesta celular in vitro de los ratones BALB/cJ y
BALB/ANN. Una inhibicién de la respuesta a Con A fue observada en esplenocitos de
ratones BALB/cAnN después de & dias de infeccién, comprobando lo previamente
reportado (Sciutto et al., 1995). En contraste, los ratones BALB/cJ, muestran una
respuesta proliferativa con Con A, semejante a ios ratones no infectados de ambas
cepas (datos no mostrados). Interesantemente, la respuesta proliferativa especifica con
TcAg es mayor en ratones infectados BALB/cJ que en BALB/CANN (Tabla I).

Con respecto a los niveles de citocinas producidas en los sobrenadantes de las
célutas cultivadas y estimuladas especificamente con TcAg, se observo un incremento
en la produccion de IL-2 en ratones BALB/cJ (P=0.08), mientras que niveles
semejantes de las citocinas; IL-4, IL-10 e INFy (P>0.05) se detectaron en ambas cepas
después de & dias de infeccion (Tabla I). En sobrenadantes de células estimuladas con
Con A, se detectaron niveles elevados de IL-2 e INFvy, tanto en BALB/cAnN como en

BALB/cJ parasitados.

Evaluacion de las subpobiaciones celulares en esplenocitos de ratones BALB/cJ
y BALB/cAnN después de 6 dias de infeccion.
Para determinar si existe una subpoblacion de linfocitos T que se activa

especificamente durante la infeccion, evaluamos las subpoblaciones celulares CD4",

CD8", TCRuf" vy TCRy3" por citometria de flujo. Los esplenocitos de ratones
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Tabla |. Estimulacién In vitro de esplenocitos de ratones BALB/cAnN and BALB/cJ infefctados durante 6 dias

con cisticercos de Taenia crassiceps y determinacion de citocinas en sobrenadantes de cultivo.

Cepa de raton:
BALBicAniN

No infectado

Infectado

BALB/cJ

No infectado

Infectado

estimutado

con: IS H-2 IFNy IL-4 IL-10
ConA 65.40+ - 139.4434.15 62.05+ 7.44 60.1210.3 97.6+18.9
TcAg 1.08% 15.7+ 5.8 293+ 7.8 274+ 41 796127
ConA 27 24+ 247 .5+21.9* 118.9423.25" 100.9+20.9 128.517.2
TcAg 2.1% 12.5+ 50 299+ 3.7 43.1£20.4 113.2+7.5
ConA 18.74 107.01+¢16.2 51.4£7.22 73.7¢17.3 957+ 3.5
TcAg 1 04+ 15.91 4.2 231+ 8.2 277+ 32 107.7£1.3
ConA 13.5¢ 244 9+16.9* 205,77 4" 163.6482.5* 103.3£36.9
TcAg 4.6+ 251+ 57* 296+ 53 83.6+ 51.1 88.4+ 17.3

Los datos muestran el indice de estimulacion (IS) + desviacion estandar de 3 ratones individuales, y las concentraciones
{(pg/ml) = desviacidn estandar de IL-2, INF- | IL-4 e IL-10. IS = ¢pm infectado/ cpm no infectado. (*) £<0.05 6 (**) P<0.01
por la prueba de ANOVA. Para comparar las muestras de ratones infectados con respecto a no infectados, se utilizo la

prueba de Turkey.



BALB/cANnN infectados, muestran una pequefa pero significativa disminucion en las
subpoblaciones celulares CD4*, CD8" y TCRaf", con respecto al ratdon no infectado,
mientras que estas mismas subpoblaciones no se modifican en la cepa BALB/cJ (Tabla
11). La subpoblacién celular de linfocitos TCRyS™ |, no se modifica con la infeccién en los

ratones BALB/CANN (2.0 £ 0.8) y BALB/cJ (2.6 £0.5).

Determinacién de las subpoblaciones de linfocitos T que expresan un TCR Vp
especifico, después de 6 dias de infeccion.

Considerando la disminucién en la subpoblacién de células T TCRaf" observada
(Tabla I1), se decidid evaluar si esta disminucion era consecuencia de una cierta
poblacion de células que expresan un TCR VB especifico, utilizamos un grupo de 13
anticuerpos monoclonales dirigidos en contra de distintos TCR VB, los cuales cubren
aproximadamente el 75% de la poblacion total de células entre TCRaf* , CD4*y CD8".
Las Tablas Il y IV muestran las frecuencias de distribucidon de las 13 subpoblaciones
Vps entre CD4" y CD8' respectivamente, en esplenocitos de ratones resistentes y
susceptibles, a los 6 dias de infeccion. interesantiemente, se observd una disminucion
en el porcentaje de las subpoblaciones de linfocitos CD4" y CD8" ambos VB2, en los
esplenocitos de ratones BALB/CANN (susceptibles) infectados, también se encontré
una disminucion en las subpoblaciones VB5, 7 y 9 CD4" pero de menor magnitud, El
repertorio de las subpobiaciones de células T Vp s, de ratones BALB/cJ no se modifico
con la infeccion (Tablas Jil y V). Finalmente, en la Figura 3 mostramos {a reduccion de
las subpoblaciones de linfocitos T CD4™ y CD8" que expresan el TCR VB2, en ratones

BALB/cANN a ios 6 dias de infeccidn, detectado por citometria de flujo.
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Tabla 1I. Porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos T, evaluados en
esplenocitos de ratones resistentes y susceptibles infectados con cisticercos de

Taenia crassiceps dunate 6 dias.

CD4+ CD8g+ TCRoj
BALB/cAnN
No infectados 34.9+0.7 16.5+1.1 54.4+0.15
Infectados 31.02+2.5% 13.6+0.8% 46.2+0.70%
BALB/cJ
No infectados 32,517 15.4+£09 56.7=0.80
Infectados 33812 16.3+1.2 54.4+1.30

Los datos representan la media aritmética + desviacion estandar de 3 a 5 ratones
analizados individualimente. *Diferencias entre ratones infectados y no infectados
son diferentes significativamente (P<0.05).
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Tabla I1I. Expresion diferencial de distintos TCRVJ en células CD4+, en
esplenocitos de ratones susceptibles (BALB/cAnN) y resistentes (BALB/cJ)
después de 6 dias de infeccién con cisticercos de Taenia crassiceps.

BALB/cAnN BALB/cJ

No infectado Infectado No infectado Infectado
Porcentaje de células VB+ del total de células CD4+
VB2 8.1x0.4 3.3£3.1% 7.5+0.8 8.2:0.6
VB3 3.1£1.4 2.7£1.5 3.0£0.6 3.9£0.7
VB4 7.0£0.5 7.6£0.9 7.62+0.3 6.9+1.5
VBS5 1.3+0.3 0.3+0.05* 1.3£0.3 1.7£0.05
VB6 11.3£0.8 10.74£0.7 11.3+0.9 10.8+0.9
V37 2.8£0.5 0.8£0.4% 2.5£1.0 2.8+1.3
V(B8 30.9+1.9 29.9+1.9 30.0+1.9 299+1.9
Vo 2.7+0.7 1.41+0.3% 29104 2.8£0.7
VP10 6.7+0 .4 7.5£0.8 6.9+0.5 6.6x0.6
V11 2.4%0.9 1.420.6 2.7+1.0 2.6+1.0
V312 1.84£0.7 0.9£0.5 2.6£1.1 1.6£04
VB13 3.5+0.3 2604 41+1.3 3.240.5
VB14 [14+2.1 9.4+1.3 10.9+0.4 9.6x0.7

Los datos muestran ia media aritmetica + desviacion estandar de 3-5 ratones por
grupo. Los resultados fueron calculados como en % de celulas con ant—-CD4.

*Diferencias entre ratones infectados y no infectados son significativas
estadisticamente (P<0.05)
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Tabla IV. Expresion diferencial de distintos TCRV en células CD8+, en
esplenocites de ratones susceptibles (BALB/cAnN) y resistentes (BALB/cJ)
después de 6 dias de infeccion con cisticercos de Taenia crassiceps.

BALB/cAnN BALB/cJ

No infectado Infectado No infectado Infectado

Porcentaje de células VB+ del total de células CD8+

VB2 8.7+1.1 4.4+0,5* 8.210.01 8.310.6
VB3 3.6+£1.8 2.9+1.2 3.8+1.4 4.3+0.6
VB4 82+1.1 8.0+0.4 7.2+0.6 7.7+1.8
VB5 1.9+0.3 2.010.6 2.0+0.8 29+1.2
V{6 10.5£2.4 9.9+0.7 9.7+1.4 10.9+1.6
Vp7 2.710.9 1.8+0.6 3.0x1.6 3.4+1.5
V(38 40.8+4.0 384429 37.943.0 34.1+37
VB9 3.2+0.8 3.3+20.9 42413 3.8+1.3
VB10 7.210.5 7.2+1.0 6.5+1.4 6.7+0.4
Vi1l 3.0+0.8 2.1+£0.7 3.6+1.0 2.8+1.6
VB12 3.0+£0.8 3.8x1.8 4.51.6 4.4+1.5
VBI13 0.8+0.7 6.1+1.1 6.4+1.6 6.1+1.7
Vp14 6.4+).2 54418 5.9+1.0 7.6£1.9

Los datos muestran la media aritmetica + desviacion estandar de 3-5 ratones por
grupo Los resultados fueron calculados como en % de células con anti-CD8.
*Diferencias entre ratones infectados y no infectados son significativas
estadisticamente (P<0.05).
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Figura 3. Disminucion de la subpoblacion V-2 en los
linfocitos CD4+ y CD8+ de ratones BALB/cJ y BALB/cAnN
infectados con cisticercos de T. crassiceps



INDUCCION DE APOPTOSIS EN ESPLENOCITOS DE RATONES BALB/cAnN
INFECTADOS CON CISTICERCOS DE 7. crassiceps.

Los esplenocitos (CMN) de ratones infectados con cisticercos de Taenia
crassiceps expresan fosfatidilserina en la superficie celular después de la
estimulacion in vitroe con TcAg.

Recientemente, se ha reportado que las células apoptdticas, pero no las
necroticas redistribuyen el fosfolipido fosfatidilserina del interior al exterior de la
membrana celular independientemente del estimulo utilizado. Este fendmeno es un
proceso temprano que se presenta en la apoptosis y sirve como una sefial fisioldgica
para que las células fagociticas reconozecan y eliminen a las células apoptdticas,
evitando los procesos inflamatorios. La apoptosis de CMN de ratones infectados
(30dias) y no infectados, se evalud después de ser estimuladas in vifro con TcAg por
citometria de flujo, utilizando la Annexina-V la cual se une especificamente al
fosfolipido fosfatidilserina, y el yoduro de propidio, que se une al ADN de las células
que han perdido su actividad en la membrana y por lo tanto son permeabies al
colorante. Los resultados de estos experimentos nos indican que alas 24 h de
estimulacion con TcAg, se incremente significativamente la poblacidn de las células
annexin V+/Pl- en ratones infectados (Figura 1). Interesantemente, el porcentaje de
estas células annexin V+/PI- disminuye a 9.29% a las 48h después del estimulo, pero
se observd un importante incremento en el porcentaje de células Annexina-V+/Pl+ (de
10.25% a 36.46%). Este fendmeno no se observd en CMN de ratones no infectados

(13.24% y 8 62%). Un porcentaje bajo de apoptosis espontanea (<10%) fue detectado

N
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Figura 1. Evaluacion de la apoptosis inducida por estimulacion in vitro
con TcAg, en esplenocitos de ratones BALB/CANN infectados durante 30
dias. Las células fueron tefiidas con Annexina-Vy Yoduro de proipidio y
posteriormente analizadas por citometria de flujo
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Figura 2. Cinética de la apoptosis inducida por la
estimulacion in vifro de esplenocitos con TcAg. El porcentaje
de células apoptaéticas fue determinado por analisis de FACS,
después de teiiir las células con Annexina-V y yoduro de
propidio.



al comienzo de los experimentos. Solo se encontrd un 1% 6 menos de células
necréticas, yoduro de propidio positivas (Pl+). Las células apoptoticas
{Annexina-VV+/Pl-) se incrementan significativamente en los cultivos de esplenocitos
estimulados (24h) con TcAg de ratones infectados, comparados con las CMN de
ratones no infectados. Ademas, diferencias significativas en la deteccion de Annexina-V
entre las células estimuladas de ratones control e infectados son evidentes desde las
6h de estimulacion (Figura 2). Interesantemente, el estimulo con TcAg (a las 48 h) de
esplenocitos de ratones no infectados muestra un incremento en |a deteccién de

células Annexina-V+ (18%) con respecto al tiempo inicial (8.53%).

Deteccion de la fragmentacion del ADN.

La fragmentacién del ADN en segmentos de multiplos de 200 pares de bases ha
sido ampliamente utilizada como un marcador especifico para diferenciar entre muerte
por apoptosis, y otros fendmenos de muerte celular. En esta tesis se evalua si el
patron caracteristico de fragmentacion en escalera del ADN se presenta en ias CMN
estimuladas con TcAg. El ADN total se obtuvo de acuerdo al protocolo mencionado en
materiales y métodos y se analizd su corrimiento en geles de agarosa al 1% (Figura 3).
El tipico patron de fragmentacion en escalera del ADN fue detectado en CMN
estimuladas con TcAg de ratones infectados desde las 6h. de estimulacion (datos no
mostrados), y este patrén se mantiene a las 12h (carril no. 4) y hasta las 24h (carriles 8
y 9). Interesantemente. fragmentacion del ADN de CMN estimuladas con TcAg de

ratones no infectados fue detectada a las 24h de estimulacion.
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Figura 3. Analisis de la fragmentacion del ADN en esplenocitos estimulados in vitro con
TcAg. Lineas 1, 3, 5 y 7 sin estimulo, lineas 2, 4, 6, 8,y 9 estimuladas con TcAg. Primer
carril,marcador de peso molecular (PM).




Determinacion de la susceptibilidad a la apoptosis de las células CD4+, CD8+ y
CD19+, inducida por la estimuiacidn in vitro con TcAg.

Para determinar el fenotipo de las células que sufren apoptosis después de ser
estimuladas con TcAg, realizamos tinciones dobles con los siguientes anticuerpos
monoclonales anti raton: anti CD8 PE, anti CD19 PE o anti-CD4 CyChrome
conjuntamente con annexin-V FITC. La Figura 4 (A y B) nos muestra que las células
que son susceptibles a la induccion de apoptosis a traves de la estimulacion (24h) con
TcAg, presentaron un fenotipo CD4+ ¢ CD19 y provienen de rato’nes infectados. La
Figura 4A muestra un incremento significativo { P < 0.05), de las c¢élulas CD4+/Annexin
V+ (17.44%} después de la estimulacion, en comparacion con las células no
estimuladas (10.71%). La Figura 4B muestira un incremento significativo (P < 0.05), de
ias celulas CD19+/Annexin V+ estimuladas con TcAg (25.02%), v solo un 15.22% de
células doble positivas en esplenocitos no estimulados. Las células que presentan un
fenotipo CD8+ no fueron susceptibles a la induccion de apoptosis a través de la

estimulacion con TcAg (Figura 4C).
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Figura 4. Determinacion de la susceptibilidad a la induccién de apoptosis
de distintas subpobiaciones de linfocitos, después de ia estimulacion in
vitro con TcAg. Los resultados muestran el analisis por citometria de flujo
de las céiulas tefidas con los anticuerpos monocionales anti-CD4, anti-
CD8 o anti-CD19, conjuntamente con annexina V.



DISCUSION

El cisticerco de Taenia crassiceps se establece y reproduce en la cavidad
peritoneal de ratones infectados experimentalmente. La capacidad para desarrollarse
depende de la cepa de ratones utilizada. Asi, BALB/cAnN se considera altamente
susceptible y comparativamente BALB/cd y C57BL/8J resultan mas resistentes.
Sabemos que una de las diferencias genéticas asociadas a la resistencia es el
antigeno de histocompatibilidad no-clasico Qa-2 (Fragoso, et al. 1996). En este tesis
se estudiaron e identificaron posibles moléculas y mecanismos inmunes que participan
en estas diferencias de susceptibilidad con énfasis en la bisqueda de posibles
funciones inmunoldgicas mediadas por Qa-2.

En estudios previamente realizados se observo la relevancia de la respuesta
celular en el control de esta parasitosis. Existen evidencias de que en tiempos
tempranos de la infeccidn, en {a fase de instalacion del parasito y minima reproduccion,
se induce una respuesta tipo Th1. Esta respuesta cambia progresivamente a Th2
conforme avanza ia infeccion y se reproduce el parasito (Terrazas, et al. 1998; Villa, et
al. 1998). Otros autores han reportado que durante todo el tiempo de infeccion se
presenta una respuesta Th1-Th2 (Tonges, et al. 1999). Sin embargo, hasta la fecha
no se conoce con certeza que tipos celulares estan involucrados en la respuesta
inmunologica durante dicha infeccidn. Con e! propésito de avanzar en este
conocimiento, comparamos la susceptibilidad de ratones genéticamente deficientes
(ratones knock out) en CD4, CD8, TCRa, TCRJ, TCRS, y RAG-1 con su respectivo
ratén silvestre (Wild Type). En este estudio claramente mostramos la relevancia de
ciertas subpobtaciones de células T en ¢l control de la parasitosis, asi como en la

sobrevivencia del hospederc. Nuestros resultados indican que la ausencia de las



moléculas CD4 6 TCRap alteran dramaticamente ia respuesta a la infeccién por T.

. crassiceps 10 que se refleja en una mayor cantidad de cisticercos recuperados a los 30
dias de infeccién, asi como en la muerte de hasta 57% de los ratones infectados a
partir de los 21 dias. El perfil de susceptibilidad observade en ratones CD4™", TCRa™ y
TCRB™ no difirid de ratones RAG-1"" (los cuales no tiene células T y B maduras, debido
a la inhabilidad de realizar el re-arreglo de sus genes VDJ del TCR y de las
inmunoglobulinas). Mientras tanto, la ausencia de {a moiécula TCRS solo se refleja en
un aumento de la cantidad de cisticercos, pero no en la induccion de la mortalidad. Por
lo que podemos decir que el TCRS contribuye de manera imporfante en el control del
crecimiento del parasito. Resulta de interés comentar previos resultados obtenidos por
Tonjes, et al.{1999), quienes encontraron que ratones deficientes en el TCRJ+ no
muestran un patron diferente de infeccion con respecto al raton sitvestre (WT). Las
diferencias entre nuestros resultados y los de Tonjes, pueden ser debidas a diferentes
factores de experimentacion empleados, como son numero de parasitos empleados
para la infeccion, tiempo de infeccion, tamafio de |la aguja {jeringa) empleado para la
infeccion, edad de los ratones, etc. Es probable que estas diferencias de
experimentacion, lleven a diferencias en la cantidad de parasitos recuperados. Por otro
lado, la ausencia de células CD8" no modifico la parasitosis respecto a los ratones
Wild Type, lo que nos indica gue las células CD8+ no son importantes en el control de
esta parasitosis.

Es importante senalar que la mortalidad en esta parasitosis, no habia sido
observada previamenie en ninguna de las cepas de ratones evaluadas susceptibles
inmunoldgicamente competentes. Considerando que los ratones deficientes en los que

se observa mortalidad no detectamos la presencia de anticuerpos creemos que es
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factible que el parésito libere factores solubles inmunosupresores que no puedan ser
neutralizados (Arechavaleta, et al. 1988; Spotski, et al. 2000}. En ausencia de
anticuerpos, esta posibilidad parece ser bastante solida, considerando diferentes
reportes donde se sugiere que el cisticerco de T. crassiceps libera productos capaces
de regular la respuesta inmune del hospedero e inclusive inducir la muerte de células T
in vitro (O connell, et al. 2000). Asi, es posible que estos factores solubles puedan
afectar a diferentes celulas y tejidos, lievando a la muerte a los rato.nes
inmunodeficientes.

Otro hallazgo que amerita comentarse, es que a excepcion de lo ratones
infectados deficientes en TCRB™ y RAG-17, todos los demés ratones presentaron
importantes niveles en {a produccion de citocinas tipo T1 (iL-2 e INFy), mientras que las
citocinas tipo T2 (IL-4 e IL-10) son importantemente incrementadas en los ratones
CD8"y Silvestres (WT), ligeramente incrementadas el los ratones TCR3-/- Yy no se
modifican en los ratones infectados CD4™, TCRo™ y TCRB™ comparando con los
ratones no infectados. Estos resultados, sugieren que en la cepa C57BL/6J, los
ratones deficientes en ciertas moléculas de interés inmundlogico, la ausencia de una
respuesta de tipo T2 esta asociada a condiciones de maxima susceptibilidad, después
de 30 dias de infeccion. Sin embargo, en la cepa BALB/c, a los 30 dias de infeccion se
induce una respuesta de tipo Th-2, la cual es ineficiente en el control del crecimiento
del parasitc Es posible que dependiende de la cepa de ratdn utilizada para este tipo de
experimentos, el fondo genético sea importante para determinar el tipo de respuesta
inmunoiogica involucrada en el control de a parasitosis..

Por otro lado, con &l propdsito de identificar posibles mecanismos inmunotogicos

en los que pudiera estar participando la proteina Qa-2, comparamos la respuesta



inmune en contra del cisticerce de T. crassiceps en ratones altamenie susceptibles
(BALB/cAnN, Qa-27) y ratones relativamente resistentes (BALB/cJ, Qa-2"). Si bien,
entre estas dos cepas existen otras diferencias fenotipicas reportadas por Roderick et
al. (1985) (BALBc/J presenta mayores niveles de alfafetoproteina en los animales
adultos, 3 enzimas que participan en la biosintesis de catecolaminas: tirosina
hidroxilasa, dopamina -hidroxilasa y feniletanolamina N-metil transferasa y mayores
niveles de tetosterona), estas cepas resultaban adecuadas para explorar en un primer
nive! esta posibilidad.

Para comenzar a evaluar si las diferencias de susceptibilidad estaban mediadas
por células de origen hematopoyético se realizaron transplantes reciprocos de células
de médula dsea entre ambas sublineas BALB/c (H2 compatibles), en estudios previos
se ha demostrado que se puede transferir la resistencia a una enfermedad de una
cepa resistente a una cepa susceptible a fravés de células de la medula 6sea o de
bazo (DeGee, et al., 1984, Greenbiatt, et al., 1985) . Los ratones quimeras resultantes
se crearon por medio de la reconstitucion celular con células de medula 6sea (3-5 x 10°
células) después de una dosis subletal de irradiacidén-y (800 Rad) y se infectaron con 10
cisticercos de T. crassiceps 30 dias posteriores al transplante. Estos experimentos
demostraron que las célutas de médula 6sea de ratones BALB/cJ (Qa-2") son capaces
repoblar a los ratones BALB/cANnN (Qa-2) irradiados, determinado por la presencia de
linfocitos CD3"Qa-2" después de 30 dias de la reconstitucion. La reconstitucian celular
aumenta la resistencia a la infeccion por T. crassiceps, si bien las células de médula
osea contienen diferentes tipos celulares, (considerando la relevancia de las células T
en la resistencia), podriamos suponer gue la transferencia de células T Qa-2" media

claramente ia resistencia observada inmunologicamente. Mientras tanto, la



reconstitucion celular de ratones irradiados BALB/cJ con células de ratones

BALB/cANN, no disminuyé la resistencia hacia dicha parasitosis (Fig. 2).
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ig. 2. Alteracion de la susceptibilidad a través de la reconstitucion celular, con células de medula
sea, en ratones irradiados Los ratones receptores fueron irradiados con 800 Rad. e
mediatamente se reconstituyeron con celulas de medula 6sea (3-5x108) del raton donador
Receptor/Donador), las cudles se les introdujeron por la vena de la cola . Despues de 25 dias se
valuo el quimerismo v se infectaron con 10 cisticercos de T. crassiceps. A los 30 0 60 dias de
feccidn se sacrificaron y se realizd el conteo de los parasitos en cada individuo. { » p < G05)
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Estos resultados nos indican que probablemente la resistencia exhibida por BALB/cJ
esta asociada parcialmente a células del sistema inmune y a otros factores genéticos
no inmunoloégicos.

Con respecto a mecanismos no imnunoldgicos involucrados en resistencia, en
principio, resultaba interesante evaluar cual es la participacion de factores sexuales
considerando las diferencias de susceptibilidad en la cisticercosis murina entre
hembras y machos observada en todas las cepas de ratones hasta la fecha evaluadas.
A estos hechos se suman las diferencias en susceptibilidad asociadas al sexo
observadas en diferentes modelos experimentales murinos de enfermedades
parasitarias: Asi, los machos han mostrado ser mas susceptibles que las hembras en
infecciones parasitarias por Leishmania major (Mock, et al., 1988), Plasmodium
chabaudi (Wunderlich, et al., 1988), Trypanosoma rhodesiense {Greenblatt, et al.,
1984). Por el contrario en la tricomoniasis por Trychomonas vaginalis en donde las
hembras resultaron ser mas susceptibles (Alexander and Stimson, 1988).
Considerando las diferencias de susceptibilidad entre hembras y machos observada en
la cisticercosis murina se evaluo también Ia probabilidad de que la susceptibilidad
estuviera mediada por factores sexuales, para comprobar la posible participacion de los
factores sexuales en la mayor resistencia expresada por BALB/cJ, se realizaron
experimentos con ratones machos BALB/cANN y BALB/cd, los cuales se
gonadectomizaron a las 2 semanas después del nacimiento. Los ratones
gonadectomizados se infectaron a ias 6 semanas con 10 cisticercos de T. crassiceps y
se determino la carga parasitaria a los 10, 20, 30, y 60 dias. Los resultaron indicaron
que la gonadectomia aumentaba la susceptibilidad de ambas cepas presentando un

mayor nimero de parasitos, pero que las diferencias observadas previamente entre



Tabla 2. EFECTO DE LA GONADECTOMIA EN RATONES MACHO DE LA CEPA
BALB/c RESISTENTES (J) Y SUSCEPTIBLES (AnN)

Media + Desviacién estandar de la carga patasitaria

Dias post-infeccién

Grupo 10 20 30 60

Control

BALB/cAnN 6.85+3.4° 10.8+4.08 22.3+7.20° 245.16 + 35.59°
BALB/cJ 0" 0" 0" 115.20 +13.98"
GONADECTOMIZADOS

BALB/cAnN 7.42 £2.63" 14,8 597" 26.4+7.26* 514.83+90,78°
BALB/cJ o° 4.50 +1.80* 5.20 = 1.807 246.50 + 34.88°

a, b, ¢, d, e, Los datos marcados con la misma letra no son diferentes significativamente
entre ellos, mientra gue los marcados con letras diferentes si son diferentes
significativamente (P <0.01)

Numero de ratones por grupo: 8



BALB/cAnN y BALB/cJ se mantiene, siendo mas notable el aumento de la
susceptibilidad a la parasitosis a los 60 dias de infeccion (Tabla 2). De tal modo que
podemos decir gue en los machos de las cepas BALB/CAnN y BALB/cJ las hormonas
gonadales juegan un papel en el control de la parasitosis, aunque alin desconocemos
el mecanismo con el que subyace este fendmeno. Como se ilustra en la Tabla 2,
aungue la gonadectomia aumentod la susceptibilidad en ambas sublineas, los ratones
BALB/cJ continuaron siendo mas resistentes que los BALB/CANN lo que sugiere que la
diferencia de susceptibilidad podrian estar determinada por otros factores diferentes a
los gonadales. Sin embargo, considerando que hay caracteristicas sexuales que se
determinan en el nacimiento y que pudiesen estar influyendo el fenémeno de
resistencia, por lo cual es necesario realizar experimentos con ratones
gonadectomizados recien nacidos, de este modo podriamos establecer de manera mas
clara la participacion de las gonadas en la induccidén de la resistencia o susceptibilidad.
Habiendo obtenido evidencias compatibles con que las diferencias de
susceptibilidad entre las sublineas de BALB/c radican en diferencias inmunolégicas,
nos concentramos en estudiar |a respuesta inmune inducida por |a infeccion en ambas
cepas. Evaluando el porcentaje de células CD8", CD4" y TCRaf" en tiempos
tempranos de la infeccion, ya que consideramos que el grado de infeccion depende
principalmente de ia instalacion, desarrolio y reproduccion del parasito, observamos
gue mientras en BALB/cJ estas poblaciones no se modificaban, en BALB/cANnN se
observé una pequefa pero significativa disminucion de estas poblaciones. Mientras
tanto, en la poblacion de céluias T (TCRy5") no se observan diferencias significativas
entre ambas cepas. Con el propdsito de conocer si la disminucion en linfocitos TCRaB”

se debia a una disminucion de todas las poblaciones o de ciertas poblaciones, se
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estudio un conjunto de 14 diferentes poblaciones VB (TCR VB2, TCR VB3, TCRV(4,
TCRVB5, TCRVES, TCRVP7, TCRVBS, TCRVEY, TCRVB10, TCRVE11, TCRVB1Z,
TCRVB13, TCRVBR14). Interesantemente, encontramos que solo en las subpoblaciones
CD4"TCR VP2' y CD8'TCR VR2” disminuyen significativamente en ratones BALB/CANN
infectados, mientras que en ios ratones BALB/cJ infectados no se modifican los
porcentajes respecto a los no infectados. La disminucion de la subpobiacion TCR VB2*
observado solc en la cepa susceptible podria resultar como consecuencia del eficiente
establecimiento del parasito. Esta subpoblacion de células T TCR VB2" ha sido
implicada en distintos fendmenos en respuesta a superantigenos (Hodes, et al., 1993)
y en la patogenia de la infeccion por estafilococos (Choi, et al., 1990; Ericson, et al.,
1988). Asi, es factible que el parasito produzca un estado de anergia en la
subpoblacion T TCR VB2* que favorezca su establecimiento. Estos resultados

permiten proponer que la poblacion de célutas T TCR VB2® podrian tener un papel
importante en la generacion de una respuesta inmune efectiva capaz de controlar al
parasito.

En un intento por conocer 10s posibles mecanismos involucrados en la
disminucion de células T durante la infeccion por 7. crassiceps observada en ratones
susceptibles (BALB/CANN), evatuamos si en estos ratones la parasitosis inducia
apoptosis. Esta posibilidad no es remota considerando previos reportes en 10s que se
ha descrito que en diferentes infecciones parasitarias (Schistosoma mansoni,
Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, y Plasmaodium chabaudi chabaudi) puede
Inducirse apoptosis de esplenocitos in vivo ¢ in vitro, y se ha especulado que este
fenomeno forma parte de una estrategia del parasitc para reducir la respuesta
inmunologica del hospedero y favorezea su instalacion (Rumbley, et al. 1998, 1999;

N
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Nunes, et al. 1998; Khan, et al. 1996; Helmby, et al. 2000). En particular, en la
cisticercosis por T. crasssiceps, se ha reportado que el parasito es capaz de producir
factores solubles que intervienen en la regulacioén de la respuesta generando una
inmunodepresion de la respuesta inmune celular, inhibicidn en la produccion de
citocinas y hasta capacidad de inducir muerte de linfocitos T in vitro (Arechavaleta, et
al. 1998, Spolski, et al. 2000; O'Connell, et al. 2000 ). Con este panorama estudiamos
si la estimulacion in vitro con antigenos de T. crassiceps es capaz de inducir apoptosis
en células de ratones BALB/CANN después de 30 dias de infeccién. Los resuitados de
este trabajo, nos indican que la estimulacion in vitro de céluias de ratones infectados,
induce la expresion extracelular de fostatidilserina a las 6 h después del estimulo, y
alcanza un pico méaximo a las 24 h. La fosfatidilserina es una es una molécula que se
redistribuye del interior al exterior de la membrana celular en |la apoptosis, mientras que
en un fendmeno necrético este efecto no se observa. Asi, realizando una tincién doble
con una proteina llamada annexin V (la cual tiene alta afinidad por la fosfatidilserina) y
el Yoduro de propidio (P1) se puede distinguir entre el fendmeno de apoptosis y el de
necrosis. Para verificar el fendmeno de apoptosis se evallo simultaneamente a través
de la técnica de fragmentacion del DNA en geles de agarosa. Utilizando este
procedimiento observamos también el fendmeno de apoptosis a partir de las 6 h
posteriores a la estimulacion Este fenomeno lo observamos solo en las
subpoblaciones celulares CD4" y CD19". La apoptosis observada en células CD4"
resulta de especial interés considerando la relevancia de las células CD4" en el control
de la parasitosis. Con respecto a estos resultados de muerte celular (apoptosis)
inducida por T. crassiceps, previamente se habia reportado que la estimulacion in vitro

de células Jurkat con el parasito completo de 7. crassiceps, resultaba en la muerte de
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las dichas células, sin embargo en este reporte evaltan la muerte celular por técnicas
no muy confiables para determinar si la muerte es por apoptosis o por otro fenémeno
de muerte celular, entre estas técnicas se encuentran: 1) exclusion del colorante azul
de tripano (que no sirve para discriminar entre apoptosis U otro mecanismo de muerte
celular), 2) electroforesis para el analisis del “cometa” (que solo nos indican que hay
daino, a nivel def ADN pero, tampoco sirven para especificar si es ¢ no apoptosis), y 3)
tincién de las células con el colorante naranja de acridina (es una técnica que
morfologicamente ayuda a discriminar entre apoptosis y otras formas de muerte celular,
pero no es muy usual el uso de esta técnica). Por lo tanto, creemos que la aplicacion
de otras técnicas que descriminen plenamente entre apoptosis y necrosis, son
necesarias para demostrar que el cisticerco de 7. crassiceps realmente induce un
fendmeno apoptotico a las células Jurkat. En nuestro trabajo evaluamos el fenémeno
de muerte celular con técnicas mas especificas (ver los resultados ll), que realmente
determinan que dicho fenomeno es por apoptosis. Sin embargo, es necesario realizar
otro tipo de experimentos para tratar de identificar un posible mecanismo intracelular
especifico de apoptosis. En varios experimentos preeliminares, la apoptosis inducida
en esplenocitos incubados in vitro con TcAg, parece ser dependiente de la activacion
de caspasas, ya que hemos detectado fragmentacion de la poly(ADP-ribosa)
polimerasa (PARP). La fragmentacion proteclitica del PARP por las caspasas es un
marcador principal de la apoptosis. Ademas, seria interesante investigar, si algunas
moleculas tales come CD95 (APO/Fas) y su ligando (CD95L.) o TNF-a vy su ligando
estan involucrados en este fendmeno.

En resumen, los resultados obtenidos nos permiten proponer que:

e Enfondo C57BL/GJ



la respuesta inmundlogica asociada a la resistencia a la parasitosis por 7.
crassiceps parece estar mediada por las células CD4"TCRafB", y de acuerdo con el
perfil de citocinas observado la respuesta especifica contra el parasito resulta de una
coexistencia de T1/T2.

e Enfondo genético BALB/c

Las células hematopoyéticas Qa2 son capaces de transferir resistencia a
ratones Qa2". La infeccidn induce disminucidn de células T, en especial TCRaB, y en
particutar V2. Esta subpoblacion podria ser importante en el desarrollo de una
respuesta efectiva contra la parasitosis. Los resuttados indican que fendomenos
apoptoéticos estan involucrados en |a infeccion de ratones susceptibles (BALB/CANN) y
parecen ser los responsables de la disminucion de céluias T observada en estos
ratones (BALB/CAnN).

Este trabajo de tesis es una coniribucion al conocimiento basico de los
fenémenos inmunoldgicos asociados a la cisticercosis experimental murina y al
entendimiento de los mecanismos inmunologicos asociados a la resistencia a la
cisticercosis experimental. £s la esperanza que la informacion obtenida en este
estudio permita orientar la investigacion de la respuesta inmune asociada a la

cisticercosis humana por 7. sofium.
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